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Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Markéty Rehbergeroveé:

Vyvoj Toscana viru ve flebotomech

Magisterska diplomova prace Bc. Markéty Rehbergerové, se zabyva ovéfenim
kompetence k pfenosu fleboviru Toscana u né&kolika druh flebotom coby potencialnich
alternativnich vektor(l. Zvolené téma je zajimavé jak po strance zakladniho vyzkumu, tak
prakticky, z hlediska odhadu rizika infekce pro lidské populace v oblastech vyskytu
prokazanych a alternativnich vektord.

Prace je napsana peclivé, &tive, a pokud mohu soudit, tak pé&knou, srozumitelnou
anglictinou. Ani po formaini a obsahové strance neni praci prakticky co vytknout. Po
experimentalni strance zahrnuje celou fadu pomérné komplikovanych experiment s
zivymi flebotomy, uctyhodné mnoZstvi vzorkii a nékolik riiznych metod pro jejich
Zpracovani a analyzu.

V kratkém uvodu autorka vysvétluje z jakych indicii vychazi hypotéza, Ze se kromé druhd
flebotom v soucasnosti povazovanych za kompetentni k pfenosu virus Toscana (TOSV)
na cirkulaci viru podileji i jiné druhy, jejichz kompetenci se rozhodla testovat. Nasleduje
definice cilu prace a literarni reSere. Ta postihuje vechny hlavni aspekty feSené
problematiky (obsahla kapitola je vénovana fyzickym bariéram infekce, diseminaci arbovirc
ve vektorech a jejich pfenosu, dale je uveden piehled flebotomy pfenagenych patogen( se
zamefenim na viry a zejména pak fleboviry, aZ po detailni informace piimo k TOSV). V
pfipadech, kdy je malo dostupnych informaci pfimo k flebotomtim, si autorka zrugné
vypomaha paralelami z vice studovanych interakci komar( s jimi pfenasenymi viry.
Jedinou drobnou pfipominku bych mél ke struktuie. Kapitolu o fyzickych bariérach bych
zafadil az za obecné kapitoly tykajici se flebotom( a flebovirt. V aktualni struktufe se
napriklad &tenaf az zpétné dozvida, Ze fleboviry maji 2 nestrukturni proteiny, o jejichz
potencialni funkei v infekci vektora se ale pomérné rozsahle mluvi v kapitole predchozi.

Metodicka &ast je taktéZz zpracovana srozumitelné a se smyslem pro dilezité detaily.
Slozitéj$i experimenty jsou shrnuty formou pfehlednych schémat. Experimenty byly
provedeny v potfebném mnozstvi nezavislych opakovani a na odpovidajicim poctu
jedinch. Vzhledem k poétu variant a komplikovanosti experimentll se z mého pohledu
jedna o uctyhodné mnozstvi zpracovaného materialu. Ocenuji i pfitomnost kontrol inokula
a jeho stability, zpétny odbér vzorkl z krmitek pro stanoveni pfipadné sekretovaného viru
béhem sani. Kromé rliznych modifikaci infek&nich experimentii s flebotomy, pouZivala
autorka pro analyzu ziskaného materialu metody pro stanoveni titru viru (test Fedéni

koncového bodu, plakova titrace), izolaci RNA a RT-PCR pro stanoveni pfitomnosti virové
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RNA. Metodika je doplnéna o odpovidajici statistické testy, ovSem jen pro kfivky preziti
flebotom(. Bylo by vhodné doplnit statistické testovani i k vysledklm prevalence a titrd.
Kapitola vysledky je taktéZ zpracovana prehledné. Prekvapivé se nepodafilo infikovat
zastupce Phlebotomus perniciosus ani jednim z testovanych kmend, pfestoZe se jedna o
druh povazovany za kompetentniho vektora TOSV. Nicméné byla prokazana infekce virem
a jeho diseminace u Ph. tobbi a Ph. sergenti. K prezentaci vysledkl bych mél nékolik
poznamek. Z mého pohledu chybi statistické testovani rozdilii u prevalenci a titrQ vird, u
grafl titrh virG by bylo vhodné vyznaéit detekéni limit metody a pouzivat logaritmické
mefitko pro osu y, u grafli prevalence viru na Grovni jednotlived by bylo pékné zobrazit v
grafech i vysledky pro vzorky odebrané v den 0, do tabulky 11 by pro lepsi orientaci bylo
vhodné doplnit i vysledky obou RT-PCR, aby bylo mozné rovnou porovnat vysledek
stanoventi titru viru a PCR pro dany den po infekci a typ vzorku.

V kapitole diskuze autorka spravné zasazuje vysledky do kontextu jiZz publikovaného
vyzkumu, nabizi mozna a presvédgivé pisobici vysvétleni neuspésné infekce Ph.
perniciosus a spravné identifikuje limity vlastnich experimentii u Uspésné infikovanych
druhl flebotom(i s diseminovanou infekci (absenci prikazu zpétného prenosu viru) a
navrhuje mozné postupy pro doplnéni t&chto experimentd. Celkové tedy prace i pres
negativni vysledky u infekce Ph. perniciosus pfinasi hodnotné dale vyuzitelné vysledky:
identifikaci potencialnich alternativnich vektord, ktera navic odpovida geografické distribuci
klinickych pfipadli mimo areal vyskytu aktualné prokazanych kompetentnich vektord.

Autorku bych rad pozadal na odpovédi na nasledujici otazky:
1. Pro€ jsou né&které citace v textu oznadené hvézdidkou?

2. Na str. 6 se zabyvate potencialni roli nestrukturnich proteind v prekonani stfevni
bariéry. Zmiriujete dva experimenty, které byly provedené s mutovanym virem Rift Valley.
Nemohlo dojit k tomu, Ze delece prost& obecn& snizili replikaéni schopnost viru bez
jakeéhokoli vztahu k pfechodu stfevni bariéry? Napad| by vas doplfiujici experiment, ktery
by mohl potvrdit opravdu funkéni roli nestrukturnich protein?

3. Prosim o vysvétleni za jakym u&elem byla amplifikovana mRNA house-keeping genl?
Pouze pro kontrolu izolace a pfepisu RNA? Pro& byly pouZity pouze na negativni kontroly
a ne na ovefeni RT-PCR negativnich vysledk(l u vzork(l z infek&nich skupin, kde byla,
pokud spravné chapu, RNA izolovana jinou metodou?

4. Bylo by mozZné z vasich vysledkl a zkugenosti n&jakym zpUsobem odhadnout jaké
mnoZstvi virovych &astic do sebe skuteéné flebotomové mohli dostat (v zasadé tedy jaky
objem te Ci oné potravy zkonzumuji b&hem sani)? Bylo by mozZné odhadnout béZnou
uroven virémie u lidi nebo jinych potencialnich hostiteld a porovnat?

Vyse uvedené komentafe a pfipominky nepovazuji za nijak zavazné a rozhodné
vyznamné nesnizuji Gctyhodné mnozstvi odvedené laboratorni prace ani celkovou kvalitu
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zpracovani diplomové prace jako celku. Domnivam se, Ze diplomovéa prace Bc. Markéty
Rehbergerove s pfehledem spliiuje poZadavky obvykle kladené na diplomové prace v
biologickych oborech na pfirodovédeckych fakultach a s klidem ji doporuéuji k obhajobé.
Obhajoby se bohuzel vzhledem k planované zahraniéni cesté nemohu zt&astnit, nicméné
po peclivém predteni prace bych navrhoval diplomovou praci hodnotit stupném vyborné

(1).

V Ceskych Bud&jovicich, 24.8.2022

/e,

Mgr. Vaclav Honig, PhD.
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