Oponentsky posudek na magisterskou praci Michaely Kotkové
Pribéh mikrosporidiézy zpisobené Encephalitozoon cuniculi u imunokompetentnich a
imunodeficientnich mysi

Michaela Kotkova ve své magisterské praci zaznamenala priibéh mikrosporidiézy u BALB/c a
SCID my#i. Sledovala pribéh infekce po 1é¢bé albendazolem. U BALB/c mysi se také snaZila
vyvolat imunosupresy a poté sledovat §ifeni parazita do jednotlivych organi. Provedla také
reinfekci BALB/c mys$i po 1é¢bé albendazolem.

Navrzené schéma experimenttl je velmi promyslené a snazi se ziskat komplexni informace o
pribéhu Sifeni mikrosporidie v organech laboratornich mysi. Z prace vzesly zajimavé vysledky,
které nebude problém publikovat v kvalitnim Casopise.

K praci mém jen nékolik pfipominek a dotazii:

1) Na stran€ 7 se uvadi, Ze je-li makrofag infikovan aktivné mikrosporidii ztaci své fagocytické
schopnosti. Je znamo pro¢ makrofag tuto funkci ztaci?

2) Tabulka 1 je zminé€na v textu na stran¢ 7, ale objevila se aZ na strané 10.
3) Na strané 10 je pouzit termin “Clenové rodu Encephalitozoon” - b&zn&jsi je termin zastupci rodu.

4) Podle ¢eho bylo stanoveno mnoZstvi davky albendazolu a smésy imunosupresiv podavaného
SCID a BALB/c myS$im?

5) Na stran€ 18 je zfejm€ uvedend nespravna hodnota otaéek beadbeateru - 5,5 rpm.

6) U primeri by mél byt uveden literarni zdroj, nebo byly primery poprvé pouzZity v této praci?
Byly hodnoty pro amplifikaci stejné u primarni a sekundérni PCR? Pozn.: Ne tplné standardni je
vyrazn€ odliSna délka primert, jak je tomu u sekundarni PCR, z éehoZ plyne i odli$na teplota
nasedani primerd. Navic 15 bazovy MSPIR primer ma délku a sloZeni odpovidajici teploté tani v
rozmezi 46 az 50°C - v protokolu je uvedena nasedaci teplota 58°C. Na druhou stranu dileZité je,
ze PCR v praxi fungovala.

7) Neni uvedeno, ktery gen a jak velky usek DNA byl amplifikovan za u¢elem identifikace
pfitomnosti mikrosporidii ve vzorku.

8) Metodika je celkové vypracovéna velmi podrobné - na nékterych mistech aZ p¥ipis, napt.
vyjmenovani nicnefikajicich zkratek pufri obsazenych v komerénim kitu pro izolaci DNA je
asmévné (str. 21). KdyZ jsme u zkratek, nebylo by na $kodu v préci zafadit oddil seznam zkratek s
jejich vysvétlenim, napf. co je chemikalie RPMI?

9) Vysledky v 8 tabulkéch a tfech grafem s podrobnym komentafem v textu pfehledn& informuji
Ctenare o hlavnich vysledcich prace. K vysledkiim nemam Z4dné vyhrady.

10) Prvni strana diskuze je spiSe opakovanim tvodu, nicméné zbyla ast spliiuje svou podstatu a
propojuje vlastni vysledky s publikovanymi daty.



Uvedené pfipominky k praci povazuji za drobnosti, prace je vysoce kvalitni a viele ji doporucuji k
obhajobé. Magisterskou praci Michaely Kotkové hodnotim znamkou vyborné.

.
(,..-—-—-—4: s~
7L7 ,

\Y C‘esk)'/ch Budégjovicich, 23. 5. 2011 RNDr. Ivan Fiala, PhD



/2

Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Michaely Kotkové na téma:

Prabéh mikrosporidiézy zpisobené Encephalitozoon cuniculi

u imunokompetentnich a imunodeficientnich mysi

ZvySeny zajem o studium mikrosporidii se objevuje sou€asné se vzrlstajicim
vyskytem lidského onemocnéni syndromem ziskané imunodeficience. Do té doby byly
mikrospridie znamy jen jako bé&zZni paraziti zvifat a hmyzu, ktefi se u lidi vyskytuji spise
sporadicky. Av$ak s érou onemocnéni AIDS se postaveni mikrosporidii zasadné zménilo.
Tyto organismy jsou znamy jako puvodci oportunnich infekci u imunodeficientnich jedincl
a zejména pak u pacientu trpicich AIDS. Informace ziskané z pfirozené i experimentalni
infekce laboratornich zvifat poskytuji zaklad pro porozuméni vztahu hostitel — parazit pfi
mikrosporidiovém onemocnéni ¢lovéka.

Diplomantka ve své magisterské praci srovnava prabéh mikrosporidiézy u
imunokompetentnich a imunodeficientnich mysich hostitell. K infekci si vybrala
mikrosporidii Encephalitozoon cuniculi. \Vzhledem k tomu, Ze se jedna o prvni savéi
mikrosporidii, ktera byla Uspésné kultivovana v in vitro kulturach, je tato mikrosporidie
obliberiym modelovym organismem pfi studiu mikrosporidiové infekce. Mnoho z toho, co je
o patogenezi mikrosporidiové infekce znamo, je zalozeno na experimentalni infekci
laboratornich zvirat pravé druhem Encephalitozoon cuniculi.

PredloZena prace rozsahu 55 stran je psana srozumitelnym jazykem s minimem
chyb a preklept (str. 44 i. 4 mikkrosporidie, dale bych sjednotila oznaceni pro infekci
mikrosporidiemi na mikrosporidiovou ¢&i mikrosporidialni, rozhodné& ne mikrosporidiézovou
jak je tomu na str. 1 f. 19, formulace.....Existuje dikaz, Ze také existuje..... na str. 9 by se
také jisté dala obejit lepSim opisem, na str. 17 Smés imunosupresiv......byla podavana).
Prace je klasicky &len&na do jednotlivych kapitol. Chybi mi zde v8ak seznam zkratek, které
jsou ve vétsiné pfipadu v textu vysvétlené, ale neni tomu tak u kazdé zkratky napf. str. 16
Pal BC AVCR nebo na téZe stran& SCID mysi.

Uvod je tvofen 14 strankami, na kterych se ¢tenar seznamuje s tématem diplomove
prace. Teoreticky pfehled pomé&mé podrobné& zpracovava taxonomii, biologii vcetné
morfologie a Zivotniho cyklu mikrosporidii, samostatna kapitola je vé&novana v praci
pouzitému druhu E. cuniculi. V &asti Zdroje lidské nakazy str. 7 je uvedena tabulka |, ktera



je vSak trochu nelogicky umisténa az na str. 10. Uvod je zakonéen informacemi o
pouzitych imunosupresivech.

Cile prace jsou stanoveny jasné a jednoznaéné.

Z kapitoly Material a metody je zifejmé, Ze autorka zvliadla Sirokou Skalu
laboratornich technik od prace s laboratornimi zvifaty, manipulace a kultivace
mikrosporidii az po histologické metody a ¢&isté molekularni metody izolace a detekce
DNA.

Z vysledkové Casti této prace je patrné, ze mikrosporidie E. cuniculi jsou schopné
prezZivat v organech imunokompetentniho mysiho hostitele v dostate¢ném mnozZstvi, takze
po imunosupresi hostitele jsou mikrosporidie schopny infikovat dal$i organy, coz by pfi
radikalnim sniZzeni imunity mohlo vést k rozvoji zavazné mikrosporididzy u takto
imuriodeficientniho hostitele. U&inek pouzité Ié&by byl jen do&asny.

V diskuzi jsou kriticky zhodnoceny dosazené vysledky v konfrontaci s literaturou.

Méla bych na autorku nékolik dotaz(:

v Zajimalo by mé, jakou jste pouzila metodu pro mikroskopicky dilkaz DNA (str. 25,
Gramovo modifikované barveni (Obr. 1), které je zde uvedeno, to jisté nebylo).

v Myslite si, Zze infek&ni davka hraje zasadni roli pri infekci jak imunokompetentniho,
tak imunodeficientniho hostitele? A je pro mikrosporidiézu vibec definovana néjaka
minimalni infekéni davka?

v Ani na jednom z grafli ve vysledkové &asti jsem neobjevila zakladni statistické
udaje. Proc¢?

v Jak byste oznacila ucinek albendazolu? Jaky je polo¢as rozpadu léku a koreluje s
vymizenim U€inku na mikrosporidie?

v Proé jste zvolila pravé Vami pouzita imunosupresiva? Jaka jina by byla vhodna po
zku$enostech z tohoto experimentu?

Autorka sepsanim této prace dokazala, ze je schopna samostatné pracovat s
védeckou literaturou, pianovat a provést experimenty a vyhodnotit ziskané vysledky.
PredloZenou magisterskou praci Bc. Michaely Kotkové povazuji po strance formaini a
obsahové za spis, ktery splfiuje standardni poZadavky kladené na diplomové prace na
Prirodovédecké fakulté Jinodeské univerzity v Ceskych Budéjovicich. Praci doporuduji k

obhajobé a po jejim Gspésném absolvovani ji hodnotim stupném vybornym.
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