Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Venduly Vetiskové

»Porovnani metod detekce patogenu Borrelia burgdorferi s. 1. a viru klist'ové
encefalitidy v kliStéti Ixodes ricinus“

Vendula Vetiskova piedlozila diplomovou praci fesici problematiku detekce dvou
v evropském kontextu nejvyznamnéjSich klistaty ptrenaSenych patogent, konkrétné viru
klistové encefalitidy a spirochety Borrelia burgdorferi. Hned na uvod musim konstatovat, ze
zvolené téma povazuji za zasadni a velmi ptinosné, a ze je skoro Skoda, Ze podobnd studie
nebyla provedena diive.

Po formalni strance ma predkladana prace o rozsahu 91(!) stran vSechny naleZitosti
diplomové prace. Cile prace jsou formulovany jasné, literarni reSerSe dané problematiky
zahrnuje celkem 25 stran vcelku srozumitelného textu, pojednavajiciho nejen o klistatech a
jimi pfendSenych patogenech, ale i zevrubné popisujici nejriznéj§i postupy pii extrakci
nukleovych kyselin a PCR detekci. Nasleduje peclivé zpracovand metodika, obsahla
vysledkova ¢ést a devitistrankova diskuze zakon¢ena shrnutim. Préaci uzavira seznam pouzité
literatury, ¢itajici uctyhodnych 191 puvodnich pramenti a nékolik odkazii na manudly
k pouzitym kitim.

Celkovy dojem z piedlozené prace pon€kud kazi zbytecné stylistické a gramatické
chyby a preklepy, mj. chybé&jici interpunkce, zdména malych a velkych pismen, nejednotné
formatovani, Spatné sklonovani a dal$i zfejmé pozustatky ,,pfekopavani odstavci na posledni
chvili. UZ nazev prace obsahujici dvoje zavorky neptisobi opticky dobte. Nékteré formulace,
napf. v kapitole 3.1 ,Klist¢, vektor ptenosu klinicky vyznamnych patogent®, nezni piilis
Cesky. Obrazky 9 a 10 jsou zcela totozné, fotografie geli nejsou dobré kvality, na n€kterych
neni ostry ani marker. Doporucovala bych také zapracovat na vzhledu tabulek (nejednotny
styl a velikost pisma, jedna tabulka rozdé€lena na dvé stranky).

Na autorku mam nasledujici dotazy a faktické pfipominky:

1) Virus Langat uvadite ve vyétu medicinsky vyznamnych vird. V ¢em spociva vyznam viru
Langat pro humanni medicinu?

2) V kap. 3.3 uvadite celkovy odhad pfipadii onemocnéni Lymeskou boreliézou na 255 tisic
rocné. Existuji néjakd data o tom, jaky podil ztohoto pocétu piedstavuje neuroborelidza,
boreliova artritida, kozni manifestace ¢i jiné projevy LB?

3) Kap. 4.2.: Pro¢ byl homogenat pfipravovan z klist'at z ptirodnich sbéri? UvazZovala autorka
moznost kontaminace? Byl homogenat pfedem vySetfen na ptitomnost VKE a borelii?

4) Kap. 4.4.: Jak byla stanovena koncentrace borelii v zasobnim vzorku (108/ml)?

5) Z obr. 9/10 vyplyva, ze ucinnost q-PCR reakce byla pouze 88 %. Jak mlize byt ucinnost
zvySena?

6) Cim si autorka vysvétluje obecn& vy3si citlivost real-time PCR oproti konvenéni PCR?

7) Pro€ nebyla klist'ata na arteficialni infekci boreliemi krmena z kapilary, ale inokulovana do
analniho otvoru?




8) Kap. 6.6.: Domnivam se, ze vramci piedchdzeni kontaminacim je tfeba zejména
prostoroveé oddélit pfipravu PCR reakci od veskeré manipulace s PCR produkty, tj. od cyclert
a elektroforetickych van.

Pfes uvedené pfipominky povazuji ptredlozenou magisterskou praci Venduly
Vetiskové za kvalitni, zejména diky Sirokému metodickému zab&ru a schopnosti autorky
dobfe a snadhledem diskutovat ziskané vysledky. Prace plné vyhovuje poZadavkim
Ptirodovédecké fakulty JU a doporuduji ji k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich 12. ledna 2012
lorrg ot

RNDr. Helena Langhansova, Ph.D.
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POSUDOK NA DIPLOMOVU PRACU

Be. Venduly Vetiskovej: Porovnani metod detekce patogenu (Borrelia

burgdorferi s.l. a viru klist'ové encefalitidy) v kliStéti (Ixodes ricinus)

Predlozena diplomova praca napisana v ¢eskom jazyku ma 91 stran a je ¢lenena do 7
kapitol: ivod, ciele prace, literarny prehl'ad, material a metody, vysledky, diskusia a
zavere¢né zhrnutie. V literarnom prehl'ade, pri popise metodickych postupov, ako aj

v diskusii vyuzila autorka tctihodny pocet literarnych prametiov — takmer 200. Musim
zdoraznit, Ze vSetky citované prace uzko stvisia s témou diplomovej prace, z ¢oho

vyplyva, Ze sa autorka v danej problematike dobre orientuje.

AKTUALNOST ZVOLENEJ TEMY: Diplomova praca riesi vel'mi aktualnu problematiku
tykajicu sa metod detekcie dvoch vyznamnych kliestami prenasanych patogénov: Borrelia
burgdorferi s.l. a virusu kliestovej encefalitidy. V sucasnosti je dostupnych mnoho
metodickych postupov ako aj komerénych kitov, preto je niekedy tazké zvolit’ ten
najvhodne;jsi. Pozitivne hodnotim fakt, Ze autorka do svojej prace vybrala metodiky ¢asto
pouzivané v diagnostickych laboratdriach, takze vysledky tejto prace iste vyznamnou

mierou prispeju k odstraneniu mnohych metodickych problémov a chyb.

POUZITE METODY SPRACOVANIA st vel'mi prehl'adne rozpisané vo viacerych podkapitolach.
Autorka popisuje jednotlivé metody extrakcie nukleovych kyselin borélii a virusu.
Ocetiujem, Ze sa autorka zamerala aj na otestovanie kombinacie r6znych extrakénych
metod. Pri samotnej detekcii vybranych patogénov popisuje dnes vel'mi vyuZivanu Real-
time PCR, ako aj klasicki PCR metodu. Na detekciu jednotlivych genospecies borélii
autorka zvolila metodu DNA-DNA hybridizacie — reverse line blot (RLB).

DOSIAHNUTE VYSLEDKY A VYHODNOTENIE NOVYCH POZNATKOV: Predkladanu pracu
povazujem za vel'mi cennd, ziskané vysledky su vhodnym zakladom pre vyber spravnych
metodickych postupov na detekciu patogénov. V mnozZstve publikovanych metodik

a dostupnych komerénych kitov (izolaénych/purifikaénych/PCR) je ¢asto problematické
zvolit’ optimalnu metodiku, ¢o prinaSa potom problémy aj pri samotnej diagnostike a

interpretacii ziskanych vysledkov. Z pouzitych extrakénych kitov vyhodnotila autorka ako




najcitlivejsi RVAGEM™ Tissue (ZyGEM). V stvislosti s tymto kitom st v predloZenej
diplomovej praci uvedené vel'mi zaujimavé vysledky. Napriek tomu, Ze je tento kit ureny
najmaé na izolaciu RNA, potvrdila autorka vhodnost’ tohoto kitu aj na simultannu izolaciu
RNA a DNA.

Autorka d’alej v praci popisuje viaceré faktory ovplyviujtce citlivost’ detekcie patogénov,
z ktorych st zdvazné najma rozdielne vysledky ziskané pri PCR reakciach prebiehajucich

v rozdielnych PCR termocykléroch, vyber optimalneho po¢tu amplifika¢nich cyklov, ako aj

vizualizacia PCR produktov v géli.

Celkova kvalita formélneho spracovania diplomovej prace je na vysokej Grovni. Preklepy
sa v praci vyskytuju iba ojedinele, literarne zdroje sa citované jednotne. V zozname
literatury vSak chybaji niektoré prace citované v texte, ¢o sa viak pri takom velkom

mnozZstve citovanych prac stava a nepovaZujem to za vel’ka chybu.

K préaci mam niekolko pripomienok a otazok:

1. Strana 2, kapitola 3 Literarni piehled: Pri systematickom za¢leneni kliestov mi chyba

citacia prace, z ktorej autorka Cerpala.

2. V celej praci mi chybaju k latinskym nazvom kliest'ov autori a roky pomenovania

druhov (napr. I scapularis Say, 1821).

3. Str. 14, kapitola 3.3.4 Pienos spirochéty Borrelia burgdorferi: V stvislosti
s asociaciou genospecies borélii cituje autorka k tzv. hlodavéim genospecies aj pracu
Poupon et al. 2006, ktora je zamerana na vtacie genospecies borélii. K plchom ako
rezervoarom B. spielmanii chyba citacia (Richter et al. 2004). K asociacii Borrelia

lusitaniae s jaStericami mohla autorka citovat’ napr. pracu Majlathovej a kol. z roku
2006.

4. Na strane 26 (kapitola 3.5.4 Detekce patogent v klistatech) popisuje autorka
pritomnost’ infikovanych kliestov v mestach (parkoch). Ma autorka prehl'ad o
stucasnom vyskyte kliest'ov v urbannych oblastiach? Predstavuju klieste v tychto

oblastiach v suvislosti s klieSt'ami prenaSanymi patogénmi realnu hrozbu pre I'udi?

5. Strana 29, kapitola 4.5.2 Extrakce pomoci hydroxidu amonného: MéZe autorka
vysvetlit, preco je potrebné po 15 minatovej inkubacii vzorky ochladit’ na izbova

teplotu? Je tento krok potrebny k uspesnej izolacii?




6. Str. 40, kapitola 4.7 Reverse line blotting (RLB): Autorka v tejto kapitole uvadza, ze
na testovanie citlivosti tejto metody pouzila B. burgdorferi sensu stricto, kmen B31.

Za akym uc¢elom boli na membranu nanesené aj sondy d’alSich genospecies (Tab. 6)?

7. 'V texte chybaju odovolavky na niektoré obrazky (Obr. 9 a 10), niektoré tabul’ky su

v texte oznacené nespravnymi ¢islami (napr. na str. 52 ma byt namiesto Tab 6
uvedena Tab 8).

8. Str. 64, kapitola 5.3 Dalsi faktory ovlivigjici citlivost detekce patogenti ve vzorku:
Pre€o povazuje autorka za problém dimery primerov vznikajuce po¢as PCR reakcie?

Ovplyviiuje ich pritomnost’ vysledok PCR reakcie?

CELKOVE ZHODNOTENIE: PredloZena dizertaéna praca dokazuje schopnost’ autorky
samostatne a na vybornej urovni riesit’ problematiku dolezitu ako z teoretického, tak aj
praktického hl'adiska veterinarnej a humannej parazitologie. Vysledky prace su originalne a

praca je vyborna aj po formalnej stranke.

Zaverom konStatujem, Ze Bc. Vendula Vetiskova splnila vSetky stanovené ciele prace a
predlozila diplomovu pracu vysokych odbornych kvalit, preto ju odpori¢am prijat’ k obhajobe

a hodnotim ju znamkou: 1.

V Bratislave, diia 16. 1. 2012

Mgr. Veronika Taragel'ova, PhD.

Ustav zooldgie SAV, Dibravska cesta 9, 845 06 Bratislava




