Oponentsky posudek
Magisterska prace:

Mikrosporidiové infekce exotickych ptaka

Piedkladana prace Denisy Kasickové se zabyva sledovanim vyskytu mikrosporidii u ptaka.
Téma prace je v soucasnosti aktualné studovano v nékolika evropskych laboratofich a
vysledky dosazené v této studii tak poméhaji dotvafet mozaiku o mikrosporidiich jako
nezanedbatelnych pivodcich oportunnich infekei ¢loveka.

Clenéni prace vychazi z klasického schématu magisterské prace, zahrnuje 47 stran textu, ktery
je konfrontovan s celkem 84 publikacemi.

V uvodu autorka podava uceleny piehled o mikrosporidiich, ktery se pak logicky zaméfuje na
jejich vyskyt a vyznam u ptakt. Béhem prace bylo vySetfeno n€kolik stovek vzorku od 146
druh@i ptaki. Ve vysledcich bylo identifikovano nékolik desitek druhl ptakd jako nove
poznanych hostiteld mikrosporidii. Tyto mikrosporidie byly nasledné¢ podrobeny
genotypizaci. V diskusi se pak autorka dobfe a vystizné¢ zabyva zhodnocenim zoonotickych
genotypll mikrosporidii a posuzuje i spravnost vysledkd, které byly dosaZeny pouze
molekularni analyzou. Kladem prace je také dikaz o intermitentnim vyluCovani spor
mikrosporidii b&hem dtkladného vy3etfovani 9 jedinci andulky vinkované. Vsechny
vytyCené cile prace tak byly splnény.

Autorka se nevyhnula nékolika gramatickym, psanym ¢i terminologickym chybam, kterym se
nevyhne prakticky nikdo v podobnych pracich, a dovolim si na né upozornit:

str. 5 — pieklep - kazdém

str. 6 — misto citace Bart et el. ma byt Muller et al.

str. 7 — pieklep - analyza

str. 16 — opakovani jiz uvedené zkratky SSU-r DNA

str. 17/18 — pfehozeni tab. ¢. 4a 5

str. 31 — stiednik misto ¢arky

str. 38 — pteklep — vzdalenosti

str. 44 — pteklep — human pathogenic

Chtél bych také upozornit na spravné a jednotné pouzivani termint exotiti, volné Zijici a
v zajeti chovani ptéci.

V metodické kapitole mi chybi detailngjsi popis odbéru vzorki, zda autorka vzorky odebirala
sama & byly odebirany jednotlivymi chovateli. Zejména by mé zajimal zpisob odbéru
z vystavy Exota 2007 a zverimexd, jak bylo zajisténo, Ze nemohlo dojit k odbéru vzorku
jiného hostitele, napf. v disledku blizkosti kleci s ptéky rtiznych druha?

Také mi v metodikach chybi popis a uziti statistického testu, jehoZ vysledky a diskuse se
objevuji v piislugnych kapitolach. Protoze se statistickym metodam exaktné neveénuji, chtél
bych pozadat o detailn&j3i vysvétleni a interpretaci vysledki pouzitého testu.



Déle mi v metodice chybi piesnéjsi zduraznéni, pro které vzorky a pro¢ byla pouzita metoda
RFLP. Na zéklad¢ vysledki RFLP bych se pak chtél autorky zeptat, kterd ze vSech uZitych
metod se ji jevi jako nejlepsi pro diagnostiku mikrosporidii v trusu ptaka?

I pfes uvedené nejasnosti magisterské prace Denisy KasSickové tuto praci doporuduji
k obhajobé.

V Bmé 23.1. 2009 MVDr. Martin Kamler




Posudek na magisterskou diplomovou praci: ,Mikrosporidiové infekce exotickych
ptaka“ autorky Denisy KaSi¢kové

Predlozena diplomova prace se zabyva vyskytem mikrosporidii rodu Encephalitozoon
a Enterocytozoon u ptaki chovanych v zajeti. Prace je podle mne vyjime¢na velkym
mnozstvim zpracovanych vzorki (336) z riznych zdroji v Ceské republice a jedné zahrani¢ni
700, a také Sirokym spektrem hostitelskych ptakl z deviti fadd. Denisa Kasi¢kova se dale ve
své praci zabyvala genotypizaci né€kterych pozitivnich nalezl a sledovala také vylu¢ovani
spor deviti andulkami vinkovanymi po dobu 30 dnu.

Praci hodnotim jako velmi kvalitni — podrobny a peclivé zpracovany tivod, jasné cile
prace, velmi podrobna metodika, kvalitni a srozumitelné popsané vysledky a ¢tiva diskuze se
spoustou literarnich odkazl. Nasledujici uvedené nedostatky povazuji za minoritni nebo
formalni, jejich mnoZstvi neni velké.

Str. 7: je pouzit termin ,,ITS rRNA geny™ - ITS nejsou geny ale mezerniky

Str. 16: nejednotné uziti zkratky - SSU-rDNA x SSU rDNA

Str. 16: $patné uvedeni rychlosti beadbeateru — 6,5 otacek za minutu (rpm)

Str. 18: v seznamu pouZzitych chemikalii pro PCR je uvedeno BSA, pficemz v tabulce 6 ,,Reakéni smés pro
PCR* na nasledujici strané BSA chybi

Str. 19: molekularnicky sleng — ,,gel obarveny ethidium bromidem®, neni to pfesny vyraz, EtBr se pfidava do
gelu ne za G¢elem jeho obarveni, ale z diivodu jeho pozdé&jsi vazby na DNA, kterou je pak mozno vizualizovat
pod UV svétlem.

Str. 20: nadpis kapitoly 3.2.7. nemusel byt uveden v angli¢ting, existuje jiz zazity ¢esky ekvivalent
~Polymorfismus v délce restrikénich fragmenta*

Str. 21: ,,vzorky byly fixovany ve fixaénim roztoku Davitson®. Spravné;jsi by bylo napsat ,,vzorky byly fixovany
v Davidsonové fixa¢nim roztoku* (s d namisto t ve jméné Davidson). Nebo ,,vzorky byly fixovany ve fixa¢nim
roztoku dle Davidsona*

Otazky k metodice: Pro¢ bylo pouzito pro jednu PCR reakci zrovna 0,63 jednotky Taq
polymerazy? Zvykem byva pouzivat jednu jednotku pro objem 25ul. Byla PCR
v piedpokusech optimalizovana ve smyslu optimalizace nasedaci teploty primert, doby
nasedani primert, koncentrace hoi¢iku atd?

Zasadni metodicka potiz v oblasti diagnostiky druhti rodu Encephalitozoon je
v absenci specifickym primert pro E. hellem a E. cuniculi. Sama autorka je si tohoto
problému védoma a spravné na néj upozornila v diskuzi, i kdyZ pomérné stru¢né. Tento
nedostatek ma pravdépodobné za nasledek ovlivnéni vysledné hodnoty prevalence
jednotlivych druhti rodu Encephalitozoon. A proto uvedené hodnoty prevalence u E. hellem a
E. cuniculi nejsou zcela spravné. Nezkousela autorka navrhnou a otestovat diagnostické
primery na E. hellem a E. cuniculi?

To, ze se velmi Casto vyskytuji smiSené infekce E. hellem a E. cuniculi, jenom
potvrzuji vysledky pokusu, ve kterém bylo sledovéano vylucovani spor u deviti andulek
v prubéhu 30 dnli. Ani v jednom z 59 pozitivnich vzorki nemohla byt identifikovana smisena
infekce, pficemz sedm z deviti andulek vylucovalo jak spory E. hellem tak E. cuniculi. I tento
pokus je tedy ovlivnén metodickou chybou.

Tento metodicky nedostatek ale nepovazuji za vyznamny vzhledem k hodnoceni
magisterské prace, ale je to namét k zamysleni pfed tim neZ se za¢ne sepisovat manuskript
z této kvalitni prace. Publikace se zavedenym PCR testem na odliseni téchto dvou
mikrosporidii by méla velkou Sanci byt Casto citovana a byla by skvélym zakladem pro
budouci rigorézni praci.

Vysledky mohly byt doplnény o obrazky geli z RFLP. V diskuzi autorka zminuje
prave tuto metodu jako mozny zpuisob odhaleni smiSenych infekci riiznymi druhy rodu



Chtél bych zddraznit, Ze prace bezpochyby pfispéla k obohaceni velmi zajimavé a i
aktualni tématiky spojené s mikrosporidiovymi infekcemi ptaki. A pies vznesené pfipominky
praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji znamkou 1.

V Ceskych Budg&jovicich, 20. 1. 2008

RNDr. Ivan Fiala, PhD.



