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Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Lucie Solcové:

Analyza invazivni schopnosti a infekéniho potencidlu nové popsanych druhti borelie z komplexu
Borrelia burgdorferi sensu lato, B. americana a B.carolinensis na laboratornim modelu
infikovanych savcu.

Diplomovd prace se zabyva problematikou vztahll patogen-vektor-hostitel .u dvou nové
definovanych druhl spirochét komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato v modelovém systému
dvou druh( klistat a laboratorni mysi coby hostitele. Zatimco klistata rodu Ixodes jsou obecné
povazovana za kompetentni vektory spirochét Lymeské borelidzy (LB), vektorova kompetence u
klistat rodu Amblyomma je stale otazkou. V praci byla navic pouZita kombinace ,evropského”
zastupce klistéte rodu Ixodes (I. ricinus) a prevainé v USA se vyskytujicich druhl borelii. Cilem
prace je zjistit, zda jsou vybrané druhy klistat schopné prenosu spirochét B. americana a B.
carolinensis. Vzhledem k mnozicim se prikaztm téchto spirochét ve stale SirSim spektru vektorl a
v novych geografickych oblastech (véetné Evropy) je tato problematika vysoce aktualni.

Téma je zpracovano na celkem 43 stranach, z ¢ehoZ 10 tvofi literarni reSerSe, 9 material a metody,
6 vysledky a 5 diskuze. Prace ma po formalni strance uspokojivou uroven (az na chybéjici odkazy na
obrazky v textu reSerSe) a je psana v podstaté dobre srozumitelnou cesStinou. Jen na nékterych
mistech dokonalé srozumitelnosti brani tvorba sloZitych souvéti, ve kterych se. pak objevuji i
nespravné vazby. V nékterych pripadech autorka nevolila zcela adekvatni odborné terminy,
ojedinéle sklouzava i k pouZiti citové zabarvenych vyrazl. Preklepu (v€etné anotace v anglictiné) by
také mohlo byt méné, obzvlasté kdyZ je vétSina z nich snadno odhalitelnd zapnutim kontroly
pravopisu.

Uvod

Literarni reSerSe shrnuje zékladni poznatky o spirochétach LB, jejich biologii, interakci s vektory a
hostiteli. AZ na drobné vyjimky (Bartinék 2013 na str. 6) autorka cituje adekvatni zdroje uvedené
v rozsahlém seznamu literatury. Do vétsiho detailu je rozpracovadna cast popisujici imunitni
odpovéd' hostitele na infekci boreliemi i rGzné strategie, kterymi se naopak spirochéty pred
imunitni reakci hostitele brani. Vzhledem k tématu bych ocekaval vétsi diiraz na faktory ovliviujici
kompetenci vektorl k pfenosu. Autorce by se jisté snaze psala i diskuze. '
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Material a metody

Kapitola material a metody je zpracovana prehledné, ackoli nékteré podstatné udaje se mi
nepodarilo dohledat. Napfr.: Kolik klistat bylo nasazeno na my3? V jakém &asovém intervalu po
infekci? Jaké uUseky a jaké vzorky byly ovérovany sekvenaci? Metodicky prace zahrnuje metody
molekularné biologické detekce borelii, klonovani, sekvenovani, praci slaboratornimi zviraty a
klistaty.

Vysledky

RovnéZ kapitola vysledky je logicky clenéna, jednotlivé vysledky prehledné prezentovany, jen
kvalita fotografii gelG kolisa, misty je na hranici Unosnosti (obr. 6, obr. 7 kfivy). Ziskané vysledky
jsou bezesporu zajimavé, zejména pak rozdily mezi obéma testovanymi druhy borelii a naznak
ovlivnéni pribéhu infekce hostitele druhem vektora, ktery infekci prenesl. V kapitole postradam
prezentaci vysledkl k ovéreni identity pouzitych kmen( borelii (alespor uvedeni procenta identity
ziskanych sekvenci porovnanim s databazi).

Diskuze

Diskuze je pomérné rozsahla a autorka si vybira relevantni informace ke konfrontovani s vlastnimi
vysledky. Z ¢asti ale dochazi pouze k jejich odcitovani a navaznost na vlastni vysledky zlstava
nejasna. Zminuje napfiklad, Ze zatim nejpravdépodobnéjsim rezervodrem B. americana jsou ptaci,
tento fakt vSak pfimo nedava do souvislosti tim, Ze v mySim modelu byla pfitomnost DNA této
spirochéty detekovana prakticky pouze v krvi. Diskuze nicméné byva obecné problematickou &asti,
v kontextu jinych diplomovych praci bych ji povazoval za dostacujici.

Autorku bych rad pozadal o zodpovézeni nasledujicich otazek:

1. Jakym zplsobem byste prokazala, Ze urcity druh ¢lenovce muze byt vektorem urcitého
patogenu? Jak se v této souvislosti divate na moznost pfenosu spirochét LB jinymi ¢lenovci
nez klistaty (str. 5)?

2. Nastr. 17 je uvedeno ,Pro zvySeni citlivosti reakce a zaroven pro snizovani inhibice PCR
reakce cizorodou DNA (DNA mysi) byla pouZita tzv. nested PCR“. Jak nested PCR sniZi
inhibici PCR? Napadl by Vas postup, kterym ovérit zda dochazi k inhibici PCR?

3. Pro ovéreni pfitomnosti vybranych plazmidd v kultivovanych kmenech borelii byla vyuZita
PCR (str. 21). Skutec¢né vysledek prokazuje pfitomnost/nepritomnost plazmidu? Jakou jinou
metodu by bylo mozné pouzit? Proc¢ se autorka domniva, Ze plazmid Ip28-1 je pfitomen,
ackoli gen VIsE se amplifikovat nepodafilo?
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4. Jak byla specifikovana velikost biopsie z ucha mysi? Neni mozné, Ze v prvnich tydnech byl
odebiran mensi vzorek nez v poslednim, kdy byl pokus ukoncen (str. 22)?

5. Jak si vysvétlujete, Ze po injekéni infekci mysi byla ve vzorcich z usi prokazana pritomnost
DNA obou druht borelii, zatimco po infekci kliStétem byla B. americana detekovana ve
vzorku ucha jen u jedné ze 4 mysi? Co mohlo zpUsobit rozdily u B. americana po infekci
raznymi vektory? (str. 25, Tab. 18)

6. Na str. 26 je uvedeno ,Detekce pfitomnosti persistentnich forem spirochét v hostiteli
vyZaduje PCR s primery odliSnymi od téch, které jsme pouzivali v nasi prdci.” Jaky je pro to
divod?

7. Vase vysledky naznacuji, Ze oba druhy borelii nemaiji pfilis velkou specifitu pro druh
vektora. Je znamo, zda je jejich geografické rozsifeni omezené na néjakou oblast? Pokud
ano, co toho muze byt pfi¢inou?

Zavérem konstatuji, Ze se jedna koncepcné sice o pomérné jednoduchou studii, ktera byla ovsem
Cisté provedena a poskytla jednoznacné vysledky jako zaklad pro dalsi studium vektor-patogen-
hostitelskych interakci u popsanych genospecies borelii. Velmi pozitivné hodnotim komplexni
provedeni prenosového experimentu od arteficialné infikované mysi, pres pfirozenou infekci
klistat, transstadialni pfenos az po dokumentaci infekce dalSiho hostitele véetné ovéreni identity
prenasenych kmenl borelii sekvenovanim. Tento typ experimentld skryvd nemnoha uskali a
studentka se s nimi podle vysledk( prace vyrovnala Uspésné a splnila tedy cile prace v pfisludné
kapitole definované. Diplomovou préci Lucie Solcové mohu s klidnym svédomim doporuéit k
obhajobé. BohuZel nebudu moci byt obhajobé pfitomen. Nyni, bez dojmu z prezentace prace a
zejména reakci studentky na otazky, bych navrhoval praci hodnotit stupném ,,velmi dobre”.

V Ceskych Budéjovicich, 11.1.2017
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Mgr. Vaclav Honig, PhD.
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Oponentsky posudok na diplomovi priacu Be. Lucie Solcovej
» Analyza invazivni schopnosti a infek¢éniho potencialu nové popsanych druhi borelie z
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, B. americana a B.carolinensis na laboratornim
modelu infikovanych savea*

Kliestami prenasané spirochéty komplexu Borrelia burgdorferi s.l. maji v celosvetovom
meradle velky medicinsky vyznam a predstavuju véazne riziko pre zdravie ludi. Borélie
v prirodnych ohniskéach cirkuluji medzi stavovcami a klie§t'ami, pricom sa klieste rodu Ixodes
povazuju za ich hlavnych prenasacov. V poslednych rokoch pocet opisanych genetickych
druhov patriacich do komplexu B. burgdorferi s.l. narastol, ale u viacerych druhov chybaju
poznatky o ich patogenite a ekoepidemiologii. Predpoklada, ze okrem kliestov rodu Ixodes
mozu byt zapojené do cirkulacie borélii v prirode a prenosu nakazy na P'udi aj iné druhy
kliestov. Takymto druhom je v USA druh Amblyomma americanum. Vzhladom na uvedené
skuto¢nosti je téma diplomovej prace velmi aktudlna a vyznamna.

PredloZena diplomova praca ma spolu 43 stran vratane 18 tabuliek a 7 obrazkov
vloZenych do textu. Praca je &lenena logicky na uvod, ciele, materidl a metddy, vysledky,
diskusiu, zaver a zoznam pouzitej literatary.

V uvode autorka podava struény prehlad o boréliach komplexu B. burgdorferi s.l., ich
ekologii a medicinskom vyzname. Podrobnej$ie opisuje novo opisané druhy B. americana a
B. carolinensis. Kapitola Materidl a metdédy zahfiia pouZity material, metodiky kultivéacie
borélii aich detekcie v biologickom materiali, laboratorny zvieraci model a schému
experimentov. V kapitole Vysledky su v textovej €asti, tabulkach a obrazkoch spracované
dosiahnuté vysledky kultivaénych experimentov, dokaz pritomnosti plazmidov ktoré nesu
gény zodpovedné za infek¢énost’ borélii a dokaz nakazy laboratornych mysi akliestov
sledovanymi druhmi borélii, ako aj transstadialneho prenosu borélii v kliestoch a nakazy mysi
boréliami po cicani infikovanych kliestov. V diskusii autorka stru¢ne diskutuje svoje
vysledky s vysledkami inych autorov av zavere prace poukazuje na dolezité zistenie, Ze
klieSt A. americanum, ktory bol donedavna povaZovany za nekompetentného prenasaca
borélii, je schopny nakazit' sa boréliami a tieto preniest’ trans$tadialne a nakazit’ laboratorne
mys3i. Praca je podlozena 138 citaciami literatury.

Vyznam vysledkov dosiahnutych v ramci rie$enia diplomovej prace L. Solcovej je velky
a praca obsahuje prioritné udaje, ktoré mozu slazit’ ako zaklad pre d’alSie Studie v oblasti
ekoepidemioldgie lymskej borelidzy. Preto s Patost'ou konstatujem, Ze diplomantka napisaniu
prace a najmé jej zavere¢nej kontrole pravdepodobne uz nestihla venovat dostatoény ¢as a
pozornost’, ¢o sa odrazilo vo vyskyte preklepov, chyb a nepresnosti v $tylizacii v texte ako aj
nepresnosti v zozname literatury. Podla mdjho nézoru sa tymto chybam dalo predist
doslednou kontrolou napisaného textu.

7. nepresnosti ktoré sa v praci vyskytuji spomeniem v d’alSom iba niektoré, ktoré by bolo
nevyhnutné zohladnit’ pri publikovani vysledkov.




Uvod, str. 1, podkapitola 1.1., v prvej vete je potrebné opravit Borrelia burgdorfery na
Borrelia burgdorferi

Str. 1, 7. veta zdola, B. bisseettii je potrebné opravit’ na B. bissettii.

Str. 3, Tabulka 1. Zahlavie, skratka PAT

Je potrebné rozliSovat’ medzi patogenézou a patogenitou. Patogenéza znamena vznik a vyvoj
chorobnych zmien v tele, kym patogenita je schopnost druhu poskozovat a vyvolat chorobu.
Z nazvu tabul’ky nie je jasné, ¢i ma autorka na mysli patogenitu borélii (pre I'udi, alebo aj pre
zvierata?), alebo fakt, Ze existuju pre nakazu uvedenymi druhmi borélii publikované udaje o
patogenéze.

Udaje o geografickom rozSireni a vektoroch B. americana a B. carolinensis nie su
kompletné, viz. Charakteristika dvoch druhov na str. 8-10.

Druhové meno B. tanukii je napisané nespravne.

Pri druhoch ktoré sa vyskytuju v Eurdpe aj v USA by bolo potrebné vektory priradit
podl'a kontinentov. Takto tabulka budi dojem, Ze vektorom B. bissettii v USA je I ricinus
av Eurdpe I scapularis, 1. pacificus a I. minor.

Podobne to je pri B. burgdorferi s.s., pri B. kurtenbachii chyba vektor pre Eurdpu.

Pri B. yangtze (B. yangtzensis?) je nespravne uvedeny vektor I haemaphysalis, ide
pravdepodobne o druh Haemaphysalis longicornis.

B. bavariensis — v mene autora citovanej prace je chyba, ma byt Margos

Str. 5, 2. odstavec, 2. riadok, spravne ma byt “imunitni odpovéd™ hostitel'a
Podkapitola 1.1.2, riadok 4, spravne meno kliesta je I persulcatus
Str. 6, riadok 1, spravne meno borélie je B. garinii

Str. 7, 2. Odstavec, riadok 3, Akira & Takeda 2004 “absent in the refference list” zostalo v
texte pravdepodobne omylom
3. odstavec. Pozor, doslo ku chybnej klasifikacii cytokinov: IL-6, atd. st pro-inflammatory,

o s wal®

Podkapitola 1.1.4. Text by mal byt napisany zrozumitel'nejsie aby bolo jasné, ktoré stratégie
v imunomodulacii resp. oklamani imunitného systému hostitel'a vyuzivaju samotné borélie,
aakym sposobom dokazu borélie vyuzit imunomodulaéné schopnosti molekul v slinach
svojich prenasacov - kliestov.

Str. 8, prvy odstavec, text by mal byt napisany zrozumitelnejsie, t.j. najprv by sa mal stru¢ne
charakterizovat’ plasminogen a jeho uloha vo fibrinolyze , t.j. procesy ktoré prebiehaju v tele
hostitela nezavisle od infekcie boréliami, aaz potom uloha plasminogenu v procese
patogenézy po infekcii boréliami.

Str. 8, podkapitola 1.2., autorka prili§ asto opakuje slovo ,,vzorek“. Spravne meno kliesta je
Ixodes pacificus

Str. 9, podkapitola 1.3. Podla mmia je spravnejSie pisat’ ,,vzorka koZe z ucha hlodavca® nez
,.vzorka ucha*“




Str. 10, podkapitola 1.4., druhy odstavec. Bolo by Ziaduce uviest’ uz na tomto mieste, ktoré
latky v slinach A. americanum maju borreliacidny u¢inok.

Str. 12, Tab. 2. Je potrebné vysvetlit’ pouzité skratky, najma pre gDNA a pDNA
Str 12-13, Podkapitola 3.1. Chyba vysvetlenie skratick CMRL, BSA

Str. 14, podkapitola 3.3. Vo vete “Vzorek (10 um) byl pfenesen...” ide pravdepodobne o
omyl, spravne by malo byt “Vzorek (10 ul) byl pfenesen...”

Podkapitola 3.4. Nie je potrebné pokusy na laboratornych zvieratach podlozit’ povolenim
etickej komisie?

Str. 15, podkapitola 3.5. Chybaju detaily o pévode kliestov a metodike infestacie. Odkial
pochadzali klieste? Kde boli chované a ako??? Akym sposobom a aky pocet klieStov sa
aplikoval na my$? Ak sa neuvedu detaily, je potrebné citovat’ pracu, v ktorej su tieto detaily
opisang.

Pri opise vyvinového cyklu kliestov je potrebné davat’ pozor na terminoldgiu. Autorka
piSe “Larvy klistat se pak nechaly vylihnout do dal$iho stadia (nymfy).” V skuto€nosti sa
larvy liahnu z vajic¢ok a do d’alSieho vyvinového §tadia sa premenia - metamorfuju.

V podkapitole chyba schéma pokusu, v ktorom sa sledoval prenos borélii na mysi
prostrednictvom infikovanych kliestov. Kolko a akych my$i sa pouzilo? Aké boli
experimentalne skupiny? Kolko nymf kliestov sa dalo na my$? Co sa udialo s nacicanymi
nymfami? Akym sposobom boli mys$i usmrtené?

Podkapitola 3.6. Autorka pise “Klist'ata byla fadné rozdélena podle vyvojovych stadii (larva,
nymfa)...” V metodike infestacie mys$i klie§tami sa vSak spomina, Ze sa nacicané larvy
nechali metamorfovat’. Preto nie je jasné, ¢i sa vySetrovali na pritomnost DNA borélii aj
nacicané larvy, alebo aZ metamorfované nymfy, pripadne dospelé klieSte po metamorfoze
nymf.

Ako sa merala koncentracia DNA? Chyba opis, resp, citacia metodiky.

Str. 17, podkapitola 3.7.2., chyba metodika pre detekciu mysSieho aktinu, resp, citdcia
publikacie.

Str. 22, podkapitola 4.3. PodFa m6jho nazoru by bol vystiznejs$i nazov podkapitoly “Prikaz
pfitomnosti DNA borelii v tkanich my$i o€kovanych kultirou borelii”, alebo hned’ v prvej
vete by bolo ziaduce $pecifikovat, o ktoré mysi sa jedna.

Str. 23, podkapitola 4.4. V nadpise je Ziaduce doplnit’ “ ... na nymfy kliestov”
Pozor na termin ,,vylihlych nymfach® (pozri vyssie)

Tabulka 16. Pozor na zahlavie, l'avy stipec, ide o druh, nie rod borelii

Str. 24. Obr. 5. Pozor, Latinské druhové mena sa nesklouju, spravne ma byt Borrelia
americana.

Obr. 6. Spravny text ma byt pravdepodobne nasledovny: ,,Potvrzeni pienosu B. carolinensis
nymfami obou druhu klistat.... «

Zoznam literatary.




Zhodu citacii v texte avzozname som nekontrolovala, ale upozorfiujem na cely rad
nepresnosti. V mnohych pripadoch nie je zachovand jednotna forma citovania, ktord sa
vyzaduje ako v Casopisoch, tak v pracach bakalarskych a diplomovych. V zoznamoch
literatiry v ¢asopiseckych publikaciach, knihach, diplomovych pracach a pod. sa vécsinou
citacie prac jedného autora zorad’uju primarne podla abecedy aaz potom chronologicky.
V posudzovanej DP su citacie prac jedného autora zoradené chronologicky, ¢o je beznejsi
sposob pri pisani bibliografii.

V niektorych citaciach st nazvy ¢asopisov skratené, inde su vypisané celé.

Za skratenymi slovami nazvov €asopisov st niekde bodky, inde bodky chybaju.

V niektorych citaciach zaéinaji velkymi pismenami vsetky slova v nazve ¢asopisov, v inych
za¢ina velkym pismenom iba prvé slovo v nazve.

Latinské nazvy druhov sa v citovanej literatire piSu vac¢§inou kurzivou, v tejto praci tomu tak
nie je. Neviem vSak, ¢i to je chyba, alebo je tato forma pisania citacii dana internymi
pravidlami univerzity.

Barbour, A. G., & Hayes, S. F. (1986). Chyba rozsah stran.

Bissett, M. L., & Hill, W. (1987) - omylom je pri mene Hill uvedenych d’al$ich 5 inicialok.
Euroimmun (2015) citécia nie je Gplna.

Gem, L., & Humair, P.F. ma byt Gern, L. & Humair, P.F.

Hubalek (2009) — chybaji mena editorov monografie.

Kurtenbach et al. 1998, 2002 — diametralne odli$ny format, podobne Levin et al. 1996

Nau et al. 2009 - netplna citacia, podobne Rygg & Borch (2006)

Otazky pre diplomantku:

1/ Aké su zname funkcie kliestového proteinu Salp15?

2/ Ako si vysvetlujete, Ze po inokulacii bola B. americana detegovana v kozi z usi vSetkych
inokulovanych mysi, kym po cicani infikovanych nymf kliestov iba v uSiach 25% mysi
napriek tomu, Ze analyza na pritomnost DNA borélii prebehla nested PCR a v pripade
inokulovanych mys$i konvenénou PCR? Je mozné, Ze po inokulacii B. americana bola v
tkanivach mysi vratane koZe detegovana iba zbytkova DNA a nie DNA zZivych spirochét a
dovodom pre zachyt zbytkovej DNA bola vyssia infek¢na davka nez pri prenose borelii pocas
cicania kliestov?

3/ Existuji pokusy s infekciou 4. americanum druhom B. burgdorferi s.s. a je teda mozna
selektivna kompatibilita aj pre iné druhy borélii, alebo iba pre B. americana a B. carolinensis?
4/ Mohla by pritomnost’ boreliacidnych latok v slinach A. americanum zéavisiet od rdoznych
populacii klie$ta, alebo su tieto latky pritomné v kliestoch vzdy a prezitie ¢i uhyn borélii
zavisi iba od kmena baktérie?

Zaverom konstatujem, Ze napriek kritickym pripomienkam predloZena praca Be. Lucie
Solcovej splnila stanovené ciele a po formalnej a odbornej stranke spiiia kritéria kladené pre
diplomové prace. Preto navrhujem pracu po uspesnej obhajobe prijat’ ako podklad k $tatne;
zavere¢nej skuske.

V Bratislave, 13.1.2017
S —
RNDr. Maria Kazimirova, CSc.




