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-Molekularn é biologické metody v laboratorni diagnostice
patogennich leptospir*,
kterou predklada

Mgr. Petra Ku €erova

PfedloZzena disertaCni prace je napsana na 167 stranach strojopisného textu,
dopInéna 19 tabulkami a 4 grafy a 43 obrazky. Prace je doplnéna 17 pfilohami, které
vhodné dokresluji vysledky prace. Literatura zahrnuje vyznamné publikace jak
tuzemskych, tak i zahraniénich autorl a obsahuje 145 citaci. PfedloZzena prace ma

klasické ¢lenéni, které je v téchto pfipadech vyZzadovano.

Hodnoceni prace

1) Vyznam zvoleného tématu v oboru

Leptospir6za je zé&vazna pfirodné ohniskova zoonéza, kter4d patfi patrné
k nejrozSifenéjSim infek&nim chorobam, jak mimo jiné uvadi autorka i v literarnim
prehledu. S onemocnénim leptospirami se setkavame i v naSich podminkach, i kdyz
pfipady onemocnéni nejsou tak ¢asté. K vyraznéjSim epidemiim dochazi vétSinou pfi
zménénych klimatickych podminkach, jako jsou napf. povodné a zaplavy. V takovych
obdobich jsou evidovany i smrtelné pfipady onemocnéni. | z tohoto kratkého Gvodu
je zfejmé, Ze leptospirdzu, jako infekéni onemocnéni, nelze ani v dnesSni dobé
podcenovat. Dosavadni diagnostické metody vSak nejsou schopny zachytit akutni
fazi infekce, coz Cini znacné problémy hlavné klinikim z hlediska nasazeni v€asné
terapie. Proto prace, které se snazi najit a v praxi uplatnit rychlé diagnostické testy,
povazuji za aktualni a prakticky potfebné. Lze konstatovat, Ze pfedkladana disertacni
prace, ktera se zabyva vyuZzZitim molekularné biologickych metod v laboratorni
diagnostice patogennich leptospir, tyto skutecnosti splfiuje, a proto povaZzuji zvolené

téma za aktualni.



2) Metodika zpracovani

Metodika prace a pouZzivané vySetfované metody odpovidaji zaméru a cilim
predkladané prace a jsou pomeérné obsahle v praci popsany. Do vySetfovani byly
zahrnuty jak laboratorni kmeny leptospir pouzivané k sérologické diagnostice
v naSich podminkach, tak i referen¢ni kmeny z Royal Tropical Institute Holandsko.
VysSetfovany byly biologické materidly od pacientl se suspektni leptospirézou a dale
pak vzorky vnéjSiho prostfedi. Provedeno bylo i epidemiologické Setfeni vyskytu
leptospirdzy v Kralovohradeckém, Pardubickém kraji a kraji Vysocina. Krevni séra
byla vySetfovana jak klasickymi metodami (MAL a ELISA), tak i molekularné
biologickymi metodami (PCR, rt PCR, MLST analyza).

3) Vysledky prace a dosazeni novych poznatk

Vysledky dosazené pomoci molekularné biologickych metod jsou porovnavany s
vysledky dosazenymi béznymi diagnostickymi testy a nasledné jsou navrzeny nové
metody pro rychlou diagnostiku leptospir6zy, ¢imz splnuji i zadané cile predkladané

prace, které jsou stanoveny v 5 bodech na strané 14 disertaCni prace.

a) byla navrZzena a vypracovana rt PCR metoda detekce genu kodujiciho povrchovy
lipoprotein LipL 32, ktery je typicky pro patogenni leptospiry. Metoda byla ovéfena jak

na laboratornich kmenech tak i biologickém materialu.

b) pro prikaz patogennich leptospir metodou PCR s naslednou sekvenaci pro
Sequence Typing), kterd vyuziva pfi PCR reakci pét riznych lokusu, jejichZ produkty

se nasledné pouzivaji k sekvencni analyze. Vysledky sekvencni analyzy byly

-----

c) komeréni ELISA metodou (komeréni Serion ELISA kit) bylo vySetfeno 1553 vzorkd
krevnich sér. Jako konfirmaéni metoda byla pouZzita metoda aglutinace-lyze (MAL).
PFi hodnoceni vysledku vySetfeni doSlo mezi témito metodami k vyrazné diskrepanci
v dosazenych vysledcich a na jejich zakladé autorka povaZuje ELISA metodu za
nevhodnou pro diagnostiku akutni leptospirozy.



d) z hlediska mapovani a vyhodnocovani Uzemi republiky z pohledu rizikovosti
leptospirdzy feSitelka zafadila vySetfeni 680 vzorkd vod (tekouci, stojaté, natoky na
cCistirny odpadnich vod). Z dosazenych vysledku feSitelka usuzuje, Ze metoda rt PCR

pro LipL 32 neni vhodna pro testovani takto naro¢nych materiald

e) epidemiologické Setfeni zahrnovalo vySetfeni 5840 pacientd se suspektni
leptospir6zou. Vysledky potvrzuji i vysledky jinych epidemiologickych Setfeni
z hlediska incidence onemocnéni evidovanych v CR. Poukazuji na vy3si incidenci
v obdobi povodni a z&plav a potvrzuji dominanci leptospir sérovaru L. grippotyphosa

pfi vzniku onemocnéni.

Pripominky k p redlozené praci (formalni)

Prace je napsana kultivovanou formou. Pfesto bych chtél upozornit, Ze se autorka
nevyhnula preklepdm a nepfesnym formulacim, které vSak nesnizuji odbornou
hodnotu pfedlozené prace. SpiS je uvadim proto, aby se jich autorka nedopoustéla,
pokud bude vysledky publikovat v odbornych ¢asopisech.

Str. 13.: Druhé& véta v ivodu nedava smysl, néco tam chybi. Otazkou je zda infekce
se stava globalnim zdravotnim problémem, moZné spiSe onemocnéni.

Str. 23.: Ze by se feznici veterinafi €i chovatelé dobytka nakazili pitim matefského
mléka — asi by to chtélo trochu jinou formulaci.

Str. 23.: je spravné oznaceni ,kolonizace"?

Str. 23., 24., 31., 32.: pozor na oznacovani sérovart. Velkymi pismeny se oznaduji
sérologickeé skupiny, sérovary pak malymi pismeny na zacatku.

Str. 25.: L. sejroe M64 je chyba, ma byt L. sejroe M84. Sorexjalna — je chybné&; ma
byt Sorex jalna (opakuje se)

Str. 26.: V tabulce 2., opét chyba v oznacovani sérovarli — viz str. 23. — 24.

Str. 38.: jak je doxycyklin vyuzivan v profylaxi leptospirdzy?

Str. 46.: ve vété ,Fluorescenci ....: je pravdépodobné navic jedno ,u“; v roztoku — ma
byt v roztoku.

Str. 65.: Viyajachari a kol. 2004 — cit. literatury 136 Vijayachari — co je spravné?

Str. 68.: Na naSem Uzemi se kmeny nevyskytuji, vyskytuji se sérovary. Téchto 11
laboratornich kmenu se pouziva pouze pro laboratorni diagnostiku. Nejedna se ani o
kmeny, které by byly na naSem Uzemi izolovany. Napf. kmen L. sejroe M84 byl
izolovan Borg-Petersenem v Dansku jiz v roce 1938. Stejné tak i u nékterych dalSich
kmenu.

Borrelia burgdorferi (klinicky izolat) — jednalo se o B. burgdorferi s.I., nebo s.s.

Str. 68.,71. — 72.: jsou chyby v mezerach — napf. L.weilii — ma byt L. weilii; stejné i
dale.

Str. 73.: jak je to s vyskytem krysy obecné (Rattus rattus) na nasem Uzemi.

Str. 101.: znovu chyba nejedna se o kmeny izolované na tGzemi CR, jak jiz bylo vyse
konstatovano.

Str. 103.: pro€ se najednou pouziva anglické oznaceni serogroup?



Str. 105. - 106.: jak jste zjistili reakci v titru 1:50, kdyZz v metodice uvadite zakladni
fedéni séra 1:50 + stejné mnozstvi kmene a mame vysledné fedéni 1:100.

Rada drobnych nepresnosti se vyskytuje i v souboru literatury, ptedevsim chybi zdroj
84 a 85, nebo jde o Spatné Cislovani?

Dotazy na disertantku:

Je mozné pomoci PCR prokézat v organizmu postiZzeného jedince, napf. i mrtvé
pavodce popfipadé jejich fragmenty, nebo jsou detekovany pouze zivé
mikroorganizmy?

Podle jaké metodiky bylo provadéno sérologické vySetfeni metodou MAL a jakou
vypovidajici hodnotu ma jednoradzové sérologické vysSetfeni ve vztahu ke zjiSténym
klinickym pfiznakiim?

MuZete vysvétlit princip koaglutinace a paradoxni reakce pfi sérologickém vySetifeni
na pfitomnost protilatek proti leptospiram pfi pouZziti metody MAL?

Jaké Kklinické pfiznaky by disertantka upfednostnila pro vysloveni podezieni
Zz onemocnéni leptospir6zou?

Jakd je mozZnost profylaxe proti leptospirdze a jaky typ se pouziva v naSich
podminkach?

Zaveér

PredloZzena disertaCni prace splfiuje kritéria, ktera jsou v pfipadé disertacniho Fizeni
poZzadovana, prokazuje teoretickou a odbornou erudovanost disertantky. Préce
splnila sledovany cil a zaroven pfinasi nové a praktické poznatky, kterych lze vyuzit

pfi rozvoji védniho oboru ,LékarFska mikrobiologie

Doporu €uji, aby prace byla pfijata jako podklad dalSiho disertaéniho Fizeni.
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