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POSUDEK DIPLOMOVE PRACE

Optimalizace multiplex PCR pro sou¢asnou detekci kolicinii a mikrocint

(téma)

Pfredlozena diplomova prace ma rozsah 63 stran vCetné 2 stran pfiloh, z ¢ehoz teoreticka ¢ast ma 17
stran, prakticka ¢ast obsahuje 22 stran, z ¢ehoz vysledkim a diskuzi je vénovanych 11 stran.

Autorka méla v teoretické Casti své diplomové prace zpracovat téma bakteriocin(i produkovanych
kmeny E.coli, metod molekularni biologie vyuzivanych k jejich stanoveni a nasledné popsat metodu
multiplex PCR. Teoreticka ¢ast je zpracovana prehledné, srozumitelné za pouziti velkého mnozstvi
literarnich zdroji s vyznamnym podilem cizojazy&nych odbornych ¢lankud.

V praktické ¢asti se studentka vénovala

oveéreni identifikace kmenu E. coli , izolovanych z potravin, metodou PCR s naslednou detekci
PCR produktu agarézovou gelovou elektroforézou,

vytvofeni systému rychlé detekce vSech popsanych kolicind a mikrocinG u kolicinogennich
kment E. coli pomoci PCR s jiz vySe zminénou detekci, v€etné stanoveni biologické aktivity
kolicinu kvalitativné vpichovym pokusem,

optimalizaci multiplex PCR (mono- az triplex PCR) s naslednym vyuzitim duplex PCR systému
pro detekci kolicind a mikrocini na &tyfech kolicinogennich kmenech izolovanych z povrchu
chlazené driibeze.

V diplomové praci se oblas vyskytuji preklepy, chybéjici mezery, chyby v interpunkci, chybny
slovosled, chybné ¢i Spatné znéjici formulace. Prfiklady a par osobnich pfipominek, které ale praci
neubiraji vyznamnost:

str. 13 - ...mohou vyrust az do selhani ledvin... jisté Slo pouzit lepSi formulaci;

str. 14 - prohozené Cislovani literatury, nejprve uveden literarni zdroj €. 22 a poté az literarni
zdroj €. 21;

str. 21 - ...Ve svych dusledcich se tyto vyhody projevi véasnou a presnou diagnostikou pri
respektovani komfortu pacienta. Zasadni nedostatek: na konci reakce nekoreluje mnoZstvi
PCR produktu s poctem cilovych sekvenci ve vzorku... preferovala bych tento poznatek
popsat souvislou vétou, nikoliv heslovitég;

str. 23 - ...Kromé Taq DNA-polymerazy jsou pouZzivany také Pwo a Pfu DNA polymerazy.
Tento enzym ma kromé polymerazoveé aktivity také 3'— 5 exonukledzovou aktivitu umoZriujici
opravu chybné inkorporovanych deoxynukleotidd... Autorka mluvi o jednom enzymu, ale na
zacCatku odstavce jsou uvedeny enzymy dva a to Pwo a Pfu DNA polymeraza;

Casto chybi mezery v sekci materialy a metody — napf. str. 31 - 20ul, 0,5M EDTA,;

str. 38 ... poté pfelity 3 ml 1,06% agaru s 0,1 ml kultury indikatorového kmene narosteného
pres noc. Jako indikatorové kmeny bylo pouzito 5 kmenu E. coli ...;




- str. 44 ...Supernatant byl odlit a zbytek resuspendovan...(pozn. z celkového objemu 500 pl
zni tato formulace opravdu velmi podivné, slovo zbytek bych nahradila vhodnéjSim slovem —
napf. sediment);

- nékteré zkratky, pouZité v této diplomové préaci, nejsou uvedeny v Seznamu zkratek (AMK —
aminokyselina, dTTP - deoxytymidintrifosfat ,...). V nékterych pfipadech zkratka neni
vysvétlena a ani uvedena v seznamu zkratek — cDNA (str. 21), dusikaté baze (str. 22), dsDNA
(obrazek €. 3 na str. 26), EDTA a SDS (str. 31), ...;

- uvitala bych v celé diplomové praci pouZiti stejného formatu tabulek — v€etné stejného formatu
nadpisu (napf. na konci s teCkou), dale u uvedeného pH stejny pocet desetinnych mist (str. 30
pH 6,8 — 7,0).

- odkaz v textu na tabulku 4 je na str. 30, pfi€emzZ zmifiovana tabulka 4 je aZ na str. 34, coZ mi
pfijde dosti nepfehledné. Uvitala bych také, kdyby autorka nerozdélovala pro vysSi
prehlednost tabulku na vice stranek, pokud je to mozné (jako u tab. 1).

Cast diplomové prace Vysledky a diskuze je zpracovana na velmi vysoké odborné uUrovni, véetné
rozsahlé diskuze, tj. porovnani ziskanych vysledkl s vysledky z jinych literarnich zdroju. Vysledky
zahrnuté v této diplomové praci byly navic prezentovany na konferenci XIV. Setkani biochemikll a
molekularnich biologt pofadané Masarykovou Univerzitou v Brné, jak je uvedeno v pFiloze.

Dotazy:

1. Na str. 14 jsou uvedeny nalezené typy kolicind a mikrocinl u kmenu izolovanych od osob
Zijicich v Australii, existuji studie, kde je toto samé (tj. typy bakteriocint) uvedeno pro osoby
Zijici v CR?

2. Zkolicinu je v teoretické ¢asti podrobnéji popsan kolicin E1 a kolicin D, pro¢ jich neni popsano
vice? Uvitala bych popis kolicinu, které byly nejastéji zastoupeny u dribezich izolatl (viz.
Vysledky a diskuze).

3. Autorka zminuje ¢asovou naro¢nost tradi¢nich metod identifikace patogenu z potravin, prosim
o ,Casové” srovnani metod detekce bakteriocinG pouzitych v této diplomové praci — fj.
vpichovy pokus versus metoda PCR.

4. Proc se testovaly u prikazu E. coli pomoci PCR metody pouze teploty 56,6 °C a 56,9 °C?
Pro¢ ne vice teplot? Autorka posléze piSe, Ze z vyhodnocenych vysledkd bylo zjisténo, ze
nejvhodné&jSi annealingova teplota pro pouZzité primery je 56,9 °C. Osobné bych neuvadéla pfi
testovani dvou teplot, Ze jedna z nich je nejvhodnéjsi, pouze Ze zminéna teplota je vhodné&;jsi
nez druha testovana.

Studentka Bc. Lucie Janakova splnila poctivé vSechny zadané cile diplomové prace. Tuto diplomovou
praci doporucuji k obhajobé a celkové ji hodnotim klasifikaénim stupném A-vyborné.
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