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Posudek dipLomové práce


OPTIMALIZACE PCR METODY PRO DETEKCI SALMONELLA A E. COLI
Předložená práce pojednává o aplikaci molekulární metody PCR v diagnostice potravinových patogenů s cílem optimalizace metody pro detekci dvou vybraných bakteriálních zástupců - Salmonella a Escherichia coli. Vytýčený cíl práce byl dosažen a bylo rovněž laboratorně ověřeno použití popsané metodiky v detekci uvedených patogenů samostatně i současně s použitím protokolu duplex PCR.

K odbornému zpracování mám následující výhrady:

1. Vzhledem k oblasti aplikace bych očekával větší orientaci v teoretické části na rizika použití PCR, zejména falešnou pozitivitu resp. falešnou negativitu a možnosti jejich prevence formou vnitřních kontrol, zavedením „uracilového“ systému, odstraňování inhibitorů atd.
2. V práci se autorka zmiňuje o výhodách, ale nezmiňuje se vůbec o podstatné praktické nevýhodě multiplex PCR protokolu, kterou představuje konkurence amplikonů, zejména při větších rozdílech v jejich molekulové hmotnosti a různém kvantitativním zastoupení sledovaných objektů ve vzorku. Se snižováním kvantity jednoho ze dvou analyzovaných objektů se významně zvyšuje pravděpodobnost jeho neodhalení při použití duplex PCR a v praxi lze předpokládat jednoznačně vyšší kontaminaci E.coli oproti výskytu Salmonella. Ve výsledcích není zcela zřejmé co bylo použito k další analýze po první neúspěšné detekci ze vzorku, která, dle mého názoru, vyplývá z výše uvedených rizik multiplex PCR.
3. V celkovém kontextu práce, kterým je optimalizace PCR včetně izolace DNA, by bylo určitě velmi žádoucí doplnění praktické části o stanovení detekčního limitu zvolené metody (minimum KTJ / g vzorku paralelní kultivací) a to zejména v souvislosti s výše zmiňovaným problémem. Když nebylo možné z objektivních důvodů zařazení těchto analýz, rozhodně bych je uvedl jako doporučení v závěru práce. 
K předložené práci mám následující otázky:

1. PCR je metoda založena na principu detekce DNA. Může se tedy stát, že se jí detekuje také DNA již usmrcených bakterií např. po pasterizaci. Jaké jsou možnosti řešení (prevence) takovéto situace abychom neinterpretovali jako pozitivní nález ve skutečnosti negativní vzorek?

2. V čem spočívá uracilový ochranný systém pro prevenci falešné pozitivity?
Závěrem lze konstatovat, že Bc. Jana Koubská navzdory určitým výhradám splnila v principu zadání diplomové práce. Předložená diplomová práce je také zpracována za použití cizojazyčných literárních zdrojů, což svědčí o ovládání světového jazyka. Studentka prokázala, že je schopna samostatně pracovat a řešit zadaný úkol.

Diplomovou práci Bc. Jany Koubské doporučuji k obhajobě a hodnotím ji stupněm              
C - dobře.

Návrh na klasifikaci bakalářské/diplomové práce:

       C – dobře
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