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Diplomova prace Eriky Kvasni¢kové ma rozsah 79 stran s 27 obrazky a 9 tabulkami. Pouzita literatura
obsahuje 30 citacl, pfevazné zahraniénich autorll. Prace je élen&na standardnim zpiisobem, jednotlivé &asti
jsou vyvaZené a piehledné. V praci ale postradam ceikovy souhrn (abstrakt).

Diplomova prace se zabyva aktuaini problematikou diagnostiky infekci zplisobenych kvasinkami rodu]
Candida. V teoretické &asti autorka popisuje epidemiologii a terapii- kandidéz, véetn& jejich diagnostiky.:
Zdulrazfiuje také situaci u imunosuprimovanych pacientl, kde tyto infekce mohou vyvolavat velice zavazna, v/
fadé pfipad( zivot ohroZujici onemocnéni {pfedevsim v pfipadé systémové kandiddzy). Pfedevalim u t&chto
pacienttl hraje vZasna a spravna diagnostika systémové kandidozy, eventuelnd i druhova identifikace |
etiologického agens, dllezitou roli v pfistupu k lécbé,

Diiraz celé prace je kladen na PCR detekei kandidové DNA, a to zejména na optimalizaci nested PCR a
nasledné i vrstvené nested PCR. Po dlkladn& provedené optimalizaci byl zjistén také vliv na citlivost a
| specifitu oproti neoptimalizované reakci. V3e je dokumentovano fadou ukazkovych obrazkd gelove

etekiroforézy.

| K praci mam pouze nékolik praktickych a formalinich pfipominek. V préci jsou popsany dvé metody izolace
(fenol-chioroformova extrakce a izolace pomoci YeaStar Genomic DNA kitu), ale ve vysledcich neni
uvedeno, zda néktera z nich byla lepsi &i jsou srovnatelné. V pfipadé optimalizace primerd nested PCR bych
jesté vyzkouSela vyi&i koncentraci primerd (pf. 1,2 mikromol/). V piipadé real-time PCR se nested
uspofadani vyuziva minimaln&, protoze -bé_lﬁam, ve VaSem piipadé, 50 cykll dochazi k velikému zmnoZeni
produktl), které pfi pfipravé 2. reakce nested PCR pfedstavuji vysoké riziko kontaminace (vy$$i neZ u
klasické nested PCR). Podminky real-time PCR je vZdy nutné pfizplsobit danému pfistroji, je nutné upravit
podminky, napf. koncentrace hoiéiku je u real-time PCR vy35i (obvykle okolo 3 mmol/l). Nejednoznaénost
tvysledkd real-time PCR miZe byt také zplsobena pouzitim nespecifického interkalacniho barviva SYBR
| Green |, nebot je vZdy nutné provést tzv. melfing analyzu, kde rozliSeni jednotlivych produkt (plkl) nemusi
{ byt optimalni. Pouziti PCR pro detekei jakychkoliv patogend z hemokultivaénich nadobek je omezené, nebot
je PCR reakce ve vysokém procentu inhibovana. PouZiti nested PCR v jedné zkumavce je zcela béznou
metodou nazyvanou také jako vrstvend nested PCR. V pfipadé nékierych elekiroforéz bych doporugovala
pouzZit DNA marker o jiném rozsahu (vié obr. 22). MoZnost rozlideni jednotlivych druhd pamoci PCR je &asto

spojena s niZéi citlivosti metody a opacné.
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V praci by bylo vhodné ujednotit psani teplot, isoamylalkohohs (jedno se "s" a poedruhé se “z").
Doporucuji také pat postupy jednim zplsobem (stfidani trpného rodu s “ich” formou). V praci se-

ohjevujl také nékteré formalni chyby (pf. str. 23: “U mykopatogeni jsou v mnoha pfipadech jsou

pouZivany panfungalni primery. “Dals{ protiargumentem zvydovani mnozstvi polymerazy..”,

.ampifikace" misto ,amplifikace”, slovo “standardi se pide s “d” atd.) Vhodnéjsi je pouZivat slovo

naamplifikovana DNA nez zamplifikovana DNA.

Celd prace je velice pfinosna, nebot je zde znatna moZnost praktického vyuZiti ziskanych

vysledkdl v pfimé diagnostice kandid metodami PCR, a to zejména v biologickych materidlech.

Celkové Ize konstatovat, Ze prace splnila véechny uvedené cile, a proto ji doporuéuji k cbhajobé.

K autorce mam nasledujici dotazy:

1.

2,
3.
4

V kterém PCR cyklu dochazi ke vzniku aplnych produktu ohranléenych z obou stran prlmery’?
Je nutné ve viech cyklérech prevrstvovat PCR smési mineralnim olejemn?

Jaky typ napétt se vyuziva pii elektroforeze? .

Reknéte nezkraceny nazev dNTPs.




