UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

2. LEKA RSKA FAKULTA
V Uvalu 84, 150 06 Praha 5 — Motol

l. infek &ni klinika
Doc. MUDr. DusSan Picha, CSc.
piednosta kliniky

E-mail:dusan.picha@Ifmotol.cuni.cz

V Praze dne: 11. 8. 2013

Vazeny pan, Spectabilis

Prof. MUDr. RNDr. Miroslav Cervinka, CSc.
Dékan

Lékarska fakulta UK

500 38 Hradec Kralové

Oponentsky posudek
dizertacni prace Mgr. Petry Kucerové

Molekularné biologické metody v laboratorni diagnostice patogennich leptospir

Prostudovala jsem predloZzenou dizertacni praci a predkladdam své hodnoceni

1. Hodnoceni dizertacni prace po strance formalni.

Dizertacni prace je predloZena v klasické svazané formé, je pomérné rozsahla, ma 167 stran, vlastni prace
s literaturou je uvedena na 156 strandch, zbyvajici strany obsahuji 15 pfiloh. Cile prace uvedené na str. 14 jsou
uvedeny v 5 bodech a maji konkrétni formace pro praktické pouziti. Prace je vhodné rozélenéna na uvodni
teoretickou ¢ast (historické aspekty leptospirdzy, jejich taxonomie, kultivace, epidemiologie, patogeneze, uvadi
klinickou i laboratorni diagnostiku a lécbu leptospirdz a podrobnéji se vénuje molekularné biologickym
metodam PCR a jejich vyuziti v mikrobiologii, ve vlastnim souboru vysetfovaného biologického materidlu uvadi
nejenom praci slaboratornimi kmeny, vzork(l z vnéjsiho prostredi, ale i epidemiologické Setfeni vyskytu
leptospirdz a posléze vlastni metody a vysledky, nasledné s bohatou 11 strankovou diskusi a zavérem prace,

hodnotici praci po bodech stanovenych v cilech prace.
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Prace je vyborné graficky zpracovana, Gvodni ¢ast obsahuje 30 obrazkd a 2 tabulky, které jsou vloZeny do textu
a velmi dobfe dopliuji text. Obrazky vyborné ozifejmuji PCR metody nejen pro laboratorniho pracovnika.
Vlastni prace obsahuje dalSich 13 obrazk( a 4 grafy, v pfiloze je uvedenych jesté dalSich 17 grafli a obrazki z
vlastni prace. Seznam literatury je bohaty, autorka uvadi v praci celkem 147 citaci. VétsSinu predstavuji citace
zahranicni literatury v poslednich 10 letech, pouze u dvou?2 se jedna o autocitace, v téchto jsou vsak jiz vysledky
dizertadni prace, v 1 ptipadé s IF.

Prace je napsana péknou cestinou, text je dobfe srozumitelny, vyskytuje se v ném jen minimum preklept a
pravopisnych chyb. Seznam zkratek je adekvatni, zkratky jsou radné vysvétleny. U nékterych ne zcela zvyklych

zkratek (pro klinika) by bylo vhodnéjsi pouzit vysvétleni v textu.

2. Hodnoceni dizertaéni prace z hlediska zvoleného tématu

Celosvétoveé stoupa vyznam zoondz v lidském onemocnéni. Také leptospirdza se stava globalnim problémem. |
kdyz incidence v CR je nizka a pfili§ se neméni, vy$si incidence byva zaznamenavana zejména po povodnich ale
pouze v postizenych oblastech. Z hlediska klinickych ptiznak( vypadavaji z diagnostiky zejména osoby v prvni
fazi onemocnéni — netypicky febrilni stav (Casto vSak s pozitivni epidemiologickou anamnézou), budto ze
diagndza neni zvazovdna, nebo Ze v tomto obdobi je nepfima diagnostika negativni. Navic jak sama autorka
uvadi, nejsou kromé lidskych infekci v EPIDATu dlouhodobé dostupna data o situaci v zevnim prostredi.

Povazuji i tuto epidemiologickou ¢ast prace (zejména z pohledu infekcionisty) za velice zasluznou.

3. Hodnoceni dizertaéni prace ke zvolenym metodam zpracovani

Autorka si v cilech své prace stanovila naroc¢né cile. Metody prace byly zvoleny velmi dobre, kromé zavedeni
molekuldrné biologickych metod do klinického provozu vhodnou metodu pro diagnostiku akutni formy, urcit
metodiku pro sekvenaci DNA patogennich leptospir, modifikace PCR metodiky pro vzorky zevniho prostredi,
stanoveni diagnostické specifity a senzitivity a velice duileZitou konfirmaci vysledk( PCR. Viechny metody

spliuji predpoklady spravného diagnostického postupu
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4. Hodnoceni vysledkt dizertacni prace a nové poznatky, které pfinesla

Autorka splnila cile, které si stanovila a pfinesla tyto nové poznatky:

1. Navrhla a vypracovala RT PCR metodu pro detekci genu kddujiciho povrchovy AG,
typicky pro patogenni leptospiry. Metoda byla ovérena na 230 laboratornich
kmenech. Vysledek je k dispozici do 5 hodin a umozni stanovit diagnézu v prvnim
tydnu onemocnéni na rozdil od dosud pouzivané MAT

2. Pro sekvenaci DNA patogennich leptospir byla navrzena metodika MLST, nepodafrilo
se vSak determinovat sekvenci DNA typickou pro Weilovu chorobu

3. Modifikace PCR metodiky nebyla vhodna pro detekci patogennich leptospir ve
vzorcich ze zevniho prostredi.

4. V epidemiologickém Setfeni bylo vySetfeno 5840 pacienti z Pardubicka, Hradecka a
Casti Vysociny s podezienim na leptospirdzu, 101 bylo pozitivnich (1,7%). Nejvyssi
vyskyt byl v roce 2002 a 2005 v souvislosti s povodnémi (incidence 1,83 a
2,17/100.000 obyvatel). Nejcastéjsim typem byl sérovar L. grippotyphosa

5. Byla stanovena diagnosticka specifita a senzitivita MAT a ELISA — konfirmace PCR
vysetfeni. Podafilo se prokazat (vysetfenim 1553 pfislusnik( ACR), ze metoda MAT
ma 100% diagnostickou senzitivitu i specifitu, podobnou senzitivitu ma i ELISA,

specifita 1gG Ab je 54,3%, 1gG Ab 54,3%, proto pro konfirmaci PCR byla doporucena

MAT
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6. Dizertacni prace splnila sledovany cil, Iépe feceno cile. Prace byla rozsahla jak
v pripravé diagnostickych metod, jejich ovéfeni a konfirmaci na velkém poctu
zkoumanych, tak ve vyznamném epidemiologickém setfeni. Z hlediska klinického je
predevsim dtilezita vcasna etiologicka diagndza, sledovana vcasnou antibiotickou

Iéébou s moznosti konfirmace klasickou laboratorni metodou MAT

Dizertacni prace prokazuje predpoklady autorky k samostatné tvofivé védecké préaci. Vysledky byly
publikovany v renomovanych ¢asopisech.

K autorce mam jedinou otazku: vysledky jeji prace potvrdily, Zze pouZzité metody zlepSuji véasnou
diagnostiku leptospirézy a tim i v€asné Iécby, snizujici rizika komplikaci a naslednych stavl. Zrejmeé
pripravit doporugeny postup, ktery by pak prosel oponenturou spolegnosti CLS JEP?

PredloZzena prace splnuje poZadavky kladené na doktorskou dizertaéni praci. Doporu €uji obhajobu

prace p fed Védeckou radou a rovn &z doporu €uji ud éleni titulu ,Ph.D."

Posudek dizerta €éni prace zpracovala :
Doc. MUDr. Vilma MareSova, CSc.

1. Infekéni klinika 2. LF UK a

Vedouci katedry infektologie IPVZ
Nemocnice Na Bulovce

180 81 Praha 8

maresovv@email.cz
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