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Diplomova praca ma 69 stran textu véitane zoznamu pouzitej literatury, 12 tabuliek a 12 obrazkov
(grafov, mapiek a fotografii). Je klasicky ¢lenena na 7 Casti so zoznamom pouZitej literatary, ktory
zahfnia 246 literarnych odkazov. Ciel'om prace bolo vysetrit’ kliete zobrané zo psov a maciek

z utulku pre zattlané zvieratd v Ceskych Budejoviciach, vySetrit ich na pritomnost’ kliestami
prendSanych patogénov Styroch rodov prislusnymi molekulovymi metédami dokazom DNA

a spracovat’ literarny prehl'’ad k danej téme. K naplneniu ciel’a bolo potrebné zozbierat’ potrebny
materidl a zvladnut’ diagnostiku povodcov chorob.

Zhodnotenie vyberu témy

Diplomové préca sa zaobera vysoko aktualnou problematikou, ktora najmé v ostatnych
desatro¢iach nadobuda nové rozmery aj v dosledku dopadov globéalnych zmien na rozsirenie
kliestov v prostredi, kde sa eviduje narast ich populécii vo vyssich polohach a aj ich Castejsi vyskyt
v mestach a primestskych rekreaénych zonach. Praca je vyznamna aj tym, Ze vyuziva tilavé psy
ako indikatory vyskytu nakaz v prostredi, kde zaradila aj §tadiu o vyzname talavych maciek v Sireni
tychto ndkaz. Mnohé z nich uz dostali privlastok ,.,emerging™ ¢i ,,neglected diseases™ a predstavuju
riziko aj pre chovatel'ov tychto domacich zvierat.

Praca s literatiirou

Praca ma vel'mi precizne spracovany literarny prehl'ad, ktory ma vysoku vypovednt hodnotu.
Autorka v fiom spracovala aktudlne udaje z takmer 250 literarnych prametiov z Ciech a zo sveta,
pri¢om do prehl'adu zahrnula aj informacie dostupné na internete, aj nepublikované udaje
Skoliaceho pracoviska. Pojednava o $tyroch skupinach patogénov prenasanych kliestami na I'udi

a zvierata. Z bakterialnych pdvodcov je to komplex Lymskej borelidzy, anaplazmdzy a rickettsioz a
z protozoarnych povodcov rod Babesia spp., so Sirokym spektrom prislusnikov danych roodov.

V komplexe pdvodcov Lymskej borelidzy prezentuje uz najnovsie udaje, ktoré eviduju 21 druhov
borélii z celého sveta s dérazom na druhy, ktoré st prenaSané klieStami Ixodes ricinus a I.
persulcatus a spdsobuju ochorenie I'udi i zvierat v Eur6pe a Euroazii. Do Studie zaradila aj ¢asto
»podceniovaného kliest'a I hexagonus (kliest’ jezi), ktory je Casty na domovych zvieratach, najma
psov v Eurdpe. Aj na Slovensku predstavuje tento druh asi 10% kliestov zobranych zo psov

v horskych oblastiach. Na niZinach je zriedkavy. Je kompetentnym vektorom Lymskej boreliozy
najmé v horskych oblastiach. Literarny prehl'ad je doplneny konkrétnymi udajmi o jednotlivych
povodcoch, epidemioldgii, klinike ochorenia 'udi i zvierat v CR, kde JC kraj patri k tym viac
postihnutym touto zoondzou.

Cennou ¢ast'ou je aj prehl'ad o anaplazmdze I'udi a zvierat v Eurdpe i vo svete, ktoré patri

k typickym vynarajucich sa nakazam, ktora si pravom zasluhuje zvySenu pozornost’ aj v odbornych
kruhoch. Autorka prezentuje vyznamné druhy anaplaziem a ehrlichii, ktoré este nedavno boli
povazované za jeden rod Ehrlichia spp. V prehl'adnej tabul'ke s geografickou distribtciou,
vektorom a rezervoarmi ich prezentuje 11 druhov, s udajmi o klinike, epidemioldgii a Zivotnom
cykle tychto patogénov. Ked'Ze klinické priznaky su zvicsa neSpecifické, Casto sa zamiena za iné
ochorenia, ¢o mdze komplikovat’ liecbu.

V dal8ich dvoch podkapitolach podobnym prehl'adnym sposobom spracovava historické i nové
udaje o proteobakterialnych povodcov rickettsioz 'udi a zvierat vo svete a Europe




a jednobunkovych parazitov najmé ervenych krviniek I'udi a zvierat, prislusnikov rodu Babesia
spp. Najmé babézie patria k Zivot ohrozujicim patogénom l'udi a zvierat, kde najméa Babesia canis
je v sucasnosti sa narychlejsie sa $iriaci kliestami prenasany patogén v Eurdpe a zasahuje uz celé
juzné Slovensko a juznii Moravu. Dalgie druhy moZno oznagit’ za zanedbavané nakazy, ktorych

diagnostika je ¢asto problémova a priznaky zastreté inymi infek¢nymi chorobami, ktoré patria do
uplne inych schém terapie.

Pouzita literattra je mimoriadne bohata pre uvedeny druh prace.

Metodika prace

Metodika prace vyuziva su¢asné moderné molekulové metddy detekcie DNA patogénov z kliestov
zobranych zo psov a maciek, ktora zahrna izolaciu genomovej DNA z kliest'ov, polymerazovu
retazovu reakciu (PCR), elektroforézu, purifikaciu DNA, sekvenovanie a overenie spravnosti
detekcie druhovej Specifi¢nosti patogénov. Pre optimalizaciu podmienok PCR reakcie boli upravené
podmienky amplifika¢nej reakcie a pouzité prislusné primery s ich prehl'adom v tabul’kach. Rozdiel
v pozitivite u pohlavi kliestov, resp. hostitel'ov bol pomocou chi-kvadratu, Statistické analyzy

v programe ,,R-project™.

Materidl predstavuje 343 kliestov dvoch druhov, Ixodes ricinus a Ixodes hexagonus (20 dospelych
jedincov), ziskanych z 39 maciek (92 kliestov) a 67 psov (251 kliest'ov) z rokov 2014, 2015 a 2016
na tizemi mesta Ceské Budejovice. Klieste boli odobraté na jar a v lete v ¢ase maxima ich aktivity.
Subor je dostato¢ny pre ziskanie objektivneho obrazu a zvladnutie metodiky prace, i postdeni rizika
tychto ochoreni u zvierat i 'udi, nakol'’ko patria medzi zoondzy. Vlastna metoda prace je podrobne
opisand, pouzitel'na pre zopakovanie vySetreni a nemam k nej pripomienky.

Vysledky prace a diskusia

Vysledky st prezentované logicky, prehl'adne a zrozumitelne, podl'a skupin patogénov, vektorov
a hostitel'ov, sezony roka (mesiacov) a rokov pozorovania a vySetrovania. Samostatne su uvedené
pocty kliest'ov zo zvierat s jednym a viacerymi patogénmi, zvlast macky a psy, jednotlivé skupiny
patogénov a nakoniec aj jednotlivé druhy. Spracovanie vysledkov prinasa podrobny prehl'ad
vyskytu patogénov v klieStoch s poukazanim na vyznam vysledku. Vysledky st doplnené aj
obratovou a grafickou prilohou v texte.

U [ ricinus bolo zisenych 9 druhov patogénov, najcastejSie bol zastipeny rod Borrelia spp.
(21,9%), d’alej Anaplasma spp. (11,1%), Rickettsia spp. (10,2%) a nakoniec Babesia spp. (4,1%),
¢o sved¢i o vysokom riziku ohrozenia zvierat i 'udi. Medzi boréliami boli zistené aj druhy B.
carolinensis-like a B. bissettii, o vyskyte ktorych sa v strednej Europe vel'a nevie a mozno to
povazovat’ za vel'mi vyznamny vysledok.

Z anaplaziem to boli A. phagocytophilum a malo znama A. platys, ojedinele aj Ehrlichia canis,
ktorych vektormi v Eurdpe su stredomorské Rhipicephalus sanguineus, ktoré sa v strednej Eurdpe
vyskytuju skér len ako importované druhy, ¢o taktieZ poukazuje na moznt novi epidemiologicku
situdciu.

Z babézii bola detekovana v I ricinus aj B. canis, naviac kliest’ bol ziskany z macky, ¢o je nieco
nové, doposial’ boli v strednej Eurdpe zname len z pijakov Dermacentor reticulatus alebo kliestov
Rhipicephalus spp. U maciek vsak v literatire sa opisuje aj jej Specificka Babesia felis, resp. B. cati
(synonyma). Autorka ju v literarnom prehl'ade nespomenula, ale patri do tejto skupiny
potencialnych patogénov maciek, najmé v juznej Afrike a zasluzi si svoju pozornost’.

Medzi boréliami, rickettsiami, anaplasmami i babeziami boli aj neidentifikované druhy, ¢o otvara
d’alsie otazky o existencii d’als$ich moznych druhov kliestami prenaSanych patogénov.

V kliestovi jezom autorka potvrdila infekciu u 40% kliestov, pri¢om takmer vSetky (18 z 20)
pochadzali z maciek. Z patogénov to boli najcastejSie Anaplasma phagocytophilum, dalej
B.burgdorferi s.s., Babesia venatorum a najmenej Rickettsia helvetica, ¢o nie si bezné patogény




v strednej Eurdpe. Za vyznamné je mozné povazovat aj zistenie ¢astejSieho napadnutia klie$t'om
jezim u maciek ako psov, ¢o doposial asi nebolo predmetom podrobnejsej Stadie v CR.

Diskusia je dynamick4, kde st porovnavané vlastné vysledky s idajmi z literarnych zdrojov z CR,
Eurépy i vo svete. Autorka sa dobre zhostila porovnavania pouzitych metdd réznymi autormi, aby
zhodnotila redlnost’ svojich vysledkov s porovnavanymi. Konstatuje sa skuto¢nost’, Ze narasta pocet
zvierat chovanych v mestach s narastom poctu talavych zvierat, je snaha zachovavat’ zelené plochy,
ktoré su miestom vyskytu kliest'ov. Poukazuje na rastici vyznam kliest'a jezieho v mestach pri
udrziavani ohnisk Lymskej boreliézy a zrejme aj anaplazmédzy a babezidzy, ako aj na zistenie
novych, & menej zndmych patogénov v kliestoch z izemia juznych Ciech a CR vobec.

Pripomienky

Autorka sa v texte nevyhla preklepom, ktoré som vyznacil v texte. Tabul'ka 10 nie je nazvana
spravne, ani jednotlivé kategorie. Nie su porovnavané macky a psi s patogénmi, ale s kliestami
s patogénmi, podobne aj obr. 9.

Zaver

Diplomova praca rie$i vysoko aktualnu problematiku. Autorka preukazal, ze vie ziskat’ a vySetrit’
biologicky material modernymi metoédami vyzadujicimi sktiisenost’ a prax, opisat’ vysledky a
porovnat ich s literarnymi dajmi a zhrnat stru¢né zavery, poukéazat’ na vyznamné vysledky

a vhodne ich okomentovat’. Spracovala vel'mi prehl'adny literarny prehl'ad s pouzitim Sirokého
spektra literarnych udajov. Praca prinaSa konkrétne vedecké poznatky, mé svoju vedecku

1 metodologickt hodnotu. Po formélnej stranke je to vel'mi dobre Strukturovana diplomové praca
1 spisana ako vedecky spis, aj ked’ sa nevyhla preklepom a drobnym nepresnostiam.

Predlozena diplomova praca $tudentky Bc. Hany Hajkové spiiia pozadované kritéria a hodnotim ju
znamkou
vyborne.

V Kosiciach 15.5.2017
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Hany Hajkové

~Patogeny v kli$tatech ziskanych ze psi a kocek v Ceskych Budéjovicich a okoli.”

V predloZené praci se autorka zaméfila na detekci ¢tyf klidtaty prenasenych patogenii v klistatech
sesbiranych ze pst a koéek v Ceskych Budéjovicich (CB) a okoli. Jako hlavni cile si zvolila vypracovéni
literdrni studie ktéto problematice, shér vzork( a optimalizaci molekuldrnich technik detekce
patogent a v neposledni fadé interpretaci vysledk( v souvisiosti sohroZenim vefejného zdravi
obyvatelstva CB.

Prace je strukturovana do sedmi kapitol (Uvod, cile, literarni pfehled, material a metody, vysledky,
diskuze, zavér) v celkovém rozsahu 69 stran s mnoZstvim obréazku a tabulek. Je vyvdzena a pfehledna
a svym rozsahem odpovida narokim na magisterskou préaci. Autorka spinila vdechny vytycené cile

prace. Vysledky préce prehledné zpracovala do tabulek i grafii a rovnéz je celkem Gspésné diskutovala
s velkym mnozstvim literarnich zdroja.

Magisterska prace Bc. H. Hajkové je zamérena na zajimavé téma. Zvlast ocenuji, ze se zaméfila na
klistata odebrana pfimo z hostitel(;, nebot o prevalenci patogent v téchto klistatech je zndmo relativné
malo. RovnéZ musim vyzdvihnout obrovské mnoZstvi analyz, které studentka sama provadéla. Vysetrila
celkem 343 klistat na pritomnost ¢tyf patogent, které pak jesté dale pfesné identifikovala pomoci
sekvenovani a klonovani. Proto moje pfipominky nijak nesnizuji kvalitu této prace, je viak potieba na
nékteré nedostatky upozornit.

K formalni strénce prace mam tyto pfipominky:

Prace je napsana velmi prehledné, zvlasté pak literdrni pfehled, kde jsou informace k jednotlivym
patogenim naprosto dostadujici. Diskuze je viak sepsana méné prehledné a v nékolika pfipadech neni
jasné, zda autorka mini své vlastni vysledky, Ci vysledky jinych praci. Také neni v nékterych pripadech
jasné, zda autorka mini infikovanost klistat sbiranych vlajkovénim, klistat sesbiranych ze zvifat ¢i
infikovanost zvifat samotnych. Navic v diskuzi autorka pouziva velmi sloZitd souvéti, ktera ve vysledku
postradaji smysl. Nékteré pasdze diskuze jsou pak hife srozumitelné a ¢tenaf si nemuze byt jist, co
autorka danym popisem méla na mysli.

V préci se vyskytuji obCasné pfeklepy (R.momacensis, Rickttsia, A.phagicytophilum, primertm, klistat,
prenos a dalsi) a nékolik gramatickych chyb (,,cyrkulace”). Autorka by v celém textu misto , kousnuti”
klistéte i, pokousani” klist&tem méla spide pouZivat termin ,pfisati“ klistéte, neboft klisté nekouse.

K jednotlivym kapitoldm:

Ke kapitole literarniho prehledu nemam zadné zvlastni pripominky. Kapitola je velmi dobfe zpracovana
s velkym mnozZstvim informaci, které jsou také zpracované do prehlednych tabulek. Pouze ve dvou
mistech mi chybéla citovana literatura (str.11 stejné rozsifeni Anaplasmozy a LB a str.20 SFG u kocek).

Material a metody jsou peclivé zpracované. Pouze chybi citace ¢i odkaz u pouzitych pozitivnich kontrol
- kultura i klistata. PouZita pozitivni klistata jsou z jinych studii i z této prace?

Rovnéz chybi odkaz u terminu ,spacer” PCR, kterym je pojmenovan prvni amplifikaéni krok nested PCR
reakce. Prosim o vysvétleni z jakého zdroje tento termin pouZila.




Kapitola vysledky je rovnéz velmi peclivé sepsana s velkym mnoZstvim tabulek a grafl. V nékterych
pFipadech jsou uvedena pouze procenta vyskytu urcitého patogenu a chybi absolutni isla.

Tab. 8: Zajimalo by mne, proc se nepodafilo specifikovat misto odchytu u relativné velkého poctu psu.

Obr. 5: U vysledku poctu nalezenych klistat v pribéhu mésich je napsano, Ze byl potvrzen jarni pik.
Jakou statistickou metodou jste toto potvrdila?

Obr. 6 AB, 7, 8: Chybi popis testovanych pozitivnich i negativnich vzorkd. Byla to klidtata z kocek &i ze
pst?

Obr. 11: Bb s.s misto B.canis

Obr. 12: Koinfekce - Pro lepsi prehlednost by bylo dobré tyto data prezentovat i v tabulce s doplnénim
o0 jakd klistata se jednalo (ze psti ¢i z kocek).

Kapitola diskuze je velmi obsahla a aZ na jiZ zminéné nedostatky je vice nez dostacujici.

Str. 40: Odstavec o l.hexagonus neddvd smysl. Jaké hodnoty frekvence borelie jsou srovnatelné
s pramérem? A s primérem ¢eho?

Str. 41: Dle vysledkovych tabulek se vam B.carolinensis — like podaf¥ila detekovat u 4 vzorku (ne tFi)
pomoci flaB. U jednoho vzorku se potvrdila podobnost také p66 a nifS s B.carolinensis. U ostatnich tfi
vzorkl to bylo pouze pomoci flaB? Jak dopadla analyza ospC a daldich sedmi housekeeping genG?

Prokazala MLST analyza u 4 z 8 analyzovanych gen( opravdu 100% homologii s B.californiensis?

Str. 42: V prvnim odstavci neni jasné, jaka data jsou vase a kterd jsou z citované literatury, také neni
zfejmé, zda se jednalo o klistata sesbirand vlajkovanim Ci ze zvifat. V druhém odstavci vysvétlete,
jakému evropskému priiméru odpovidaji vase data.

Na autorku mam jesté nékolik doplriujicich dotaz(:

Mohou byt neurologické pfiznaky nebo lymska artritida projevem casné faze borelidézy?
Objevuje se erythema migrans a boreliovy lymfocytom vzdy v misté pfisati kliStéte?
Kolik ospC typu existuje a kolik jich je spojovano s invazivnim fenotypem?

Jak si vysvétlujete 80 % kocek s infikovanymi klistaty oproti pouze 48 % psu s infikovanymi klistaty?

Zaver:

Autorka zvlddla metody molekularni biologie a uspésné optimalizovala viechny techniky pro detekci
patogeni v klistatech. Dosazené vysledky jsou jisté dobrym zékladem pro odbornou publikaci v tomto
tématu. Proto doporucuji magisterskou praci k obhajobé a navrhuji hodnoceni prace 1 — 2 v zavislosti
na obhajobé.

V Praze 16.5.2017 RNDr. Katefjria Kybicova, Ph.D.

NRL pro lymeskou boreliézu, Statni zdravotni tstav Praha




