Posudek diplomové prace Be. Kristyny Haltufové Dospélci véely medonosné (Apis
mellifera) jako prenaSeci a reservoar moru vceliho plodu (Paenibacillus larvae).

Diplomova prace Kristyny Haltufové pojednava o ptivodci moru véeliho plodu, ¢imz
tematicky navazuje na svou bakalafskou praci. Pfedem musim fici, Ze jsem se s Kristynou
Haltufovu setkal pii praci v terénu pii odbéru vzorkid a ocenoval jsem zdjem pro danou
problematiku a aktivni pfistup.

Prace je ¢lenéna klasickym zplisobem (tivod, materidl a metodika, vysledky a diskuse).
Uvodu, metodice a vysledktim je vénovana zhruba stejna &ast prace (17, 12 a 14 stran textu
véetné tabulek, grafii a obrazki), diskusi v§ak méné (5 stran).

V tivodu se studentka vénuje charakteristice a popisu pivodce moru véeliho plodu, priibéhu
onemocnéni 1 praktickym aspektiim a postupim pfi prokdzani této nemoci vcel. Pti popisu
diagnostikych metod mozna pfili§ zabihd do principi molekularnich metod, které jsou
vSeobecné jiz znamé. Ziejmé proto mi chybi piehled zndmych praci a jejich vysledki, které se
vénovali moru vceliho plodu s ptistupem qPCR detekce, kdyz to je kli¢ova metoda
zpracovani vzorkt pro diplomovou praci.

V metodické casti je detailné popsan postup zpracovani vzorkt. Zde podotknu, ze ziskani
vzorkil ze vcelstev v ptipadé moru vceliho plodu provazi nelehké prace, protoze se jedna o
nebezpecnou ndkazu dle Veterinarniho zékona a pfi jejim potvrzeni se vyhlasuji mimotadna
veterinarni opatieni. I proto je pifedloZend diplomova prace unikatnim souborem dat. Bohuzel
uz dale musim také konstatovat, zZe data nejsou pIn€ zpracovana tak, jak by mohla byt. Ve
vysledcich se vzajemné prolinaji ¢asti vSech 3 dil¢ich cilu a je tfeba opakovaného se vraceni
k textu i tabulkam na rtiznych stranach, aby byl jasné patrny vysledek a dosazeného cile.
Vsech 3 dil¢ich cili bylo dosazeno, 1 kdyZ ne pln¢€ jasné popsano a diskutovano. V praci se
spravné vyuzilo obecnych bakteridlnich primert, specifickych primera pro Paenibacillus
larvae, nasledné i nested PCR, sekvenovani a qPCR. Musim fici, ze jsem se ztratil, a ne plné
poznal, které a kolik vzorkl bylo falesné pozitivnich, protoze nasledné sekvenovani odhalilo
jiné bakterie. Prvni cil, ktery srovnava veelstva P. larvae pozitivni, avSak bez klinickych
priznakd, pied a po pfemeteni na mezistény predstavuje velmi zajimavé vysledky. Zcela
neocekavané se qPCR prokazalo, Ze paradoxné i po pfemeteni pfitomnost P. larvae

Vv délnicich stoupla. BohuZel jiZ zminénym sekvenovanim vlastné nevim, jestli jsou to
hodnovérné a spravné vysledky, pfipadné které vzorky se mohli, diky nejasnosti pfi
zpracovani, do vyslednych tabulek a grafii vyhodit. Nemohu souhlasit, Ze by pfemeteni
véelstev v prevenci moru veeliho plodu nefungovalo — i sama studentka piSe, Ze na dané
lokalit€ jiz klinika moru nepropukla. Zajimavy a unikatni vysledek byl dosazen pravé
vyuzitim qPCR. V druhém cili se studentka vénuje porovnani qPCR v klinicky pozitivnich a
negativnich veelstvech, coZz mélo vést také k zavérim a dosaZeni tietiho cile, ktery mél
objasnit limity detekce qPCR. Diky spolupraci s kolegy z VUV¢ studentka porovnala data s
vysledky ziskanych klasickym piistupem kultiva¢nich metod vySetteni vzorkl. Zde by mi
ptislo idedlni vSechna data ze vSech vcelstev propojit v jedné tabulce nebo grafu, coz by
ukazalo jasné limity detekce a piesnost analyz. BohuZzel sama studentka konstatuje, ze diky
neprokazani P. larvae v nékterych vzorcich sekvenovanim neni vhodné ani toto provést.
Bohuzel nejsem schopen posoudit, zda byly vzorky nevhodné zpracovany nebo doslo

k obycejné kontaminaci béhem zpracovani. Studentka spravné diskutuje vyznam teploty tani
pii qPCR, ale tim se dostavame Cisté k metodickému pojeti prace, které nebylo cilem.
Opakovanym zpracovanim by se jisté dosahlo kyzeného vysledku a diagnostice. K obhajobé
bych doporucil se drzet vyty¢enych 3 dil¢ich cild a dat k nim jasné vysledky a odpovédi, tak
jak to vytykdm vyse. qPCR jisté bude pfedstavovat v brzké dobé alternativu ke klasickym



kultivacnim metodam, které vyuzivaji moznost kvantifikace P. larvae ve vzorku, coz je
klicové pii feSeni ohnisek a ochrannych pasem moru véeliho plodu v terénu.

Z praktického hlediska by mne zajimalo Casové i finan¢ni srovnani vySetieni vzorkti pomoci
kultivace a qPCR. Lze ozdravné opatfeni pfemeteni vcelstev na mezistény provadét kdykoli
behem roku?

Diplomovou préci Kristyny Haltufové ptes uvedené vytky doporucuji k obhajobé.
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