Oponentsky posudek na diplomovou praci Marka Broze ,,Tazni psi v Arktidé jako
potencialni zdroj parazitarnich infekei lidi a volné Zijicich zvirat «

Ve své magisterské praci se Marek Broz vénoval problematice parazitirnich infekci u pst
chovanych na Svalbardu. V praci navazuje na svou bakalafskou praci se stejnou
problematikou. Bakalafskou préci jsem nevidé€l a nemtzu tedy pfimo porovnat kvalitativni
posun (metodika, zpracovani vysledkd atd.). BohuZel pocet nalezenych paraziti je velmi
nizky, niz§i neZ v predchozi préci. Je také Skoda, Ze pocet odebranych vzorkd z Gronska je
velmi maly a neumoziioval by jakékoli porovnani snalezy ze Svalbardu, coz by dalo
magisterské praci jist€¢ mnohem vétsi kvalitu.

Price je po formalni strance v pofadku. Je psidna velmi dobrou &e$tinou. K praci mam
ndasledujici konkrétni otazky, pfipominky a ndméty pro pfipadny navazujici vyzkum.

V pfipad¢€ negativnicch vzorkd bych doporucil otestovat zda PCR nemize byt ovlivnéna
piitomnosti inhibitorti, které se ve vzorcich exkrementl vyskytuji (pfestoze byl pouZit kit,
ktery ma inhibitory odstrafiovat). A to pfidat pozitivni DNA do PCR k né€kolika vybranym
vzorkiim. Déle bych doporucil testovat U¢innost izolace DNA tak, Ze se prida k ¢asti vzorku
pted izolaci DNA uréené mnoZstvi spor nebo oocyst parazita a provede se izolace DNA
s naslednou PCR. Tim lze jednoduSe otestovat to, Zze v pfipadé pfitomnosti parazita je
molekularni metodika u¢inn4. Bylo by urcité i praktické a uzZitené pro budouci vyzkum
otestovat detekéni limit pro jednotlivé parazity — tzn. pokud jsou v laboratoti dostupné spory
nebo oocysty parazit, tak pifidat ke vzorkiim jejich dané mnozstvi a zjistit tak limitni
mnozstvi pro jejich detekcei

V nasi laboratofi pouzivame DNA stool kit, ktery v protokolu zahrnuje i rozdrceni materilu
pomoci zirkonovych kuli¢ek — to je vhodné pro poruSeni velmi odolné sté€ny spor (oocyst)
parazitl. Zahrnuti tohoto kroku by mohlo zvysit Sanci na detekci paraziti.

Ptedpokladam, Ze pozitivni kontrola obsahovala kvalitni DNA o dobré koncentraci. To Ze
vychézi pozitivni kontrola je zndmka dobfe provedené PCR reakci, ale nemusi to znamenat,
Ze mé testované vzorky jsou negativni, obvzlast’ u problematickych vzorka z vykali. Byla
vyzkou$ena i jind polymeraza, kterd by mohla byt vhodné&jsi pro dané vzorky?

V uvodu je tvrzeni (str. 6), Ze s klesajici diverzitou hostitelii v zavislosti na zemé&pisné §ifce
lze ptedpokladat, Ze parazitofauna Zivo€ichli bude druhové chudsi. To je uréité pravda — je
relativni mnozZstvi parazitli vztazené na jednoho hostitele také niz§i? Pokud ano, pro¢ by to tak
mohlo byt?

Jakd antiparazitika se pouZivaji u psti na Svalbardu? Piisobi i na protisty (kryptospodridie,
mikrosporidie)? je prakticky nulovy zachyt parazitG zpdsoben pravé pouzZivanim téchto
antiparazitik? Jsou pfisné veterinarni kontroly dodrzovany z dlivodu ochrany taznych pst pred
pavodnimi parazity, nebo je to ochrana voln¢ Zijicich zvifat pfed zavleCenymi parazity?

Lze v soudasnoti bezpeéné urcit, ktefi paraziti karnivorti jsou v arktidé pavodni, a ktefi sem
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Jak lze poznat, Ze pes nakaZeny parazitem hosti v lokalit¢ ptivodniho parazita nebo parazita,
kterého si ptivezl sebou?



Podet nalezenych parazitii je Zalostn& nizky. To nelze pii¢ist jako chyba (doufam) autorovi
prace, protoZe se neda pfedem predikovat, jestli budou hostitelé infikovani. Nicméng to bylo
velmi riskantni zadani magisterské prace. U bakaléfskych praci to podle mého nazoru nevadi,
ale magistersky student by mél i prokazat, Ze krom& dobfe zvladnuté metodiky umi i
analyzovat vysledky. Nast&sti se podafilo ziskat asponi sekvence E. bieneusi ze Ctyt vzorki a
mikroskopicky zachytit v jednom vzorku Toxocara canis. U mikroskopické dokumentace T.
canis bych uvital n&jakou morfometrickou anayzu a nasledné porovnani s udaji v literatufe o
T. canis. Pokud bylo nalezene vic neZ jedno vajitko tasemnice ve vzorku, byla by ur¢ité
vhodnéj3i tabule s vice vajicky, tak aby byla dokumentovéna jejich rozmanitost.

Pro¢ nebyla zvolena PCR diagnostika také u jinych druhii parazitii, napf. u Toxocara canis,
kterou se podafilo identifikovat mikroskopicky?

Nejsem odbornikem na fylogenetickou analyzu mikrosporidii, ale nezd4 se mi vhodné pouZity
outgroup mikrosporidie rodu Nucleospora pro odhaleni pfibuznosti izolath E. bieneusi.
Neexistuje jina blizsi sekvence piibuzn&jsitho druhu mikrosporidie? Diky dlouhé outgroupové
vé&tvi jsou ingroupové vétve velmi kratké a tudiZ rozliSeni izolatl E. bieneusi ve stromu Spatné
Citelné.

Nejsem také odbornik na barevné spektrum a vystaéim si s trojici zdkladnich barev RGB,
které i vidim na obr.6, fialovou, na kterou se odkazuje legenda pod stromkem tam nevidim.
To je samoziejmé poznamka na odleh¢enou, spi§ postradim jasné vyznacené nové ziskané
vzorky v piedkladané praci. Mizu jen odhadovat, Ze to budou vzorky s kédem obsahujicim
&islo 2017, je to tak?

Tab. 1 tykajici se meziskupinové nukleotidové diverzity: prosim o vysvétleni statistickych
udajt z této tabulky (s touto statistikou jsem se nesetkal a zajimala by m¢)..

Z ptiloZzeného alignmentu ITS sekvenci (ptiloha II) jsou zjevné pomé€rné velmi vysoké
nukleotidové rozdily mezi skupinami — tyto rozdily odhaduji v n€kolika desitkach procent by
byly u vétdiny organismi povazovany za rozdily pfinejmen$im na druhové urovni. Prosim o
uvedeni nukleotidovych rozdili u zastupcii skupin — kratkou distan¢ni tabulku, kterd by podle
mne kaZdopadné lépe charakterizovala sekvenéni podobnost izolath nez Tab.1 (v programu
Geneious velmi jednoduse proveditelné).

P¥es vznesené piipominky doporuduji diplomovou praci Marka Broze k obhajobg,

V Ceskych Budgjovicich, 18. 1. 2019

RNDr. Ivan Fiala, Ph.D



Oponentsky posudek

na diplomovou préci Bc. Marka Broze

»lazni psi v Arktidé jako potenciondlni zdroj parazitarnich infekci lidi a volné Zijicich
zvirat®

Diplomova prace Marka BroZe na 32 stranach zpracovava problematiku parazitarnich infekci
u pst ze dvou arktickych oblasti. Celkova uprava piedloZené prace odpovidd pozadavkim
kladenym na diplomovou praci.

V avodni ¢asti autor struéné charakterizuje specifika Arktidy, pst, ktefi zde Ziji, a parazitofauny
detekované u psti a psovitych Selem z arktickych oblasti, jelikoZ cile prace byly nasledujici:

-shromazdit koprologicky material taznych pst, vySetfit ho pomoci molekularnich a
koncentra¢nich metod na ptitomnost stievnich paraziti

-na zéklad¢ vysledkii posoudit moZnost pfenosu parazitarnich infekei na ¢lovéka a volné Zijici
zvitata, zhodnotit epidemiologicky vyznam taznych psi.

Ackoli je kapitole Material a metodika vénovano 8 stran, vlastniho sbéru a zdroje materialu se
tyk4 pouhych sedm radkt, dvé mapy a tfi fotografie. Postradam informaci, zda se jednalo o
Cerstvy trus nebo i trus star$i. Byl trus identifikovan a tedy shodny vZdy s jednim psem nebo
Slo o ndhodny sbér a mohlo by se jednat i o n€kolik vzorkd od jednoho jedince (pak nelze
hodnotit prevalenci)? Kolik pstt bylo v kazdé stanici? Kolik vzorkh bylo ziskéno z kazdé ze t¥
stanic? Pro¢ bylo z Gronska ziskano pouze Sest vzorkd? Jsou znama néjaka data jako ptvod
psti (diskutovany v praci jako vyznamny ukazatel), pohlavi, vék? Za velmi diileZitou informaci
povazuji také, zda je znamo, ¢im byli vySetfovani psi krmeni (mraZené/vafené maso, ryby,
granule...) a v neposledni fad¢, kdy a ¢im bylo provedeno posledni od&erveni sledovanych pst.

V metodické ¢asti by bylo vhodné doplnit, jak dlouho byly vzorky skladovany neZ byly
vySetieny, jelikoZ v dichromanu dochazi ke sporulaci i rozpadani oocyst kokcidii, a také k
ryhovani a pozd&j$imu rozpadu vylihlych larev rhabditidnich a strongylidnich hlistic.

Piedpokladam, Ze pted izolaci DNA ze vzorku trusu byl dichroman ze vzorku vymyt, je to tak?

U PCR je uvedeno, Ze ,, Soucasti kazdé PCR reakce byla také pozitivni a negativni kontrola. U
vSech parazitd byl pozitivni kontrolou osekvenovany vzorek.“ Pominu-li, Ze se dozajista
nejednalo o pfidani pozitivni a negativni kontroly do kazdé PCR reakce, ale tyto dvé kontroly



tvotily kazda svoji reakci v setu PCR reakcei, bylo by vhodné uvést, co bylo negativni a zejména
pozitivni kontrolou, co si mdme pfedstavit pod pojmem ,,0sekvenovany vzorek®.

V kapitole vysledky bych doporudila pozménit nazev odstavce 4.1 ,,Ptitomnost dospélych
helmint ve vykalech” na ,,Makroskopicka detekce helminti ve vykalech”, jelikoz se muZe
jednat (zejména po odCerveni) i o nedospélé helminty nebo jen jejich ¢asti (napt. ¢lanky
tasemnic).

Za zcela zavadgjici, povazuji informaci o detekci silné infekce Toxocara canis dokladovanou
fotkou vajicka (Obr. 5), kde je naprosto jednoznacné vaji¢ko Toxascaris leonina. Mohl by autor
vysvetlit, zda jde o chybu v ur€eni rodu Skrkavky nebo o chybu v doloZené fotografii. Prosim,
aby autor uvedl jaké morfologické znaky jsou typické pro vaji¢ka rodu Toxocara a jaké pro T.
leonina? Cim se 1isi T. leonina od T. canis ve svém vyvojovém cyklu? Jaky je zoonoticky
potencial 7. leonina?

K tématu odolnosti vajicek Skrkavek (viz Diskuze strana 24 nahote), bych jest¢ doplnila, Ze
zachyt vajicek v pade [32,5% vzork jak cituje (nikoli uvadi) Gillespie 1988 z Ghadirian, E. et
al. (1976) Can. J. Publ. Hlth 67, 495] jesté neznamena, Ze tato jsou i Zivota/infekce schopna!

Ocetiuji vyhodnoceni vysledkti a diskuzi tykajicich se E. bieneusi, ackoli je na snad¢ jiZ
zmin&na otazka, zda se jednalo o pozitivni vzorky od riznych jedinct nebo alespoii o vzorky
z riznych psich stanic. Slo o jiné stanice/lokality oproti citovanym pozitivnim nalezim (Broz
2016)?

Na autora mam kromé vyse uvedenych jesté dva dotazy:

e Vavodni ¢asti je zminén pokles mnozstvi ledu v souvislosti s globalnim oteplovanim
(Serreze et al. 2007). Existuji n&jaké recentnéjsi publikace (nez uvedena jedenact let
stard citace), které by se zabyvaly se stejnou problematikou?

e Pro¢ je v celé praci misto &eského pojmenovani Spicberky pouZivan norsky nazev
Svalbard?

Souhlasim se zavérem, Ze dle vysledki této prace je ve sledované oblasti parazitofauna u pst
velmi skromna. Pravdépodobné i diky chladnym zimam, jak uvadi autor v diskuzi. SpiSe ale
neZ spekulace o potenciondlnim riziku infekei pro lidi, ktefi do téchto oblasti v ramci turismu
stale Casté&ji ptijizdi, bych povazovala za vhodné vyzdvihnout tento nizky zachyt a tedy téméf
nulové riziko infekce ve srovnani s oblastmi turisticky vytizeng&j$imi nebo i u nés ,,doma* napf.
zminénd Toxocara (Dubna et al. 2007. Contamination of soil with Toxocara eggs in urban
(Prague) and rural areas in the Czech Republic. Vet Parasitol 144:81-6; Macuhova et al. 2013
Contamination, distribution and pathogenicity of Toxocara canis and T. cati eggs from sandpits
in Tokyo, Japan. J Helminthol. 87:271-6.)



Velmi oceiiuji zvolené téma a myslenku, Ze by sledovani potencionalné rizikovych patogenti
v arktickych oblastech nemélo ustrnout, zejména s ohledem na globalni oteplovéni.

PfestoZe jsem polozila mnoho dotazli, véfim, Ze je autor prace snadno zodpovi a zminéné
nejasnosti uvede na pravou miru. Préci tedy doporucuji k obhajobé.

V Brné, dne 16.1. 2019
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