Oponentsky posudek na diplomovou praci Pavly snebergerové wStudy of Babesia
microti acquisition by ticks“

Ve své magisterské praci se Pavla Snebergerova zabyvala kvantifikaci Babesia microti béhem
sani klistéte, dale genovou expresi ve tkanich klistéte a také imunodetekci parazita jak
v obratlov¢im tak klistécim hostiteli.

Uvod préce je napsan velmi &tivé a &tenaf dostane uceleny piehled o dané problematice. Cile
jsou velmi smélé zahrnujici fadu tkolu, které béhem pomérné kratké doby, ktera je uréena pro
vypracovani magisterské prace, urcité nebylo lehké splnit. To se vSak povedlo velmi dobie a
vysledky, které budou bezesporu podkladem pro velmi kvalitni publikaci, svéd¢i o
nadstandartni kvalité¢ pfedloZzené diplomové prace a zejména o Sikovnosti a kvalitach
studentky. Prace je psana v anglickém jazyce, text je na vysoké jazykové Grovni a bude moci
byt z velké ¢asti pouzit do publikace.

V praci je minimum pieklepi a nenasel jsem zavaznéjsi nedostatky jak po formalni tak
obsahové strance (pouze v referencich se vyskytlo vétsi mnozstvi chyb, viz nize). Druhové
jména paraziti mohly byt doplnény autory popisu druhi, coZ je napf. v taxonomicky
zaméfenych pracich uplnou nezbytnosti a v magisterskych pracich by to mélo byt také
samoziejmosti, nicméné to nepovazuji v tomto typu prace za velky nedostatek.

K predlozené praci mam nasledujici pfipominky/dotazy:

1) Pro¢ byla vybrana pro studium pravé B. microti a ne B. divergens, které je hlavnim
puvodcem lidské babesidzy v Evropé?

2) Jakym divodem je fakt, Ze lidska babesioza se vyskytuje jen ziidka mimo evropsky a
americky kontinent?

3) Pro¢ si myslite, Ze kdyZz metoda nedetekovala Zadnou expresi genu ama-1 ve stievé
v prvnim dnu sani, tak Ze je velmi pravdépodobné (diskuse str. 46), Ze exprese genu
ama-1 piesto probihala, ale v miniméalnim mnoZstvi pod detekovatelnou hladinou
metody? Pak by jakékoli negativni vysledky mohly byt vysvétlovany dvojim
zplsobem, bud’ Ze je gen neexprimovany nebo Ze se exprimuje, jen expresi neumime
zachytit.

4) Prosim o doplnéni citace na strané 50 — informace tykajici se CCp2 v proteomu
sporozoiti C. parvum.

5) V magisterské praci by méli byt podle mého nazoru v referencich vypsani v3ichni
autofi citovanych publikaci nejen prvni autor (plus et al.). Déle jsou n€které Casopisy
uvedeny zkratkou a nékteré plnym jménem. A pokud’ jsou plnym jménem, jsou
vétinou chybné s malymi pismeny na za&atku slov ve jméné ¢asopisu (kromé prvniho
slova).

Diplomovou préci Pavly Snebergerové povazuji za vynikajici a viele ji doporuduji k obhajobé
s hodnocenim vyborné.
V Ceskych Budg&jovicich, 11. 5. 2019 r—
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Oponentsky posudek na diplomovou praci Pavly Snebergerové

Study of Babesia microti acquisition by ticks

Ve své diplomové praci se Pavla Snebergerova zabyvala studiem Babesia microti,
jednobunééného parazita se zoonotickym potencidlem, u BALB/c mys3i a u kli§fat druhu
Ixodes ricinus. Ke studiu byl zvolen parazit, ktery se v mnoha vlastnostech lisi od jinych
skupin a druhii babesii, a to jak svym Zivotnim cyklem, tak morfologii i fylogenezi, coZ z né&j
Cini zajimavy modelovy organismus pro vyzkum mechanismi vzniku a prenosu infekce.
JelikoZ se o dané problematice dosud mnoho nevi, jedna se o pomé&mé aktualni téma.

Diplomova prace je stylisticky velmi dobfe zpracovana, je &tiva a piehledna. Price ¢ita
55 stran véetné prehledu literatury. Uvod na 12 stranach je logicky strukturovan a je p€knym
vtazenim do dané problematiky. Cile prace jsou vSak na mij vkus uvedeny velmi stru¢né a
chybi mi zde informace, pro¢ byly jednotlivé kroky a cela prace vlastné provedeny. Ctenaf se
to dozvi aZ na zaCatku diskuse, coz je $koda. Dosazené vysledky na 19 stranich jsou
srozumitelné a odpovidaji stanovenym cilim. Diskuse na 6 stranach je velice zdafil4, poutavé
napsana, a opird se o ziskané vysledky. Seznam pouzité literatury &ita 4 strany pavodnich i
zcela recentnich publikaci uvedené fadkovanim 1. V praci velmi ocefiuji obrazky, které jsou
viechny velice kvalitni, ndzorné, a vzdy jsou doprovazeny piislu§nymi odkazy v textu. Prace
je po formélni strance v poradku a je nadstandardn& psana anglitinou na vysoké drovni s
minimem pieklepi a nepfesnosti v terminologii. Jako pfiklad uvadim pouziti terminu ,,rose* v
souvislosti napf. se zvySenou expresi genu, kde by bylo vhodnéjsi pouzit vyraz ,increased®,
nejednotné uzivani vyrazu ,time point* &i ,timepoint“ (dle slovniku by se mé&lo psat
dohromady), uvadéni ,,B. microti-positive a ,,B. microti-negative“ bez poml&ky, , life cycle®
psany dohromady, ¢i absence urcitého ¢lenu ,,the* v mnoha pt¥ipadech.

Kromé vySe uvedenych drobnych nepfesnosti, které jsou opravdu jen malo zavazné,
mam pfipominku pouze k seznamu pouzité literatury (kapitola 7.). Jednotlivé citace by mély
mit jednotny format, konkrétn€ tim myslim uvadét vSechny nazvy &asopisi bud’ celym
nazvem nebo platnou zkratkou (krasny pfiklad mate na strané 53: citace Hersh et al. 2012 —
plny nazev Casopisu; hned pod nim citace Herwaldt et al. 2003 — tentyZ nazev &asopisu
zkratkou). Jelikoz se jedna o diplomovou praci, povazuji za vhodné uvedeni vsech
(nebo alespori prvnich péti) autord dané publikace, a ne pouze jediného nasledovaného
zkratkou ,.et al.“ SniZuje to jinak vysokou uroven diplomové prace a budi ve mné dojem,
Ze autorka se psanim prace vyCerpala, a na tuto kapitolu ji jiZ nezbyly sily.

K prici mam nasledujici dotazy:

1. V kapitole 1.1.2. uvadite mozné zptisoby terapie babesiosy u lidi. Jak je tomu u zvifat?
Existuji n€jaka léCiva, ktera lze pouzit k terapii babesiosy naptiklad u psa?
O vyvoji vakcin proti babesiose se, pokud vim, mluvi jiz mnoho let. DoSlo v této
problematice v soucasnosti k n€jakému pokroku?
Na strané 4 v kapitole 1.1.2. uvadite, Ze FDA v roce 2018 schvalila testovani darcti
krve na pfitomnost Babesia microti. Jak je to v soucasnosti s timto testovanim darci
v Ceské republice?



2. V Gvodu price vysvétlujete zkratku AMA-1 (apical membrane antigen 1). Bylo by
mozné podobné vysvétlit i zkratku CCp2? Kolik ccp proteinti existuje? V priibéhu
diplomové prace se dozvidam, Ze miniméaln& dva (ccp2 a ccp3), pii€emz u B. microti
byl dosud popsan pouze ccp2.

3. V kapitole 3.7. uvédite, Ze teplota annealingu byla pro viechny dvojice primeri 60 °C.

Jednalo se o 12 dvojic primeri.(!) Je pomémé nepravdépodobné, Ze by teplota
annealingu vysla u tolika dvojic primerd, které amplifikuji rizné geny, jsou riizné
dlouhé a maji rizny GC obsah, zcela shodné (a jest¢ pomémé vysokd). Jakym
zpisobem byl stanovovan annealing pro jednotlivé dvojice primeri?
V praci postrdddm informaci o PCR protokolech. Byly rovnéz shodné pro viechny
amplifikované geny a pouzité primery (tj. protokol uvedeny v tabulce 2 na strané 18)?
RovnéZ chybi informace, z jakého zdroje/publikace byly PCR protokoly pfevzaty.
Tabulka 3 uvadi pouze zdroje, ze kterych byly ptevzaty konkrétni primery, a to jesté
ne viechny. Odkud jste ziskala napfiklad primery, u kterych je v poslednim sloupci
tabulky 3 pouze prazdné policko?

4. Soucasti prace bylo také potvrzeni, zda si mySi po infekci B. microti vytvéieji
protektivni imunitu, tj. zda jsou rezistentni vi¢i reinfekci. Zjistila jste, Zze pfi infekci
30. den po primarni infekci byl parazit po 14 dnech detekovin ve 3 mysich z 5.
Nemohlo se jednat o reinfekci? Pro¢ poté nebyly krevni néatéry sledovany i v dal3ich
dnech? Maite v planu se k tomuto vysledku vratit a znovu ho otestovat, pfipadné
ho detailnéji prozkoumat? Byla u infekci 60. a 90. den po primarni infekci také
provedena kontrola po 14 dnech? Z obrazku 20 vyplyva, Ze patrné ano, ale v textu
neni pravé tato pomérné dilezita informace nikde zminéna.

5. Pro€ jste pouzili k barveni krevnich natéri Diff-Quik? Nezkouseli jste barveni natért
podle Giemsy, které — pokud je tedy Giemsovo barvivo Cerstvé — je schopno lépe
probarvit krevni natér a jednotlivé struktury v krevnich buiikach? Jaky na to mate
néazor?

6. Zajimavé je zjisténi pfitomnosti B. microti ve slinnych Zlazach klistat jiz prvni den
sani klistéte, a Casna exprese ama-1. Planujete tento jev dale zkoumat?

7. Jak nalozite se ziskanymi daty v budoucnu? Planujete jejich publikaci?

Diplomovou préci Pavly Snebergerové povazuji za velice kvalitni, a viele ji doporuduji
k obhajobé s hodnocenim vyborné.

MVDr. Jana Kvicerova, Ph.D. A" Ceskych Budgéjovicich, 14. kvétna 2019
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