Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Petra Josta

V piedkladané diplomové praci se student Be. Petr JoSt vénuje identifikaci
Malassezia pachydermatis molekularné biologickymi metodami. Autor provedl izolaci DNA
pro 114 vzork, které byly sbirany v letech 2004-2009 a kultivaéni metodou uréeny jako druh
Malassezia pachydermatis. Dale autor zavedl a zoptimalizoval metodu polymerazové
fetézové reakce (PCR) pro amplifikaci DNA, PCR produkt detekoval elektroforeticky.
Optimalizovanou metodu pouzil pro DNA vyizolované ze vzorkii a vysledky ziskané
klasickymi kultivaénimi technikami porovnal s molekularné biologickou metodou PCR.

Vlastni prace je zpracovana na 69 strankach, obsahuje 9 tabulek a 15 obrazkl (véetné
elektroforetickych zaznamu, které vhodné dopliiuji ziskané vysledky). Po formalni strance
obsahuje pfedkladand prace vSechny piedepsané kapitoly, nékteré jsou vSak psany netradi¢ng.

Souhrn je psan obecné jako tvod do problematiky, pouze posledni dva odstavce
struéné shrnuji vysledky prace.

V teoretické ¢asti autor shrnuje historii taxonomického zafazeni rodu Malassezia,
velice podrobné popisuje morfologicke a fyziologické vlastnosti dosud popsanych 13 druhii
této kvasinky, déale se vénuje struéné charakteristice onemocnéni otitis externa a posledni ¢ast
teoretické Casti je vénovana molekularné biologickym metodam-metodé PCR, strucné
charakteristice jednotlivych modifikaci metody PCR a v zdvéru publikovanym molekularné-
biologickym metoddm pro detekci Malassezia sp. Vypracovani literarni reSerSe neni bliZze
specifikovano, ale podle nazvu ,ldentifikace druhu Malassezia pachydermatis molekularng
biologickymi metodami bych ocekdvala zaméfeni piedeviim na metody molekularni
biologie, bohuZel této problematice je vénovano pouhych 6 stran.

Experimentdlni Cast prace je feSena v souladu s aktualnimi metodickymi postupy
pouzivanymi v laboratofi. Pro izolaci DNA byla pouZita fenol-chloroformova extrakce a
izolace pomoci kolonek Qiagen. Po zavedeni PCR bylo vyuZito publikace dle Sugita a kol.
(2001), optimalizovana byla pouze teplota annealigu, dale byla provedeno stanoveni
selektivity PCR a detek¢niho limitu reakce. Pouzité pfistroje, material i metody odpovidaji
zadanému ukolu.

Vysledky jsou struéné komentovany a vhodné prezentovany formou tabulek a
elektroforetickych zdznami, jejichz mnoZstvi je pfiméfené a umoZiuje &tenadi dobrou
orientaci ve vysledcich. Diskuze je pomémé chuda (pouze dvé stranky). proto bych
navrhovala tuto kapitolu rozsifit a spojit s vysledky. V zavéru je prace struéné a piehledné a
shrnuta. Literatura je aZ na par chyb citovana dle platné normy CSN ISO 690.

Prace je psana s minimem tradi¢nich pifeklepd, jednotlivé ¢asti na sebe logicky
navazuji, kromé kapitoly v teoretické ¢asti 2.7.5 Metody separace a detekce (PCR produktu),
po které nasleduje kapitola 2.7.6 Modifikace metody PCR a jejich vyuziti — zde bych zafadila
detekei PCR produktu jako posledni kapitolu a také kapitoly v experimentalni ¢asti, kde po

izolaci DNA nasleduje detekce amplikond elektroforézou a poté teprve vlastni amplifikace
DNA.

K diplomové praci mam nasledujici pfipominky ¢i dotazy:
- Kapitola 2.5 Zastupci rodu Malassezia je velice podrobné sepsdna, a kromé druhu
Malassezia pachydermatis nema zvlastni opodstatnéni pro tuto praci. Pro pfehled by
stacilo uvést pouze tabulku 1 (na str. 25), ktera v3e piehledné shrnuje.



- Nastr. 18 je uveden obr. 2 Gramovo barveni druhu Malassezia pachydermatis. Jedna
se opravdu o Gramovo barveni, nebo o barveni diazoniovou mod¥ri B, kterého se
vyuziva p¥i identifikaci?

- Na str. 32 tvrzeni: Dnes se pouziva vyhradné 7ag polymerdzy neni pravdivé.
V soucasnosti je dostupnych nékolik druht DNA polymeraz, a pravé na jejich vybéru
zavisi uspesnost ¢i netspésnost PCR.

- Na str. 39 v materidlu pro PCR postradam uvedeni sekvenci primert, jsou uvedeny a7
na str. 45 v metodice PCR.

- Nastr. 42 je v bodu je pieklep, neni pravda, Ze se po piidani TE pufru DNA uklada na
1-2 dny do lednice pro rozpusténi.

- Nastr. 49 jsou shmuty vysledky gradientové PCR pro optimalizaci teploty annealingu,
kde doslo ke stiidani teplot od 56 — 66°C. Pro¢ byly ependorfky dany jen do sudych
teplot pri optimalizaci teploty annealingu a nebylo vyuZito celé rozmezi jak je
obvyklé?

- Jaka byla ¢istota DNA pouzité pro stanoveni detekéniho limitu?

- Pro stanoveni detekéniho limitu byla pouzita rada s desitkovym Fedénim. Pro¢
mezi posledni pozitivni jamkou a prvni negativni nebylo pouzita fada s nizSim
fedénim?

- Na str. 53 je uvedeno, Ze izolace DNA pro sbirkovou Kkulturu byla vidy
provedena pomoci kolonek Qiagen a izolace DNA vzorka za pomoci fenol-
chloroformové extrakce. Pro ovéfeni spravnosti izolaéniho postupu je vS§ak nutné
pouZit stejnou metodu i pro pozitivni kontrolu.

- Co si autor mysli o pouZiti interni kontroly?

-V textu chybi odkaz na tabulky ¢. 7 a 8.

- Na ¢em péstoval Morris a kol. (2005) zastupce rodu Malassezia? Pokud bude autor
hodnotit vysledky PCR ziskané ze vzorkd zobdobi 2004-2007 (rod Malassezia
pestovan na Sabouraudove glukézovém agaru), shoduje se s Morrisem a kol. (2005) —
odhaleni falesné kultivacné negativnich vysledkii. OvSem z obdobi 2008/2009 (rod
Malassezia péstovan na Malassezia agaru) — odhaleni fale§né kultivaéné pozitivnich
vysledki.

Pies uvedené nedostatky a pfipominky lze konstatovat, Ze vytéené cile prace byly splnény.
Diplomovou préaci Be. Petra JoSta doporucuji pfijmout k obhajobé a navrhuji jeji klasifikaci
stupném velmi dob¥e.
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V Pardubicich 20.5.2009 Ing. Petra Snévajsové
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