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Predlozena diplomova prace Bc. Terezy Liduchové se zabyva detekci dvou
zoonotickych vird v biologickych vzorcich z oblasti Svalbardu a Gréonska. Konkrétné
se jedna o komary prenaseny Sindbis virus (SINV; Togaviridae) a virus chfipky typu A
(IAV; Orhthomyxoviridae). V pfipadé SINV bylo otestovano necelych 8000 jedincu
komara rodu Ochlerotatus nigripes a v pfipadé AIV bylo otestovano 100
orofaryngealnich stérll a 100 stért kloaky racka tfiprstého (Rissa tridactyla). Téma
predloZzené diplomoveé prace navazuje na piedchozi vyzkum pracovnikd Centra polarni
ekologie JU, zejména pak na diplomovou praci RNDr. Jany Miillerové a zabyva se
velice aktualnim tématem klimatickych zmén a s tim souvisejici rozsSifeni vybranych
zoonotickych vira v oblasti Arktidy.

Prace ma rozsah 90 stran a je standardné ¢lenéna na literarni uvod, cile prace,
metodiku, vysledky, diskuzi, zavér a seznam citované literatury. Jako pfilohy jsou
prilozena potfebna povoleni pro odbér vzorkd. U anotace bych upozornil na pouzivani
jednotného Cisla pro slovo research.

Uvodni literarni reSer3e je rozepsana na 23 stran a mé dojmy z ni jsou rozporuplné.
Na jedné strané se jedna o prehledny a logicky uspofadany text poskytujici zakladni
informace o zoonotickych virech s detailnéjSim zamérenim na arboviry a virus chfipky,
ktery je vhodné doplnén obrazky, schématy a tabulkami. Pfi detailnéjSim pohledu jsou
ale znat mensi nedostatky, a to zejména v doslovném piekladu anglickych originald,
ktery budto usti v ponékud kostrbata slovni spojeni anebo v nékolika pfipadech
dokonce nedava smysl (napf. stranka 19 ,,....pfechod na fenotyp viru HPAI je dosazen
zavedenim zékladnich aminokyselinovych zbytkud...“ kde v origindle ¢lanku se mél
pojem ,basic amino acids“ pfelozit jako bazické aminokyseliny a ne zakladni).
Mnozstvi a kvalita citovanych zdroju v ramci literarniho pfehledu je na velmi dobré
arovni, neodpustim si vSak jednu pfipominku — autorka na muj vkus pouziva relativné
vysoké mnozstvi nepfimych citaci v pfipadech, kdy by bylo vhodné&;jsi uvést pivodni
védeckou publikaci (napf. strana 8 — Marchi et al.,, 2018 by mohlo byt nahrazeno
Mavale et al., 2010 (CHIKV) &i Leon et al., 1987 (DENV)).

Cile jsou jasné a pfehledné formulovany do péti bodu.

Kapitola Material a metody zahrnuje celkem 16 stran a pfehledné popisuje jednotlivé
experimentalni metody. Kapitolu vhodné dopliuji tabulky uvadéjici podrobnéjsi
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informace o pouzitych primerech a sondach, sloZeni reakci a popis jejich ¢asového
profilu. Velice kladné hodnotim relativné Siroké spektrum metod, které bylo v praci
tohoto zaméfeni pouzito. V ramci této kapitoly mam jen 3 mensi pfipominky:

1) v kapitole 3.1.2 nejsou uvedeny koncentrace jednotlivych antibiotik/antimykotik a
zaroven postradam citovani pavodnich védeckych &lankd k puvodu linii BHK-21 a
C6/36 (opét nepfimé citace)

2) v kapitole 3.2.1.1. postradam nékolik dllezitych informaci (napf. mnozstvi pfidané
virové suspenze, pfiprava bunééné suspenze a izolace RNA — viz bod Otazky)

3) v kapitole 3.2.2.6. neni uvedena koncentrace carbenicilinu v agarovych plotnach.

Kapitola Vysledkl zahrnuje celkem 8 stran s 11 obrazky a 1 tabulkou. Z formalni ¢asti
se ji neda témér nic vytknout — kapitola je logicky uspofadana a dobfe napsana,
obrazky jsou v dostate¢né kvalité a prehledné popsané. Z experimentalniho hlediska
mam vsak nékolik pfipominek:

1) Postradam mapu vektoru pPCR™4-TOPO

2) Nebyla provedena kontrola kvality izolované RNA z komafich vzorku

3) Autorka na strané 48 zminuje vztazeni titru viru k mnozstvi RNA v kalibracni kfivce;
k tomuto procesu mam nékolik poznamek — viz ¢ast Otazky

4) vzhledem k povaze experimentu povazuji za nedostateCné analyzovat pfitomnost
virové RNA v monoplikatech (zejména u SINV, kde autorka analyzovala 27 vzorku)
5) dale povaZuji za relativné zasadni nedostatek pfitomnost jakékoliv interni kontroly
v ramci RT-gPCR analyz — viz ¢ast Otazky

Kapitola Diskuze zahrnuje 8 stranek, kde autorka analyzuje své vysledky ve vztahu k
jiz publikovanym datim a zamysli se nad moznymi pFi¢inami negativnich vysledku.
Tuto kapitolu hodnotim velice kladné z hlediska formalniho obsahu i prace
s dostupnou literaturou a vlastni Gvahou nad vysledky. Jen jedna mala technicka
pfipominka — délka kapitoly je relativné dlouha; jeji zkraceni by bylo mozné
vynechanim uvodnich ¢asti podkapitol 5.1. a 5.2., kde se autorka vénuje tématim,
ktera jsou jiz uvedena v Uvodnim literarnim pfehledu, a z hlediska vlastni prace nemaiji
pfimou souvislost s dosazenymi vysledky.

Otézky:

1) Jakym zplUsobem byla ziskana bunécna suspenze z BHK-21 a C6/36 bunék
infikovanych SINV?

2) Jak si autorka vysvétluje pfitomnost velikostné odliSnych produktl RT-PCR na
obrazku 20? Byla osekvenovana i pozitivni kontrola?

3) Prosim o vysvétleni terminu ,cytopaticky efekt* a ,snizena vitalita“.

4) U obrazku 22 se mi jako velice zvlastni jevi separace velikostniho standardu. Jedna
se o ten samy standard, ktery byl pouzit u obrazku 20?

5) Proc€ je u obrazku €. 21 (plakové titrace) uveden pouze jeden ¢asovy interval (3 dpi),
kdyz bunky byly 2x pasazovany vzdy po 3 dnech a ¢asovych intervalu je tedy vice?
6) Pro€ nebyla provedena kontrola kvality RNA v ramci vzorkd RNA z komara? Jaky
vliv mohla mit absence této kontroly na vysledky detekce?

7) Je mozné vztahovat mnoZstvi virové RNA v bunééné suspenzi K titru viru ziskaného
pomoci plakové titrace?
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8) Absence interni kontroly u RT-gPCR analyz mize mit za nasledek faleSné negativni
vysledky. K ¢emu prfesné interni PCR kontrola slouzi a jaké interni PCR kontroly by
mohla autorka ve své praci vyuzit?

9) Na strané 58 ve druhém odstavci se autorka zmifiuje o druzich rRNA v ramci
eukaryotické bunky. Je si jista svym tvrzenim, ze existuji pouze 28S, 18S a 5.8S
rRNA?

10) Jaké druhy sekvenci byly identifikovany pomoci BLASTu v pfipadé suspektnich
klon SINV a IAV?

| pfes vySe uvedené pripominky je prace Terezy Liduchové na velice dobré arovni;
jedna se o zdafilou experimentalni praci s komplexnim a pfehlednym rozborem
problematiky vyskytu vybranych virovych zoonéz v Arktické oblasti. Autorka prokazala
schopnost kriticky vyhodnocovat a diskutovat své vysledky v porovnani s jiz
publikovanymi daty. Z tohoto divodu konstatuji, Ze predlozena diplomova prace
splfiuje veSkeré pozadavky kladené Prirodovédeckou fakultou JU, a proto ji doporucuiji
k obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich dne 7.7. 2020  .oooiiiee e
RNDr. Martin Selinger, Ph.D.
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