Oponentsky posudek na magisterskou praci ,Detekce spirochét lymské
boreliézy v klinickych vzorcich metodami PCR a optimalizace podminek
kultivace borelii ze vzorki pacienti s pFiznaky lymské boreliézy“ pana Jifiho
Havrana.

PiedloZena prace s pon€kud krkolomnym a dlouhym nazvem je klasicky ¢lenéné na

Uvod,

Cile prace, Materidl a metodika, Vysledky, Diskuse a Zavér, které jsou

doplnény o seznam pouZité literatury. Prace je sepsana €esky na 34 stranach véetné
seznamu literatury. V Uvodu podéva diplomant uceleny piehled o cilovém organismu
— spirochétach rodu Borrelia, morfologii, klinickych pfiznacich infekce a metodach
detekce tohoto patogena. Prace je sepsdna pfehledn€ a snesitelnou Cestinou. Mam k ni
ale nékolik zasadnich pfipominek a otazek:

1))

2)

3)

4

S)
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7
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9

Prvni a naprosto zasadni pfipominka se tyka absence obrazka geld z PCR
diagnostiky klinickych vzorkt. V celé préci neni fotka jediného gelu, vysledky
jsou pak pfedstaveny pouze formou tii grafu bez vysvétlivek, které by u dvou
z nich byly dost zapotiebi. Absence obrazkd geli, tedy jediné dokumentace
provedené experimentalni prace, je témeéf neomluvitelna.

Prvni graf na stran€ 19 (grafy nejsou <¢islovany) ukazuje procentualni
uspésnost detekce patogena v klinickych vzorcich. Zajimalo by mné, co to
vlastn€¢ vtomto grafu znamena. Je to usp&Snost detekce v pozitivnich
vzorcich? V takovém pfipadé je velmi malad. Je to prevalence v klinickych
vzorcich? V tom piipadé je nazev grafu Spatn€. Pro¢ se lisi ,,usp&$nost“
detekce z krve a mozkomiS$niho moku? Znamena to snad, Ze je zde rtizna
prevalence nebo spolehlivost a citlivost metody zrazného klinického
materialu?

Druhy graf, jiZ oznaCeny jako Graf 2, ukazuje procentualni ,;rozdéleni® (asi
spi§ zastoupeni) jednotlivych druhl borelii v pozitivnich klinickych vzorcich.
Nechapu ale, pro¢ graf, ktery ukazuje zastoupeni jednotlivych druhG B.
burgdorferi s.l., obsahuje tézZ kategorii B. burgdorferi s.1.7?

V textu uvodu chybi fada citaci, informace jsou uvedeny bez zdroje, ze
kterého byly ziskany.

Kurzivou se piSou pouze nazvy rodt a druht, nikoliv pak &eledi, fada, ¢i
kment.

Na stran€ 5 chybi kurziva u ndzvu druhu.

RFLP je metoda postavena &isté na restrikci celkové, pfipadné genomové
DNA, ktera mliZe byt dopln€na naslednou hybridizaci se specifickou sondou u
komplexnéjsich vzorki. To, co popisuje diplomant je PCR-RFLP.

Naprosto mi unikd ucel in silico RFLP. Vyhoda RFLP spoc¢iva pfedev$im
v tom, Ze k charakterizaci a nasledné identifikaci izolatu neni tfeba znalost
jeho DNA. Pouzivat zpétné€ in silico RFLP k ur€eni fragmentl v jiZ zndmém
useku DNA, povaZuji za naprosto zbyte¢ny krok; kdyZ znam sekvenci, mohu
preci pouzit k identifikaci pfimo tuto sekvenci...

Co je to p66? Neni vysvétleno.

10) V piipadech, kdy existuji ¢eské ekvivalenty, doporuuji je pouZivat misto

anglicismi (jako napfiklad intergenic spacer region).

11)Nasledujici vétu nechapu: ,Lokalizace genu flagelin na megabazi linearniho

chromozdému je konzervativni v ramci rodu Borrelia.

12) Zaujal mne zptisob izolace PCR fragmentt z gelu. MiZete jej blize vysvétlit?
13) Virtudlni hybridizaci povaZuji za srovnatelné ,,piinosnou‘ jako in silico RFLP.



14) V préaci bych pfivital seznam zkratek.
Shrnuti

Prace je formaln& v pofadku, za nejvétsi nedostatek pak povazuji naprostou absenci
fotek gelti z diagnostické PCR. Také vzhledem k dal$im nedostatkiim, jako jsou
nepopsané grafy a absence citaci, pfedbézn€ hodnotim tuto praci jako ,,dobrou® a
doporucuji ji k obhajobé. Pokud mne diplomant pfi obhajobé pfesvéd¢i, jsem ochoten
klasifikaci prace zménit, tfeba i k lep$imu.
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Posudek na magisterskou diplomovou priaci Be. Jifiho Havrana ,,Detekce spirochét
lymské boreliézy v klinickych vzorcich metodami PCR a optimalizace podminek
kultivace borelii ze vzorka pacienti s priznaky lymské boreliozy*

Téma prace je aktualni a vyplyva z dlouhodobého zaméteni Laboratofe molekularni biologie
vektoru a patogend, jehoZ soucasti je moderni diagnostika borelii a identifikace novych druhd
téchto spirochét.

Préce ma klasické ¢lenéni na osmistrankovy Uvod, Cile, Material a metodiky, Vysledky,
Diskuzi a Zavér. Piehled pouzité literatury zahrnuje 55 citaci. Celkovy rozsah prace véetné
literatury je 34 stran.

Literarni avod zahrnuje informace o druhovém zastoupeni pavodci lymské borelidzy, velmi
stru¢né Udaje o ptenaSecich a hostitelich, v rdmci morfologie je struén€ zminéna i genetika
borelii. Nasleduji klinické projevy boreliézy a diagnostika, ktera se soustied’uje na kultivaci
spirochét a detekci pomoci PCR. Celkové je literarni uvod psan velmi usporné a postradam

v ném fadu uziteénych informaci. Na ptiklad podrobn€jsi popis diagnostickych metod,
porovnani jejich citlivosti, specifi¢nosti a vhodnosti pouZiti. V souvislosti s iivodem diplomové
prdce bych se chtél zeptat na ulohu jestérek jako rezervodrovych hostitelii Borrelia
burgdorferi sensu lato.

Cile prace jsou zna¢n€ ambicidzni a jejich hlavnim kladem je to, Ze ziejmé& nebyly
ptizpisobeny vysledkim prace, jak se to pfi sepisovéani diplomovych praci nékdy déla. Pokud
ovSem oponent hodnoti splnéni cill tak, jak jsou formulovany, musi dojit k nazoru, Ze nebyly
splnény beze zbytku. Literarni studie k problematice detekce spirochét by mohla byt
obsahle;jsi, z metod byla pouZita prakticky jen PCR a sekvenovéni, ostatni metody jen
virtudlng. Optimalizaci PCR metody jsem nezaznamenal, analyzu asociace specifickych
klinickych projevi s jednotlivymi druhy borelii také ne. Vypracovani optimalnich podminek
kultivace spirochét se omezilo na porovnani dvou medii (BSK-H a MKP), vzorky pochazely
z krve a mozkomi$niho moku (nikoli kiiZze nebo kloubni tekutina).

Material a metodika. Klinicky material je nedostate€n€ charakterizovén. Jednotlivé vzorky
nejsou vztaZzeny ke konkrétnimu pacientovi a tak nemize byt splnén jeden z cilti — asociace
prub&éhu onemocnéni s druhem borelie. V souvislosti s materidlem mam otazku: jak byla
odebirdna krev? Na jednom misté se mluvi o vySetieni séra (str. 12), jinde o plazmé (str. 17).
Vybér materialu pro laboratorni testy se mi jevi jako nejnest'astnéjsi aspekt celé prace. Pro
splnéni stanovenych cilti by bylo jisté vhodné&jsi sledovat pacienty, u kterych byla LB
prokazana serologicky i klinicky. Vybér pacient mohl ovlivnit i velmi pfekvapivé druhové
zastoupeni borelii ve vzorcich. Na druhé stran€ chapu, Ze tento fakt jist€ nemohl Jif{ Havran
ovlivnit a nelze ho za to kritizovat. Jednotlivé pouzité metody jsou popsany struéné, ale
vSechny dulezité udaje uvedeny jsou. V souvislosti s kultivaci borelii by mne zajimalo, kolik
krdli¢iho séra je v MKP mediu. Proc byla do BSK-H media inokulovdna celd krev a do media
MKRP jen krevni plasma? Nemohou byt borelie v krvi vazdny na burnky?



Vysledky. Z vysledti byl pro mne kromé vysoké zachytnosti boreliové DNA v klinickych
vzorcich nejptekvapivejsi graf 2 ukazujici procentudlni rozdé€leni jednotlivych druhii borelii
v pozitivnich vzorcich. Z vysledku totiz vyplyva, Ze 70% piedstavovala B. burgdorferi s.s.,
5% B. garinii a B. afzelii nebyla nalezena ani u jednoho ze 64 pozitivnich pacientd. Toto
zjisténi je v ptikrém rozporu s publikovanymi vysledky zastoupeni jednotlivych druhi borelii
v klist'atech i v lidskych vzorcich. Na ptiklad Derdakova et al. Appl. Environ. Microbiol.
2003: V klistatech — 56% B. afzelii, 18% B. garinii, 8% B. burgdorferii s.s. Floris et al. New
Microbiol. 2007: V vzorcich z pacienti — B. afzelii 8x, B. garinii 6x, B. burgdorferi s.s. 1x.
Santino et al. Int. J. Immunopathol. Pharmakol. 2009: Vzorky pacientské krve — vyskyt
genospecies v potadi. B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana. TakZe moje otazka zni: Cim si to Ize
vysvetlit?

Za zdGraznéni (pochvalné) jisté stoji nalezeni nového amerického druhu B. carolinensis u
jednoho pacienta a B. americana u tii pacientil.

Pokusy o kultivaci borelii z odebranych vzorkid krve nebo mozkomisniho moku byly ve
vétsin€ piipadh neuspésné. Ze Sesti vzorki inokulovanych do media MKP se u dvou podaftilo
vykultivovat borelie. Oba vzorky byly z mozkomi$nitho moku. Jaky byl puvod ostatnich
vzorku vySetfovanych v mediu MKP? Proc bylo v mediu MKP vysetieno 10x méné vzorku neZ
v BSK-H? Tato skute¢nost zté¢Zuje porovnani obou medii z hlediska citlivosti izolace borelii.

Diskuse je relativné obsahla a zasv€cena. Zduraziiuje dulezitost dobrého vybéru primerd, coz
nesporné ovliviiyje citlivost reakce. Ta je dale ovlivnéna ptivodem vzorki (nejcitlivejsi je
detekce v bioptickém materialu). V dalsi ¢asti diskuse se Jifi Havran zabyva geografickym
rozsifenim jednotlivych druht borelii i genetickou diverzitou v rdmci druhu. Zjisténi vyskytu
B. carolinensis v Evropé je podpofeno nalezem této borelie v klist'atech ve Francii. Zajimavy
je téz nalez DNA B. bissettii u 10 pacientl, coZ zifejmé& potvrzuje patogenitu této borelie pro
¢loveka.

Zavér: Diplomova prace je pfehlednd, pséna p€knym jazykem prakticky bez pieklepu.
Nekteré kapitoly jsou vSak psany azZ ptili$ Gsporné, takze chybi n€které dilezité informace. Na
jedné strané bylo dosaZeno velmi zajimavych vysledki (identifikace ,,americkych® borelii

v Evrop€), na druhé stran€ nebyly spln€ny nekteré z velmi naro¢nych cilli, které byly studentu
zadany. Pfesto si myslim, Ze Jiti Havran dokazal své schopnosti prostudovat a zpracovat
dostupnou literaturu, zvladnout metody detekce borelii (boreliové DNA) v klinickém
materialu, identifikaci borelii bioinformatickymi metodami na zaklad€ sekvence vybranych
gend, zpracovani vysledki a jejich zhodnoceni v kritické diskusi. Proto préaci doporucuji

k obhajobg.

V Ceskych Budg&jovicich 18.1 2011

Doc. RND?. Jan Kopecky, CSc.



