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Oponentsky posudek

Molekuldrné biologické vySetfovaci metody praktické aplikace v
diagnostice parazitdrnich infekei
Autorka: MVDr, Zuzana Cermakovéa

Dizerta¢ni prace MVDr. Zuzany Cermékové ma mimoiadng zajimavé téma: nové metody v
diagnostice parazitarnich infekel. Incidence parazitirnich infekei nent piili§ vysokd a ziejmé
proto stoji nezaslouZend v pozadi mezi jinymi humdannimi nakazami.

Autorka viak zvolila méné obvykié sloZeni préce a jeji rozdélent s spojent vysledk a diskuse ji
zbytetnd &ini méng srozumitelnou. Vlastni prace ma 102 stréanek, dalgich 14 strdnek je seznam
praci autorky a literatura. Nep¥esnosti jsou také v Cislovani obrazkd, tabulek a grafii. Pokud
jsem dobfe poéitala, je v praxi 10 obrazkd, 2 grafy a 43 tabulek. Podle autor¢ina gislovani je
obrazkd jenom 8 a nerozlifuje obrdzky a grafy. Nenf uvedeno Cislovani kapitol, vychazim z
nazvh uvedenych v obsahu na str. 2.

Vlastnf prace je vénovana diagnostice agens tfech infek¢nich onemocnént: Toxoplasma gondii,
Entamoeba histolytica a Leptospira species. Posledni agens je v8ak bakierie, ndzev préace

autorky je nepiesny.



Piehled problematiky molekuldrné biologickych metod je zpracovan jako popis polymerazové
fetézové reakee (PCR) obecné a je vlastné popisem laboratornfho postupu kontroly kvalit
PCR a malo tomu, jak soudasny problém vypadéa v evropskych relacich. Podrobné a nejlépe je
popsan prvok Toxoplasma gondii, epidemiologicka situace toxoplasmézy, cesty penosu ana
strané 20 jsou uvedeny nejéast&ji pouzivané laboratorni diagnostické metody a jejich
problémy se spravnou interpretaci pro klinika. Autorka uvadi 1 1é¢hu, kde jsou nepfesnosti a
vzhledem k tématu, bylo zcela zbytetné je uvadeét, U daldiho prvoka Entamoeba histolytica je
uvedeno zatazeni dle nové klasifikace, velmi struéné epidemiologie, podrobng Zivotni cyklus
E. histolytica, klinické formy onemocnéni a velmi stru¢né diagnostika infekee.

Trochu nesourodé dle ndzvu prace parasitirni infekce je zafazena bakterie Leptospira. Jeji
popis je viak uveden detailnég, jsou uvedeny i diagnostické problémy, epidemiologické
souvislosti i novou taxonomii rodu Leptospira. Je uvedena incidence v CR a diagnostické
metody a hodnoceni PCR. Opét jsou neptesnosti v uvedené 1é¢be (1ékem volby zhstavaji
peniciliny).

Cil prace je vypracovan v 7 bodech a tyto jsou dobfe definovany: vypracovat, optimalizovat a
standardizovat metodou PCR pro vybrana infekéni agens, vypracovat standardnf operaéni
postupy pro zavedeni metod do rutinni diagnostiky v Gseku parazitologie, vyhodnotit
vysledky metod PCR a porovnat je s klasickou sérologickou a morfologickou diagnostikou
pro jednotliva infekéni agens, navrhnout optiméalni laboratorni algoritmus u jednotlivych
skupin pacientd

Material a metody: V této ¢asti mi chybi upfesnéni od koho byl biologicky material
ziskdvan, je uvedeno pouze v jakém biologickém materidlu lze vy&etfeni PCR provadét a jak s
biologickym materidlem zachdzet. Tato data jsou uvedena aZ ve spole¢né kapitole Vysledky a
diskuse. Jsou uvedeny jak metody studované (PCR), tak sérologické, které se ale b&Zng v

diagnostice toxoplazmézy pouZivaji.



U E. histolytica je uvedena jen metodika PCR. Metody pritkazu Leptospira species jsou
uvedeny podobné jak u Toxoplasma gondii: PCR, sérologické (klasické) metody, které jsou
vyuzity k porovndvéni s nové zavadénymi molekuldrng biologickymi metodami: U viech
agens je PCR metodika uvedena velmi podrobné, i s kontrolou kvality a popisem rizik fale$né
pozitivity, s ovéfenim citlivosti 1 specifity metody.

Vysledky a diskuse jsou zpracovany spoleéné. AZ v této Sasti je zieimy velky rozsah
laboratorni prace, bylo by préaci prospélo vénovat se, resp. zpracovat jedno agens, nejlépe a
prakticky komplexné jsou uvedeny vysledky tykajici se Toxoplasma gondii. Cisla uvadéna

v praci: 22 427 vzorkd sév a plodové vody od 15.117 pacientdl, jsou zigjmé vzorky, ze kterych
byla provadéna klasicka sérologicka vySetfeni. Zkoumanou metodou PCR bylo vySetfeno 441
vzorka od 347 pacientii riznych biologickych material(i s vyraznou prevahou Zen (318).
ZvIast' je hodnocen soubor 120 t&hotnych Zen — u deseti v 8,3% byla zjisténa metodou PCR
DNA Toxoplasma gondii se soutasnym zjisténim IgG Ab v séru. Zhodnoceni tohoto souboru
by zcela stadilo pro disertaéni préci. Vypracovani metodiky, ovéfeni specifity v nejvic
rizikové skupiné (u t¢hotnych Zen, transplantovanych pacientis, HIV/AIDS osob) a névrh
systému vySetfovini t€hotnych Zen s roziffenou diskusi by zcela stadily i pro zévéry pro praxi.
Diagnostika E. Aistelytica pomoci PCR je vak takovym bonbonkem autorky: autorka uvadi
problémy diagnostiky v kombinaci s 8 uvedenymi kasuistikami, #koda viak, e nebyly jako
diagnosticky problém publikovany. Protozodrni infekce nejsou pfilis Cetné, véasnéd diagnéza
miize opravdu zabranit komplikacim onemocnéni a pfi soudasném cestovaim ruchu budou
pravd€podobné pribyvat. Leptospira spp vyboduje ze zadéni, aspoit podle ndzvu préce
parazitarni infekce. 7 hlediska infekcionisty je viak zajimava, dle vysledkd a porovnani

s klasickymi vy3etfovacimi metodami (MAL) je zfejmé, Ze detekee agens pomoci PCR
diagnézu urychli, dle autorky je mozZn4 jiZ v prvaim tydnu onemocnéni, umozni v8asnou

lé¢bu a klasickymi mefodami pak upfesnéni sérovartl.



Zaveéry pro praxi jsou naformulovany dobte a pravdive.

Hodnoceni disertadni prace:

1.

[

zvolené téma je bezesporu vyborné, pro disertadni praci mohlo byt uzsi, jak jiz v textu
uvadim, autorka by méla dost prace s molekuldrné biologickou metodou u samotné
toxoplasmozy. Tim, Ze do disertatni prace zatadila i diagnostiku leptospir, je prace
méné piehlednd a navic byla vyznamné narocnéjsi.

metody laboratorniho zpracovani, priprava primertl, optimalizace a standardizace PCR
diagnostiky, srovndvaci studie s klasickymi metodami u toxoplasmoézy i leptospir
byly provedeny skvéle, vlastni postup pro ziskdvani cyst améb a viastni zplisob
koncentrace jsou urcité dobrym podkladem pro dalsi laboratoie

z pfedchoziho je zfejmé, 7e prace pfinesla nové poznatky v diagnostice parazitarnich
nemoci, prokdzala moznosti Casnéjsi diagnostiky a tim i racionalni a vfasné
antiinfekéni 1€¢by. Bylo viak zbytedné uvadst 16¢bu, ta nenf cilem disertaéni prace a
navic byla nepfesnd, prestoZe jsou v SIL CLS vypracovény doporugené postupy

v 1é8eni toxoplasmozy, a také leptospirdzy. Tato neznalost viak pro laboratorntho
pracovnika neni tak velkou chybou a neznehodnocuje vlastni prici.

disertadni prace splnila cile, ktera si autorka stanovila. Moje vyhrady jsou uvedeny
v textu — jsou spiSe formainiho a ne odborného charakteru. Je spife 8koda, Ze jinak
rozsahlou a naroénou praci znehodnotily nékteré nepiesnosti, a ne pravé tradiéni

uspofadani prace.

K pract mam tyto dotazy:

1.

zda stanoveni protildtek proti T. gondii u Zen by nemélo byt jeste pred t&hotenstvim,

aby bylo zjevné, u které Zeny je riziko primoinfekce, ktera je rizikem v tChotenstvi?
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ameboza neni v soutasné dobé ¢astym onemocnénim. jaka je situace v Evrope ve
vyskytu i pouziti PCR metody. Zda by podobnd metoda nebyla vhodna také u
giardidzy. kterd se v CR vyskytuje Cast&ji?

Autorka predloZenou diserta¢ni préaci splnila podminky k udéleni védecké hodnosti PhD. a

doporuduji navrh na ndéleni tohoto titulu predat védecké radé LF UK v Hrade: Kj/:éfové.
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