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Oponentsky posudek na bakaléafskou praci Kristyny BroZové

Studium prevalence Giardia intestinalis

PredloZena bakalaiska prace Kristyny BroZové se zabyva problematikou prevalence parazita
Giardia intestinalis u lidi a riznych druhi zvifat. JelikoZ se jedna o parazita se zoonotickym
potencialem, jde o aktualni téma.

Bakalafskéa prace je stylisticky dobfe zpracovana, je Ctiva a piehlednd. Prace &itd 43 stran
véetn& seznamu literatury. Uvod na 11 stranich je p€kné strukturovany, srozumitelny,
pfiméfené dlouhy, a obsahuje vSechny nezbytné informace. Cile prace jsou jasné formulovany
a splnény. V dil¢ich cilech prace chybi experimentalni infekce zvitat. Dosazené vysledky na 6
stranach jsou srozumitelné a dobfe ¢lenéné. Diskuse na Gictyhodnych 7 stranach je piehledné
zpracovana a opira se o vlastni vysledky. Seznam pouzité literatury ¢&ita 10 stran ptivodnich i
recentnich publikaci.

Prace obsahuje nevelké mnozstvi gramatickych chyb a preklepd. JelikoZz se jednid o
bakalafskou praci zaméfenou na konkrétniho parazita a jeho diagnostiku v&etn& dlagnostnky
mikroskopické, uvitala bych v Uvodu v kapitole 1.1. jesté obrazek s morfologii a popisem
struktur u obou vyvojovych stadii. V kapitole III. Material a metody postradam v podkapitole
3.1.2. specifikaci semikvantitativniho hodnoceni intenzity infekce (tj. kolik cyst pfedstavuji 1-
4 kfizky), a odkaz na prislusnou literaturu k této problematice, jelikoZ jsou vysledky dle této
metody zhodnoceny v kapitole Diskuse. V kapitole 3.2.2. chybi mnoZstvi DNA pouzité k
PCR (namisto objemu je zde uvedeno znaménko ,x*). Ani v kapitole Cile prace, ani v
metodice v kapitole 3.3. neni uvedeno, pro¢ byly provadény experimentilni infekce
piskomild. JelikoZ se jedna i o velmi kratkou kapitolu, piisobilo to na mé zprvu jen jako
,»Vvykiik®“, ktery s bakalafskou praci patrné nesouvisi. Az ke konci kapitoly Diskuse na strané
30 se poprvé jen tak ,mezi feci* lze dozvédeét, pro¢ vlastné tato infekce probéhla a k ¢emu
méla slouzit.

Zadani bakalarské prace nebylo zvoleno uplné §tastn€. Hodnoceni prevalence by mélo byt
interpretovano s opatrnosti, a vzdy vztazeno ke konkrétnimu poctu celkem vySetienych
jedinct ¢i vzorki. Velkou ulohu ptitom hraje vybrany soubor vySetfovanych jedinct, kritéria
vybéru jedincl, vlastnosti jedincd, a lokalita/izemi (velikost, charakter), na kterém bylo
Setfeni provadéno.

Proto nelze vysledky (kapitola 4.1.) interpretovat tak, Ze prevalence zvitecich vzorkd ¢inila
4,9 %, a poté sloucit dohromady vysledek ziskany vySetfenim lidskych a zvitecich vzorkd a
tvrdit, Ze celkova prevalence tedy ¢ini 1,3 %. Jiz sloueni vSech skupin zvifat v jedinou je
diskutabilni. Chapu, Ze pro ucely bakalafské prace to postacuje, nebylo by to v§ak mozné v
odborném ¢lanku. V celé bakalafské praci neni uveden pivod analyzovanych vzorkt (ani v
Pfilohach, kam se tyto informace bézné uvadéji), takze jiz nevime, zda se prevalence 4,9 % u
zvitat, pripadné 0 % u lidi, tyka celé Ceské republiky, nebo jen nékolika oblasti, p¥ipadné
pouze jihoceského kraje. I proto je jakdkoliv procentualni interpretace zavadéjici. V diskusi
Kristyna Brozova uvadi srovnani prevalence v industrializovanych a rozvojovych zemich,
avSak pouze v procentech. Naptiklad: ,,V Némecku byla dle price Sagebiel et al. (2006)
zjiSténa prevalence 1,5 %, v Portugalsku se pak ukézala prevalence vyssi, a to 6,8 % (Julio et
al. 2012). Naopak v Argentiné Minvielle et al. (2008) detekovali prevalenci 72 %". Zasadni



nedostatek této ¢asti diskuse spatfuji v tom, Ze zde neni uveden celkovy pocet vysettenych a
pozitivnich jedincd, ke kterym se dané procento vztahuje, ani zda se jednalo o né&jaky
konkrétni region v téchto zemich. Nevime tedy naptiklad, zda se v ptipadé Némecka jednalo
o vySetfeni 150 jedincl, z nichZ byli 2 pozitivni (coZ by ptiblizné odpovidalo prevalenci
zjiSténé v bakalarské praci studentky), nebo o vysetfeni 1000 jedincti, z nichZ bylo pozitivnich
15. Rovnéz v piipad€ Argentiny mohlo jit o 72 pozitivnich jedinct ze 100 vySetfenych. Je ve
¢lancich Sagebiel et al. (2006), Julio et al. (2012) a Minvielle et al. (2008) pocet vy3etfenych
jedincl uveden?

Ke zpracovani tématu jako takového nemam nejmensi pfipominky, pouze bych byla
zdrZenliv€jsi pfi interpretaci prevalence ve vysledcich a v diskusi; téma by bylo mozné
jednoduse nazvat ,Detekce Giardia intestinalis“, &imz by byl tento problém/nedostatek
vyfesen, jelikoz prace pojednava piedevs§im o hodnoceni senzitivity a specifity jednotlivych
metod pro detekci G. intestinalis.

Velmi ocenuji to, Ze Kristyna BroZova ve své praci pouzila a zvladla pracovat s velkym
mnoZstvim nejriznéjSich diagnostickych metod a postupt (koprologické vysetieni trusu,
mikroskopie, metody molekularni biologie, prace s kulturami parazita, experimentalni infekce
zvifat), které jsou €asov€ narocné, a zcela tak presahla pozadavky kladené na bakalaiské prace
na PrF JU. ’

K praci mam nasledujici dotazy:

1. Z jakého diivodu jste pro vySetfeni na piitomnost G. intestinalis nepouzila viech 411
diive ziskanych vzorkG? Nemohla se prevalence s piipadnym zvySenim mnoZstvi
vySettenych vzorkl zménit? Jakym zplsobem jste vybirala vzorky, které budou a
nebudou vysetieny?

2. V kapitole I. uvadite, ze ,,V USA je rocné€ giardii infikovano kolem 20 tisic lidi,
zatimco celkové ve svét€ je to roéné kolem 280 miliond lidi. “ Opravdu se v USA
jedna o tak nizky pocet? Z jakého divodu byly ke srovnani vybrany pravé USA a
Malajsie, a pro¢ je v jedné vété prevalence v USA vyjadfena konkrétnim Eislem,
zatimco v Malajsii je uvedena v procentech?

3. Na strané 7 uvadite, Ze vypové€dni hodnota koproskopickych metod pro detekci
giardidzy muiize byt ovlivnéna i zkuSenosti diagnostika. V ¢em spociva tato zaludnost?

4. V kapitole 1.5. se zabyvate problematikou terapie giardiézy. Do jakych skupin pati
léciva, ktera zmifujete (tj. tinidazol, metronidazol a albendazol), a jakym
mechanismem pisobi? Znate i né€jaké obchodni nazvy 1é€iv z téchto skupin, které se
pouzivaji napriklad v nasi republice? A jak je to s terapii u zvifat?

Posledni dvé véty této kapitoly si odporuji. Mohla byste je vice vysvétlit?

5. Na stran¢ 14 uvadite, ze zbylou Cast vzorku jste zamrazili pro pfipadné pozdéjsi
pouziti. Nepopraskaji cysty giardii mrazenim?

6. Pii purifikaci PCR produkt z gelu pomoci kitu dochazi k velkym ztratam. Z jakého
divodu jste nepouzila dnes jiZz bé€zné€ uZivanou enzymatickou purifikaci PCR
produktl, ktera ma mnohem vyssi efektivitu, a navic je i Casov€ uspornéjsi? Nemohla



by to byt i jedna z pfiCin, pro¢ se nékteré produkty nepodafilo osekvenovat v
pozadované ¢i ocekavané kvalité?

7. Jakym zplsobem probéhla volba rozpéti teplot gradientu (tj. 55-56 °C) pro otestovéni
nejvhodnéjsi teploty annealingu? Mam tim na mysli, pro¢ jste nepouzili napiiklad
rozpéti teplot 48-60 °C (nebo jiné)?

8. Ve vysledcich v kapitole 4.2.2. pisete, ze ,PCR pro geny BG a SSU rRNA
neprokdzaly dostate¢nou specifitu pro zachyceni piitomnosti G. infestinalis v
pozitivnim vzorku trusu“. Co ukazovaly tyto sekvence se smidenym signélem, tj. jaké
taxony byly zjistény BLAST analyzou téchto sekvenci?

V gradientové PCR vysly u kazdého genu pozitivni PCR produkty o pozadované
velikosti pfi nékolika riznych teplotach (viz Obr. 4-6). Dali jste osekvenovat viechny
tyto produkty?

9. ZkouSela jste PCR vzorku psa, ktery byl koproskopicky pozitivni na pfitomnost
giardii, opakované, nez jste ho prohlasila za PCR-negativni?

10. Cilem prace bylo zjistit prevalenci G. intestinalis u zdravych lidi v CR. Definujte
termin ,,zdravy ¢lovék®, a podle jakych kritérii jste takové lidi do své studie vybirala?

I pfes vznesené pfipominky praci povazuji za kvalitni, ocefiuji zejména jeji zpracovani a
mnozstvi pouzitych metod, a jednoznaéné ji doporuéuji k obhajobé.
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