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PredloZena diplomové prace se zabyva detekci zoonotickych virt v biologickych
vzorcich z Arktidy, konkrétné z Gronska a Svalbardu. Obsahové je €lenén4 do tii &asti dle
jasné definovanych cild, na detekci arboviri, metaanalyzu viru ptaéi chiipky z arktické oblasti
a detekci protilatek proti viru pta&i chfipky v sérech racki tiiprstych sesbiranych v oblasti
Svalbardu. Price svym zaméfenim vyznamné ptispiva k rozifeni znalosti o vyskytu vird
v poléarnich oblastech, které jsou v dne$ni dobe zvlast’ dilezZité i v souvislosti se zménou
klimatu a rozvojem migrace. Navic vysledky, které autorka ziskala, mohou slouzit ke
srovnéani s podobné zam&fenymi studiemi v budoucnu.

PfedloZena prace mé rozsah 81 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na literarni Gvod, cile,
préace, materidl a metody, vysledky, diskuzi, zavér a seznam literatury. Rozsah a vz4jemny
pomér jednotlivych &ésti je pfiméfeny a logicka struktura prace vyhovujici.

V literarni reSersi, v rozsahu 21 stran, nas autorka uvadi do studované problematiky. Nejprve
popisuje zoondzy a moZné zplsoby pienosu zoonotickych nékaz. Pak nasleduje &4st vénovana
popisu arbovirt, jejich klasifikaci a struéné charakteristice jednotlivych &eledi, které byly jiz
v minulosti detekovany v nékterych polarnich oblastech. V dalsi ¢asti autorka popisuje virus
ptaci chiipky, jeho kategorizaci, strukturni charakteristiku a diivody jeho variability.
Nasleduje kapitola o vyskytu a $ifeni tohoto viru v souvislosti s migraci ptactva. Zpracovéni
této Casti préace je velice zdafilé, autorka opravdu zajimavou a &tivou formou uvadi relevantni
informace vzhledem k jeji experimentalni ¢asti. Prace je stylisticky na dobré tirovni,

s akceptovatelnym poétem pieklept.

Kapitola Materidl a metody je sepséna na 12 stranach, je pfehledné ¢len&n4 a doplnéna
nékolika tabulkami a obrazky. Objevuje se tady n€kolik neptesnosti, a i kdyZ se autorka
odvolava na postupy v elektronickych pfilohach, chybi n&které dileZité informace napf. o
mnoZstvi pouZitého materialu v real-time RT-PCR (vic v pfipominkéach).

Cile jsou 3 a jsou vystizné formulovany.

Kapitola vysledki je logicky ¢lenéna dle danych cili. Celkem je obsaZena na 17
stranach a obsahuje 10 pfehlednych obrazk a 4 tabulky. Popisky k obrazkim jsou piehledné
a dostate¢né€ vystiZné. Libilo se mi zpracovani vysledki metaanalyzy dle jednotlivych
kategorii na zdkladé PCR prevalence a seroprevalence.

Cast diskuse je pom&mé rozsahla. Autorka na 7 stranéch diskutuje své vysledky, nabizi
vysvétleni pfi¢in negativniho zéchytu arboviri v sledovanych oblastech. RovnéZ vysledky
metaanalyzy komentuje s navrhnutim pfi¢in pozorovanych zmén.
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Zavéretna Cast shmuje ziskana data a takto odpovidé na stanovené cile. Kapitola citace
obsahuje pfes 140 zdroj. Seznam literatury je psan jednotnym stylem s drobnymi chybami.

Pfipominky a otdzky:

V kapitole Material a metody chybi nékolik zdkladnich informaci. Neni celkem jasné,
jestli jste pouZivala vZdy RT-qPCR nebo qPCR. Pfedpokladam, Ze v ptipadé uréovani
detek¢éniho limitu byla provedena qPCR. Dale chybi informace o pouZitém pfistroji
(cykléru) a o poctu cykld. Tabulka 3 na str. 26 obsahuje nespravné uvedené
koncentrace primerd a dUTP. Kapitola 3.2.3 by méla byt nazvana spi ,,real-time RT-
PCR* a ne ,,Rerverzni transkripce (RT-PCR)*.

Pro¢ se do RT-qPCR reakce ptiddva DNA templat (str. 26)? Prog& se do RT-gPCR
reakce piiddva dUTP?

V diskusi pfipoustite, Ze sniZena kvalita RNA miiZe ovlivnit vysledky. Vysvétlujete,
Ze absence ribozomélni 28 S podjednotky na agar6zovém gelu se d4 u hmyzu
otekavat. Myslite si, Ze kvalita RNA z komari byla tedy dostateéna? Jaké mnoZstvi
RNA jste béZné ziskala po izolaci z 10 koméari?

Ur¢ovala jste detekéni limit pro zachyt jednotlivych arbovirii pomoci fedici fady
pfecisténého DNA amplikonu ziskaného z pozitivnich kontrol. Byla provedena PCR
analyza z fedici fady a pak byly vzorky naneseny na gel (uvedeno na str. 28), na str.
37 znovu postup popisujete no bez PCR analyzy. Uved'te na spravnou miru. Jak
koresponduje uréeny detekéni limit s mnoZstvim RNA ve Vas$ich vzorcich?

Obrazek 20 neni dostate¢né srozumitelny. Prosim vysvétlete.

Vzhledem na dosud zname informace o vyskytu flavivird v arktické oblasti
pfedpokladam, Ze jste ve Vasich vzorcich ogekévala piitomnost Tuleniy viru. Préce,
na kterou se odvoldvéte pfi vyb&ru primeri, se tykala TBE viru. Bylo n&jakym
zpusobem ovéfeno, jestli pouZité primery zachyti Tuleniy virus?

Vysledky Vasi metaanalyzy ukazaly, Ze k infekcim s AIV dochazi ptedevsim na zimovistich

nebo po dobu migrace. Mohla byste nam Fict, kde jsou pfiblizné lokalizovany mista zimovist’
ptaki zahrnutych do metaanalyzy?

Zavérem konstatuji, Ze pfedloZend diplomova prace je na dobré tirovni, srozumitelng

sepsand, stylisticky bezchybné a experimentalné exaktn& provedena. Autorka prok4zala
schopnost pracovat s literaturou, kriticky vyhodnocovat své vysledky a dévat je do souvislosti
se znamymi fakty. Prace spliiuje vSechny pfedpoklady kladené na diplomovou praci na
Piirodovédecké fakulté Jihoeské univerzity, a proto ji doporuéuji k obhajobe.

V Ceskych Bud&jovicich dne 16. 5. 2018. Mgr. Jaroslava Lieskovsk4, Ph.D.
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Vée: Oponentsky posudek magisterské diplomové price uchazeé¢ky Be. Jany Millerové
slucha¢ky Katedry molekulérni biologie a genetiky, PFirodovédecké fakulty Jihoceské
univerzity v Ceskych Budéjovicich

Studentka Bc. Jana Miillerova predlozila k posouzeni diplomovou praci s nazvem
»Detekce zoonotickych viri v biologickych vzorcich z Arktidy“. Hlavnim cilem
diplomové prace bylo sledovat prevalenci zoonotickych virG v oblasti Arktidy, dil¢imi cily
potom zjisténi prevalence arboviri pienaSenych komdry druhu Aedes nigripes z oblasti
Gronska a Svalbardu, sérologické vySetfeni rackl tfiprstych (Rissa tridactyla) na protilatky
k viru pta¢i chfipky (AIV) veetné zjisténi H subtypu a metaanalyza dat o vyskytu ptaci
chiipky u migrujiciho ptactva v polarnich oblastech. Vyzkum zoonotickych viri je v dobé
globalizace velmi aktudlnim tématem, zejména z pohledu jejich mozné introdukce do novych
oblasti véetné Evropy. VétSina praci se logicky zaméfuje na viry, které se endemicky
vyskytuji v oblastech tropti (napf. nedavna emergence flaviviru Zika nebo koronaviru MERS),
aviak oblasti severni byvaji neprdvem opomenuty, i kdyZ v disledku globalizace véetné zmén
klimatickych (nartst teploty) ¢i socio-ekonomickych (migrace lidi a zvifat - jako
potencidlnich rezervoarii viri) miZe dochéazet k zavleCeni novych agens i do odlehlych
severnich oblasti véetné Arktidy ¢i Antarktidy. Navic monitoring vektort (pfedevsim klist'at a
komart) je kli¢ovy z pohledu tzv. epidemiologické surveillance, ktera je cilenym nastrojem
pro odhad rizik, ktera nakazy pfedstavuji pro zdravi zvifat a lidi a také slouZi pro nastaveni
nezbytnych preventivnich ¢i kontrolnich opatfeni. Vzhledem k tomu, Ze téma vyskytu vird
v polarnich oblastech bylo v minulosti spie opomijené, kazdy pokus o ziskani relevantnich
dat muze pfinést piekvapivy ¢i dokonce prilomovy vysledek. Nelze opomenout ani
skute¢nost, Ze sbér biologického materidlu v polamich oblastech je velmi narotny
z logistického pohledu i pfi uchovéani vzorkl pro dalsi transport a nasledném zpracovani
v laboratofi na druhém konci svéta. Tedy kazdy byt’ i zdanlivé 'negativni’ vysledek je z tohoto
pohledu velmi cennym stiipkem k pochopeni mozaiky sloZitych ekologickych vztahi
v polérnich biotopech.

Hned na Gvod si neodpustim spiSe formdlni poznamku k nidzvu dila a celkové
koncepci prace. Nazev prace pusobi libivé, ale mozna trochu klamné, neodraZi totiz zcela
vlastni npln studie. Posluchatka se ve své prici zabyvala arboviry a pta¢i chfipkou, coz je
'pouhd’ (nikoliv nevyznamna) ¢ast patogennich agens vyskytujicich se v polarnich oblastech.
Vice zacileny nazev by praci slufel nepochybné vice, i kdyZ tusim, Ze byl vybran obecné
z divodu zahrmuti moZné §ife vysledkl z terénnich sbérii a pfi zadani prace asi nebylo z
podatku jasné, k jakym vysledkim se uchazec¢ka v prib&hu samotného feSeni vlastné dostane
- domnénka oponenta.

Diplomova prace ma celkem 80 stran, je ¢lenéna do né€kolika kapitol (Obecny tvod
nebo-li vhled do studované problematiky; Cile prace; Material a metody; Vysledky; Diskuse;
Zavér, Seznam zkratek, Citace, Piilohy). Seznam zkratek je dle oponenta nevhodné zafazen
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aZ na konci prace. Prilohu préace tvofi Povoleni na odchyt ptak na Svalbardu a také vysetfeni
typizace chfipky SVS u sérologicky pozitivnich rackd tfiprstych z kolonie Pyramiden.

Z formalni pohledu je diplomova prace psana standardni formou, i kdyZ s relativné
velkym poctem pfeklepl a pouzivanim nevhodnych formulaci (napf. pfenos ptes vektory,
zoon0zy pFenasené. kapénkami pfes vzduch,...pfikladem je virus pta¢i chfipky, ktery se
v historii n€kolikrat opakoval,...Ziveni se krvi, pfena§eny cestou pfes homni cesty dychaci,
k pfenosu AIV mize dojit pfes stolici..., vzorky byly pomoci elektroforézy separaticky
rozdéleny,... ). '

K ptedkladané praci mam pfipominky a dotazy, jejichZ vycet predkladam.

Komentar k tivodu (literarni resersi):

Obecné Ize konstatovat, Ze kvalita ivodu prace je rozdilna a lisi se dle hlavnich zkoumanych
okruhli. Zatimco ¢ast v€novana arbovirim je spiSe povrchni a nesv&d¢i ptili§ o dikladné
orientaci v dané problematice, cast literami reSerSe pokryvajici ptaéi chfipku je vcelku
kvalitnim podkladem pro dal3i experimentalni praci v Arktide.

e str. 3 a 4 — kapitola o zplsobu pfenosu zoondz je nesouroda, vybira si jen nékteré
druhy pfenosu a ostatni opomiji (napf. p{imym kontaktem apod.)

e kap. Arboviry — posluchacka si vybira jen nékteré zastupce hematofagnich ¢lenovci a
ostatni opomiji (napf. flebotomy nebo pakomarce, tzv. tipliky). PakomaFi naopak
arboviry nepienaseji, protoZe nesaji krev obratlovea!!!

¢ neni dostate¢né reflektovana tloha obratlovci (rezervoart) v pfenosu arbovirtl

e v kapitolkach popisujici nejvyznamnéj$i komafi arboviry z riznych virovych &eledi
neni jmenovana fada notoricky znamych (napt. Coltivirus koloradké klist'ové horecky,
alfaviry Onynong nyong, Chikungunya, Mayaro, Ross River, Barmah Forest, flaviviry
dengue, Murray Valley ¢i West Nile) i méné zndmych arbovird (napt. Nairovirus
Soldado, Phlebovirus St Abb’s Head, Orbivirus Cape Wrath, Bauline, Mykines,

Tindholmur).

e kap. 1.2.2.. Vektofi ... formulace komafi Aedes nejsou nijak vyznamné biotopové
specifi¢ti neni pfesna stejné€ jako Ze nejsou hostitelsky zaméfeni. Jedna se pfevazné o
mamalofilni druhy.

o kap. 1.2.2.3. nakaza larev komarii v kontaminované vodg je spise pfenosem raritnim a
v obecné Casti bych ho vibec nezmiioval (n€kdy se tento druh pfenosu uvadi u
tularemie viz. epidemie ,,water-borne* tularémie ve Skandinavii)

e kap. 1.2.2.4. Mezihostitelsky pfenos — tato kapitolka je napsana celkové velmi
zmate<né€ a neni patrné, zda jsou min€ny arboviry ¢&i snad hlodavci jako vektofi-pfenos
mo¢i a vykaly???

e kap. 1.2.3. Arboviry byly v polarich oblastech objeveny u mnoha druhti hostiteld. . .-
avsak v kapitole nejsou jmenovany konkrétni druhy...

e v Tabulce 1 chybi fada dalezitych informaci o arbovirech pfenaSenych komary a
klisfaty (n€ktera data o vyskytu, hostitelich), i kdyZ je pfehledné popsino v fadé
publikaci/review napf. Hubdlek Z., Rudolf 1. 2012. Tick-borne viruses in Europe.
Parasitol. Res. 11: 9-36. nebo Hubalek Z., Halouzka J. 1996. Arthropod-bome viruses
of vertebrates in Europe. Acta Sci. Nat. Brmo. 30 (4-5): 1-95 a fada dalsich.

e kap. 1.3. v Gvodni vété chybi zminka také o existenci chiipky typu D
str. 16. chfipkové pandemie, které propukly u lidi, byly zplisobeny riznymi subtypy
ALV — neptesna formulace




o prvni prokdzany lidsky pfipad H5N1 vroce 1997 v Hong Kongu, nikoliv 1977 jak
uvadi posluchacka

o chybi alespoi zékladni informace o dalsich rizikovych subtypech AIV pro ¢loveka
(H7N3, H7N7, H7TN9, HON2).

e str. 18 opét nevhodna formulace - ...antigenni zlom nastava ¢asto pfi miseni ptaciho a
lidského kmenu chiipky v praseti.. ..

Komentaf# k metodické Casti:

e vmetodice neni uvedeno, kdo a podle jakého kli¢e provadél determinaci komarh Ae.
nigripes (az v diskusi...)

e neni uvedeno, jakymi typy pasti, v jakych &asovych intervalech ¢i dennim rezimu byly
dospéli komati sbirani a jak byly vzorkovany vodni plochy pro odber larev a kukel

e Tissue Lyser pro homogenizaci vzorki pracuje na principu rychlého kmitani
(vibracich, uvadéno v Hz) Zelezné kulicky, ktera drti tking, ale posluchacka v praci
uvadi otacky? Proc?

o prot se sekvenovaly pozitivai vzorky (PCR kontroly), kdyZ $lo o sbirkove kmeny?

e proé nebyly vzorky stérd z orofaryngu a kloaky vy3etfeny molekulamimi metodami na
dany subtyp viru nebo dale vyuzity k izolaénim pokusim?

e uobr. 9 a 10. chybi uvést autora snimk

Komentar k vysledkiim:

Vysledkova &ast prehledné shrnuje vysledky arbovirového vysetteni, vySetfeni protilatek
k AIV u racki tiprstych a zjisténi H subtypu a podava ucelené informace o metaanalyze dat k
vyskytu protilatek a prevalenci AIV u migrujiciho ptactva v Arktidé.

e str. 38 — jak si posluchatka vysvétluje bandy v jiné vySce nez kontrola u Phleboviru
v fedénich 10° a 10" a soudasné jak lze vysvé&tlit nizky detekéni limit vzhledem
k ostatnim testovanym ¢eledim arbovirti?

e str. 43 mize posluchatka naznadit, o jaké nespecifické smési molekul Slo v pfipadé
sekvenace ,,potencialnich* orbivird (vzorky 14, 43 a 47)? v diskusi uvadi, ze slo o
selhani PCR??? nebo amplifikace bez templatu???

e jaka byla skutecna role posluchagky u sbéru dat pro metaanalyzu a jejim nasledném
zpracovéani. Dle DP se na analyze podilela fada daldich kolegh. Z jakého poctu
publikaci se vychazelo pfi metaanalyze (u takovychto studii to byva zvykem uvadét).

Komentaf k diskusi a zavéru: :
Diskuse i Zavér solidné komentuji ziskané vysledky v porovnani s publikovanymi daty a
rozviji dal$i mozné smé€ry vyzkumu.
o v diskusi poprvé zminéno, podle jakého kli¢e byli ur¢eni komafi (patfi do metodiky)
o v kapitole 5.1.2 mi chybi vice rozvést roli klistat (pfedevsim Ixodes uriae) v pienosu
arbovirt v severnich oblastech, vyznamna role migrujiciho ptactva, publikovana fada
studii viz Gvod...

Obecné dotazy uchazeéce:

1. Mohla by uchazetka blize specitikovat pojmy jako vektor, hostitel ¢&i rezervoar
v problematice arboviry pfenaSenych nakaz?




2. Jakd jimd zoonotickd agens (neZ v praci popisované arboviry a chfipka) se mohou
vyskytovat v polarnich oblastech véetné Arktidy ¢i Antarktidy?

3. Jaky je osobni pohled uchazetky na velmi diskutovanou roli globalnich klimatickych zmén
v §ifeni vektorli ndkaz pravé s ohledem na introdukci viri do polarnich oblasti?

Chtél bych podotknout, Ze mé pfipominky nesniZuji poctivou praci odvedenou na DP
a negativni vysledky vySetfeni arbovirii nejsou jisté chybou uchazetky, ale jsou zplisobeny
fadou okolnosti, které piehledné komentovala v diskusi. Navic ¢ast metaanalyzy o vyskytu
ptati chfipky v polamich oblastech bude jist¢ kvalitnim piispévkem pro sestaveni
impaktované publikace.

Zavérem:
Pfedkladana prace splfiuje naroky kladené na diplomovou praci, a proto ji doporuduji
k obhajobé.

S dravem,
{8
doc. RNDr. Ivo Rudolf, Bh.D.

Ve Valticich dne 19.5.2018 1




