Oponentsky posudek na bakalarskou praci Katky Mansfeldové na téma:

Diseminovana latentni mikrosporidiéza jako potencialni pri¢ina

ohrozeni lidského zdravi

Studentka si pro svou praci zvolila pfimy prukaz pfitomnosti spor mikrosporidie rodu
Encephalitozoon v lidskych vzorcich mozkomiSniho moku pomoci metody PCR. Rod
Encephalitozoon patfi mezi nejrozsifenéjSi mikrosporidie, které infikuji ¢lovéka a které na
rozdil od ostatnich mikrosporidii mohou u ¢lovéka zpusobovat diseminované infekce
postihujici témér vSechny organové soustavy. Jedna se o oportunni mikroorganismus,
ktery zpUsobuje zavazna onemocnéni zejména imunokompromitovanych pacientu.

Studentce se podafilo naplnit cile této prace, jimiz bylo sepsani literarni reSerSe na
dané téma, pomoci molekularnich metod vySetfit vzorky mozkomiSnich mokl na
pfitomnost mikrosporidii rodu Encephalitozoon, v pozitivnich vzorcich kvantifikovat
mnoZstvi spor pomoci kvantitativni RT PCR a vyvodit zavéry ze ziskanych dat v souvislosti
s epidemiologii mikrosporidioz.

Pfedlozena bakalafska prace rozsahu 31 stran je psana Ctiveé a celkem
srozumitelnym jazykem s minimem chyb a pfeklepu. Na str. 5 mi nedava upiné smysi
spojeni zavazné latentni infekce, bud je infekce zavazna s pfiznaky anebo latentni
asymptomaticka, Cekajici na svou prilezitost. Mohla byste prosim vysvétlit, co je to
diseminovana latentni mikrosporidiéza?

Prace je klasicky ¢lenéna do jednotlivych kapitol.

Literarni pfehled je tvofen 10 stranami, na kterych se &tenar blizce seznamuje se
zakladni biologii, morfologii a vyvojem taxonomie mikrosporidii, pomérné podrobné jsou
zde popsany projevy mikrosporididzy, detekce infekce a jeji 1éEba s dirazem na infekce
zpUsobené rodem Encephalitozoon.

Z kapitol Materidly a Metody je zfejmé, Ze autorka zvladla Sirokou $kalu
laboratornich technik spojenych s molekularnimi metodami (izolace DNA z mozkomisniho
moku ¢i kontrolni DNA z infikované in vitro tkanové kultury, vlastni PCR reakce, nasledna
charakterizace a extrakce ziskané DNA a kvantitativni stanoveni poCtu spor pomoci qRT
PCR). Na str. 16 v odstavci 3.2 Koncentrace mozkomisnich mokl — centrifugace, neni
jednoznacné, kterou &ast vzorku po centrifugaci jste pro vlastni izolaci DNA pouzila, byt
rozum veli, Ze supernatant to jisté nebude. Otazky k metodice:

1. Pouziva se oznaceni primeru vnitini a vnéjsSi obecné pro PCR?



2. Jakym zpusobem jste se podilela na sekvenaci ziskané DNA a na hodnoceni
sekvenovanych dat?
3. Co jste pouzila jako pozitivni a negativni kontrolu pfi qRT PCR?

Z vysledku je patrné, Zze se studentce Uspésné podafila i experimentalni ¢ast této
prace, a to detekce a urCeni genotypu mikrosporidii v nékolika vzorcich testovaného
likvoru. Zde bych se chtéla zeptat:

1. Jaka je citlivost, resp. limit detekce pouzité metody? Dle kalibraéni kfivky na
uvadite, ze v pozitivnich vzorcich bylo detekovano 3-50 spor na ml? Jak jste

k této koncentraci dosla?

2. Jak hodnotite ziskané vysledky ve vztahu k pacientim? Myslite si, ze by se

u pacienttl s pozitivnim nalezem mohlo jednat pravé o mikrosporidiézu CNS?

3. Jak si vysvétlujete, ze nejCastéjSim, resp. jedinym detekovanym genotypem

mikrosporidie byl ,,mysi kmen* Encephalitozoon cuniculi II?

V diskusi, ktera je psana jasné a zasvécené, autorka analyzuje ziskané vysledky
v konfrontaci s domaci i svétovou literaturou. Na konci diskuse zminiujete moznost
preventivniho testovani pacientll na mikrosporidiézu. Zkuste prosim navrhnout schéma
postupu pro rutinni screening mikrosporidiézy (u jakych pacientd, zjakého

materialu, jakou metodou, jaké mikrosporidie, kdy pomyslet na Iécbu)?

Predkladané téma mozné hrozby latentni mikrosporididézy pro pacienty se snizenou
kvalitou imunitni obrany se stava ¢im dal tim vic aktualni pravé s narustajicim poctem
sekundarnich imunodeficienci zplsobenych zejména biologickou terapii autoimunitnich ¢i
nadorovych onemocnéni, ktera vyznamné cili na funkci imunitniho systému. Skoda, Ze se
studentce nepodafila ziskat klinicka data u pozitivnich vzorkd. Domnivam se, ze by to
vyznamné pomohlo pfi stanoveni hranice pozitivity.

Studentka sepsanim této prace dokazala, Zze je schopna samostatné pracovat
s védeckou literaturou, planovat a provést experimenty, porovnat a vyhodnotit ziskané
vysledky. Predlozenou bakalafskou praci Katky Mansfeldové povazuji po strance formalni
I obsahové za spis, ktery spliuje standardni pozadavky kladené na diplomoveé prace na
PFirodovédecké fakulté Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich.

Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji stupném velmi dobfe.

V Ceskych Budéjovicich, 16.5.2023.
RNDr. Pavlina Tinavska, PhD.



