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Oponentsky posudek na bakalarskou praci Jakuba Opelky

»Detekce perzistentnich borelii Borrelia burgdorferi sensu lato ve tkanich savei prelééenych

antibiotiky*

V préci autor fe$i problematiku vlivu antibiotické 1é¢by na Zivotaschopnost borélii a nasledné jimi
zpusobenou infekci u mysi a ¢lovéka. Autor si b&hem prace osvojil imunohistochemické metody,
zakladni PCR metody a praci s laboratornimi zvifaty.

Prace je prehledna, s minimem pieklep. M4 40 stran a je lenéna do n&kolika kapitol (Uvod, Cile
prace, Material a metody, Vysledky, Diskuze, Zavér, Seznam zkratek, Literatura a P¥ilohy). Uvod je
pomeérné rozsahly, prehledn€ uvadi ctenafe do feSené problematiky. Vyty¢ené cile prace jsou splnény.
Kapitola Material a metody je pfehledné napsana. Ziskané vysledky autor (spésné sepsal, doplnil
obrazovou dokumentaci a nakonec dosazené vysledky diskutuje s nékolika literarnimi zdroji.

U jednotlivych kapitol mam tyto pfipominky a otazky:

V Uvodu v podkapitole 1.2.2 je na obrazku 2 znazornéna cystickd forma borélie? Jak bylo
dosazeno prechodu borélie ze spiralni formy do cystické?

V Materidlu a metodach v podkapitole 3.2 na stran 10 autor piSe, Ze mysi byly infikovany
subkultang. Predpokladam, Ze jde o pieklep a bylo mysleno subkutann&? Jakym zplsobem byly mysi
podrobeny antibiotické 16¢bé?

Ke kapitole Vysledky mam né&kolik dotaz.

1) Na obrazku 9 je zobrazena detekce borélii pomoci protilatek v kultufe prelécené antibiotiky.
Pod jakym mikroskopem byly pofizeny fotografie a jsou tyto fotografie potizeny pod stejnym
objektivem, pripadné pfi stejném zoomu? Na obrazku a, c, i je jinak velké méfitko nez na
obrazku e, g? A v insertnim sloupci h je rovnéz jinak velké méfitko, nez v insertnich sloupcich
b, d, f. Pro¢ jsou zobrazena métitka rizné dlouh4?

2) Na obrazku 10 je fotka gelu zPCR detekce genu flagB. Cim byla vizualizovana DNA?
V diplomové préci to neni zminéno. Pro¢ maji jednotlivé produkty flagB z riznych tkani jinou
velikost, pokud se tedy jednd o jeden produkt (flagB). V kapitole metody je uvedeno, Ze
vysledny produkt flagB by mél mit velikost 497 bp. Na fotce jsou nékteré vysledné produkty
téméf o 100 bp vétsi. Cim si to vysvétlujete?

3) Na obrézku 11 jsou zobrazeny perzistentni formy borélie v mocovém méchyti a kloubu mysi
infikovanych boréliemi s naslednym pielétenim antibiotiky. Bylo provedeno imunoznadeni
borélif na vzorcich negativnich mysi, aby se vyloudila nespecifita vazby protilatky na n&jaké
Jiné Gtvary? A naopak bylo provedeno znaleni borélii ve tkanich pozitivnich nelééenych
my$i? Ma autor n€jaké doplitujici kontrolni fotky? Déle by mé zajimalo, z kolika infikovanych



a prelécenych mysi byly pfipraveny imunohistochemické vzorky a v kolika znich byly
nalezeny perzistentni formy borélii?

4) 'V kapitole 4.3 je ukdzana detekce DNA borélii v mozku ¢lovéka. Na obrazku 12 (fotka gelu)
mi chybi negativni kontrola. Mlze ji autor ukazat? Co bylo pouZito jako pozitivni kontrola?
Pozitivni kontrola pro flagB neni moc reprezentativni. Pro¢ jsou vysledné produkty flagB na
gelu jin€ velikosti neZ na obrazku 10? Gen pro ospC je u jednotlivych druhii borélii pomé&rng
variabilni. Skute¢né bylo mozné pouZitymi primery zachytit rizné druhy borélii?

5) Dale je v textu a na obrazku 14 zminéno, Zze neni mozna detekce borélii pomoci fluorescenéné
znacené sekundarni protilatky Alexa 488 v mozku, kvili autofluorescenci mozkové tkang.
Zkouseli jste jinou sekundarni protilatku s emisnim spektrem, napf. v Servené oblasti? Byla
zde také autofluorescence mozku nebo pro¢ jste se rozhodli pro pouziti sekundarni protilatky
znacené enzymaticky kienovou peroxidazou?

Na obrazku 16 je ukazana detekce borélii v tylnim laloku lidského mozku. Byla provedena
néjaka kontrola, Ze se nemiiZe jednat o nespecifické znaceni? Napf. znaleni mozkové tkang u
neinfikovaného ¢lovéka?

V diskuzi autor porovnava dosazené vysledky s nékolika jinymi studiemi. Zde mam jesté jeden
dotaz. Zmitujete zde, Ze kultura oSetfena antibiotiky zistava pravdépodobné Zivotaschopna.
Nezkou3eli jste takto antibiotiky oSetfenou kulturou nakazit mysi, aby jste prokazali, zda kultura je
skute¢né Zivotaschopnd? Nebo kulturu stoéit, promyt od antibiotik-a pfenést do &erstvého média a
sledovat, zda dojde k namnozeni borélii?

Zavérem:

Autor zvladl pomérné dobfe metody mikroskopickych technik véetné imunolokalizaci a naudil se
rovn€z zakladni PCR metody. Nékteré vysledky jsou diky chyb&jicim kontroldm z mého pohledu
diskutabilni. Ale z vlastni zkuSenosti vim, jak je velice t87ké prokazat p¥itomnost borélii pomoci
mikroskopie a proto si dovedu piedstavit, Ze za dosaZenymi vysledky se mize skryvat mnohem vice
prace, nez je v bakalafské praci uvedeno.

Pfes viechny ptipominky jsem piesvédCena, ze predlozena prace splituje naroky Ptirodovédecké
fakulty JU na bakalafskou praci, proto ji doporucuji k obhajobé, jako jeden z piedpokladt udéleni
titulu Be.
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