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PredloZzena prace se zabyva problematikou vzniku a priabéhu cerkariové dermatitidy s cilem
objasnit za riznych podminek patogenni potencial larvalnich stadii ptacich schistosom druht
Trichobilharzia regenti a T. szidati.

Odborna prace ¢ita 98 stran psaného textu, ¢lendného do standardnich kapitol: Uvod a
cil prace, Literarni ptehled, Material a metody, Vysledky, Diskuse, Shrnuti, Zavér, Seznam
literatury a navic Dodatek - piiloha s obrazky. Spole¢né s dodatkem je text je doplnén celkem
39 obrazky a 36 tabulkami. Text je navic doplnén o seznam hojné pouzivanych zkratek.

Uvod a cile prace a Literarni pitehled se zabyvaji etiologii cerkariové dermatitidy,
kozniho infekéniho onemocnéni vyvolaném v piirodnich vodach larvalnimi stadii
(cerkériemi) motolic ¢eledi Schistomatidae. Zvlastni zfetel je vénovan zastupcim ptacich
schistosom rodu Trichobilharzia, které jsou povazovany za nejvyznamnéjsi pavodce
cerkariové dermatitidy u lidi. Shrnuje doposud znamé poznatky o biologii pivodct
dermatitidy, epidemiologii onemocnéni, pfi¢inach vzniku, prub&hu a projevech infekce
definitivniho a abnormalniho hostitele. Na jedné strané jsou tedy piedlozeny informace o
zivotnim cyklu riznych druhi schistosom, véetné mechanisma umoznujicich vyhledani a
prinik cerkarii do kize obratlovce. Na stran¢ druhé jsou shrnuty znalosti o faktorech,
umoznujicich vyvoj a migraci parazitti nebo jejich zni¢eni imunitnim systémem hostitele.
Znamé mechanismy umoziujici prezivani ¢i thyn paraziti nasledkem obrannych reakci
hostitele jsou objasnény jak na urovni lokalni, tak systémové imunitni odpovédi. Jak z textu
vyplyva, pies doposud netplné informace se zda, ze cerkarie riznych druhti schistosom a
jmenovité trichobilharzii se od sebe budou odliSovat, mimo jiné, riznou mirou patogenniho
potencialu pro vznik cerkariové dermatitidy. Mira odli$nosti v tomto potencialu se u
jednotlivych druhii schistosom doposud neda exaktn¢ stanovit. Hlavnim problémech
dosavadnich studii, jak autorka uvadi, je skutecnost, ze ziskané vysledky byly ziskavany
riznymi metodickymi postupy a nejsou tudiz srovnatelné. Navic se vétSinou jedna o kusé
informace ziskané studiem odlisnych druhi schistosom, pficemz u fady z nich lze pochybovat
1 0 spravném taxonomickém zatazeni. Proto bylo cilem autorky, aby na zaklad¢ definovanych
podminek na experimentalnim modelu — laboratorné ziskanych cerkarii definovanych druhti
schistosom a laboratornich mysi — sledovala faktory odpovédné za vznik a prubéh lokalni, ale
i systémov¢ imunitni odpovédi. Objektem jejiho studia byly cerkarie dvou druht validné
popsanych trichobilharzii, které se odliSuji svymi biologickymi vlastnostmi — neurotropni
Trichobilharzia regenti a hemotropni T. szidati, jejichz Zivotni cyklus byl uskute¢niovan
Vv laboratornich podminkach. V piehledu autorka ptredklada podrobny piehled o aktudlni
situaci ve vyzkumu nejen téchto druhtl, ale vybrané informace dava do souvislosti i
s vysledky zjisténymi studiem jinych parazitu, i t€ch taxonomicky vzdalenych.



Nasledujici kapitola ,,Material a metodika“ prehledn€ uvadi jednotlivé kroky, které
maji vést k ziskani relevantnich udajii o vyznamu T. regenti a T. szidati. Pfehled pouzitych
metod je Gctyhodny a svédc¢i o zvladnuti Sirokého spektra naprosto rozdilnych ptistupt. Od
popisu ziskavani infek¢niho materidlu — cerkarii, stanovovani infek¢ni davky, presné urceni
poctu cerkarii proniklych do ktize, zptisoby infekce laboratornich zvitat (perkutanni infekce
usnich boltctr). Izolace a zpracovani sledovaného materialu zahrnuje metody umoznujici
charakterizaci

i) lokalni imunitni odpovédi - zahrnuto makroskopické pozorovani patologickych
zmén, mikroskopie zamétena na histopatologické vysetreni tkani a imunofenotypizace buné¢k
— leukocytt z klize mysich boltct pritokovou cytometrii;

a ii) systémové imunitni odpovédi sledovanim specifické IgM a IgG odpovedi proti
antigenim v homogenatu cerkarii T. regenti a T. szidati metodami ELISA a hladin cytokint
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 a IFN-y), provedena byla i imunofenotypizace bunék
lymfatickych uzlin - pfiuSnich zlaz pritokovou cytometrii.

Veskeré vysledky byly statisticky zpracovany.

Piednosti celé kapitoly je podrobné popsani v§ech kroki. Ocenuji, ze slozeni
pouzitych chemikalii a roztokt je uvedeno do tabulek.

V kapitole Vysledky jsou piedlozeny nové poznatky o trichobilharziich, které
potvrzuji, ze 1 v rdmci jednoho rodu se mohou jednotlivé druhy lisit svym imunopatogennim
potencialem. To je dolozeno studiem ti skupin mysi odlisné infikovanych cerkariemi bud’
neurotropni T. regenti nebo hemotropni T. szidati — i) jednorazové ¢i ii) opakované 100
larvami, a iii) jednorazované 1 000 parazity. Svym vyzkumem, ktery autorka provadéla za
podminek in vivo a in vitro, prokazuje u T. regenti vyssi potencial k rozvoji lokalnich i
systémovych imunopatologickych zmén v nespecifickém hostiteli. Na rozdil od dosavadnich
predpokladii, ze cerkéariova dermatitida se projevuje zejména u osob sensibilizovanych
piedchozimi infekcemi, autorka tedy nové doklada, Ze cerkariova dermatitida se miize
v daném Case manifestovat alergickou vyrazkou bez ohledu na ptedchozi sensibilizaci
jedince, pficemz mira imunopatologickych zmén muze byt ovlivnéna druhem infek¢niho
agens. Vyzkumem rovnéz zjistila, ze expozice vyssimu poctu cerkarii zvySuje miru uspé$nosti
parazitii proniknout do kiize hostitele a je mozné, ze T. regenti a T. szidati se vyznacuji
odlisnou mirou schopnosti proniknout do kize obratlovce.

Predlozené vysledky autorka dokladuje n€kolika navazujicimi studiemi. Ty ukazaly,
ze zatimco silnd infekce 1 000 cerkarii vedla k intenzivni imunitni odpovédi v kiizi mysi, po
jednorazové aplikaci desetkrat nizsi davkou tento stav zaznamenan nebyl. Na rozdil od
slabych infekci, byt opakovanych, se navic jednorazové infekce vysokym poctem cerkarii
obou druhti makroskopicky projevily rychlym, ale piechodnym rozsifenim cév v mist¢
infekce, pricemz vyrazngjsi reakci vyvolavala T. regenti. Histologie rovnéz potvrdila, ze k
ztlusténim kize, bunéénym influxem a dokonce i tvorbou epidermalnich abscest, dochazelo
pii infekci vysokym poctem cerkarii. U infekci vyvolanych T. regenti pritokova cytometrie
prokézala rychly pfiliv myeloidnich bunék jiz od 1. dne p.i. (neutrofily, monocyty), od 7. dne
pak eozinofily; profesionalni antigen prezentujici buiiky byly zastoupeny v mensi mifte,
nicméné v pozd¢jsich fazich infekce byly identifikovany ve zralém stavu. Piestoze autorka
nenasla vyrazné rozdily mezi histopatologickym obrazem kuze infikované T. szidatia T.
regenti, jeji vysledky naznacuji, Ze by T. szidati mohla migrovat rychleji nez T. regenti.

U zvitat jednorazové vystavenych silné infekci T. regenti autorka rovnéz zaznamenala
Vv kozni tkani in vitro nejvyraznéjsi zvyseni lokélni produkce jak prozanétlivych, tak
regulacnich cytokinti. V porovnani s timto stavem byla u zvifat reinfikovanych nizkou davkou
cerkarii produkce prozanétlivych cytokind, véetné alarminu TSLP, slabsi. Studium T. szidati



opét prokézalo, ze infekce vedou k mnohem slabsi imunitni reakci organismu, nez u
piedeslého druhu. Analyza priitokovou cytometrii potvrdila, Ze jednorazové silné infekce
vysokym poctem cerkarii vedou k mnohem silnéjsi bunééné imunitni odpovédi nez v ptipade
jednorazové slabé infekce a jsou dokonce vyraznéjsi i v piipadé, pokud dochazelo ke slabym
infekcim zvitat opakované.

Vzhledem k tomu, Ze cerkarie byly aplikovany na ktzi usnich boltcti, autorka rovnéz
sledovala zmény ve spadovych piiusnich lymfatickych uzlinach a kromé jejich velikosti
vyhodnocovala i pocet pritomnych leukocyti. K nejmarkantnéj$im zménadm opét dochéazelo
po jednorazové infekci vysokym poctem cerkarii T. regenti, které se projevilo zvétSenim uzlin
(7. den p.i.) a proliferaci leukocyti (jiz od 1. dne p.i.), pfi¢emz K vyrazny nartst po¢tu bunék,
S prevahou B-lymfocytu, byl zjistén od 7. dne p.i. V porovnani s touto skupinou, u
reinfikovanych mysi zaznamenala mirné zvétSené uzliny jiz od 2. dne p.i; proliferace bunék
s ptevahou B-lymfocytd byla pomalejsi, ale stabilngjsi. Populace T-lymfocytl narGstala jen
mirn¢ a to bez ohledu na zpiisob infekce.

Vysetfenim sér zvitfat ELISA metodou autorka prokazala, ze s vyjimkou zvifat
jednorazoveé infikovanych nizkou davkou cerkarii, silné jednorazové infekce vedly k produkci
specifickych IgM protilatek; IgG detekovala pouze u zvirat opakované infikovanych T.
regenti. Produkce cytokinti (IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6 a TNF) byla nejvyrazné&jsi v sérech
mysi infikovanych T. regenti, zejména téch opakované reinfikovanych. V porovnani
s ptredchozim druhem byla systémova odpoveéd u T. szidati ¢asové opozdéna a navic byla
zaznamenana pouze u zvifat jednorazové vystavenych infekci vysokym poctem cerkarii.

Vesker¢ vysledky autorka dokumentovala i1 velmi kvalitnimi obrazky fotografiemi a
pfehlednymi tabulkami.

Diskuse. Autorka erudované porovnava ziskané vysledky se znamymi literarnimi
udaji a to nejen Vv oblasti taxonomicky piibuznych parazitt, ale v piipadé objasnéni
mechanisml imunitni odpovédi i s témi, které byly ziskany studiem jinych, taxonomicky
vzdalenych (napt. Ancylostoma duodenale, Toxocara canis, aj.). Diskuze pro ni byla obtizna,
nebot’ informaci, které se tykaji jeji vyzkumné oblasti nejsou dostupné v dostatecném
mnozstvi. V fad¢ oblasti, je tedy jeji vyzkum vlastné prikopnicky.

Ptes kvalitni diskuzi 0 patogennim potencialu ptacich schistosom bych jesté ptipojila
uvahy o mozném vlivu odlisného tropismu T. regenti a T. szidati k riznym tkanim, coz by
mohlo mnohé objasnit.

Je potésitelné, ze autorka vénuje pozornost normalni bakteridlni flote, ktera je bézné
pfitomna na kizi zvifat, a miZe ovlivnit nasleduji patologicky proces v kiizi. Dle mého
nazoru by bylo také asi vhodné vénovat pozornost i samotnym cerkariim, které se nevylucuji
do sterilniho prostfedi, a ani v laboratornich podminkach neni zarucena stabilni mikobiota ve
vodé, do niz se vylucuji z plza. Povrch cerkarii mize byt v roznych ¢asech kolonizovan
riznymi bakteriemi, kvasinkami, aj.
posouzeni ziskanych vysledka. Je tfeba ocenit, ze samotné diskuzi ptiklada i analyzu
kritickych momentu studie, které by ziskané vysledky mohly ovlivnit.

Zavér strucné a prehledné shrnuje ziskané vysledky, Seznam literatury uvadi 117
zdrojovych citaci, které byly pouzity v diplomové praci.

Pripominky:

K autorce ¢lanku nékolik pfipominek. Po formalni strance je zfejmé, Ze praci byla vénovana
nalezita pozornost, obrazova dokumentace je velmi kvalitni, tabulky jsou pfehledné. Nicméné
jsem v textu zaznamenala, ze v Obsahu napft. neni uvedeno, Ze po ,,Seznamu literatury* bude



nasledovat ,,Dodatek* s dal§imi obrazky, coz pon¢kud mate, zvlasté pak, kdyz v SIS je vlozen
samostatné.

- Text je sice ptehledny, ale n€kdy dochazi ke zbyte¢nému opakovani informaci, napft. v kap.
4.2 - 2. a 3. véta vyjadiuji totéz.

- V textu se objevuji drobné chyby, napt. str. 2,4 a dale - za citacemi uvedena dvojita zavorka,
piipadn¢ jsou dv¢ citace uvedeny v samostatnych zavorkach vedle sebe;

- U nazvu rodu je nejednotné uvedeno ,,sp. Nebo spp.*;

- u tabulek ¢. 25-36 se na konci textu popisu 2x opakuje stejny text;

- str. 8, 2. odst. — domnivam se, Ze byla myslena imunitni odpovéd’ systémova a nikoliv
systematicka;

- u prilozenych obrazkt napt. 10 A,B nebo 10 C,D by bylo vhodné bud’ ptedlozit obrazky ve
stejném zvétSeni a toto uvést v popisu nebo oznacit vlozend meétitka numerickym udajem o
jejich velikosti, pfipadné uvést tuto hodnotu do textu obrazku.

Odborna prace doklada pouziti nezvykle velkého poctu metodickych piistupti a diky tomu i
mnozstvi vysledki. Mozna by stalo za uvahu, aby za vysledky z jednotlivych oblasti
bezprostiedné nasledovala diskuze, coz by usnadilo ¢tenaii usnadnilo orientaci v textu.

Uvedené vytky rozhodné nesnizuji kvalitu pfedloZeného textu.

Dotazy oponentky:

-V kap. 2.1.1 autorka uvadi: ,,Dospélci se nachazeji nejprve v Zilach tenkého streva a pozdeéji
ve strevni sliznici, kde kladou vajicka. Vajicka s miracidiemi jsou predavana ve vykalech
infikovaného ptdka....* Zajimé mé&, jaka je Gloha steva tlustého?

- Kap. 2.2.3 — Dalo by se na zaklad¢ informace: ,,Zatimco prunik S. douthitti ved| ke vzniku
viditelnych koznich lézi a destrukci cerkarii v epidermis i dermis mysi, priinik
Gigantobilharzia huronensis do dermis byl mnohem rychlejsi, a proto byla v epidermis
znicena pouze mensina schistosomul a nevznikly Zadné papuly (Batten, 1956).“ predpokladat,
ze by G. huronensis mohla vykazovat vétsi tendenci k nasledné migraci z ktize hostitele?

- Zvazujete ve svych pokusech moznost kultivace infekéniho materialu na ptritomnost
mikrobialnich agens?

Hodnoceni: Piedlozena prace je peclive sepsana v anglickém jazyce, forma pisobi ucelené a
Z textu je zieymy piehled autorky o dané problematice. Oponentka velmi ocenuje, Ze prace
byla studentkou vypracovana samostatné, osvojila si nezvykle velké mnozstvi metod, diky
nimz nové poznatky o patogennim potencialu cerkarii ptacich schistosom k vyvolani
cerkariové dermatitidy. Proto jednoznacné doporucuji predloZenou prdaci prijmout jako
prdci diplomovou a doporucuji ji K obhajobé.

V Praze dne 25. srpna 2022

~ prof. RNDr. Libuse Kolafova, CSc.
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