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Oponentsky posudek na doktorskou dizertacni praci Mgr. Lenky Baskové

Molekuldrni detekce invazivnich mykotickych onemocnéni u imunokompromitovanych pacienti

Predkladana prace popisuje nékteré teoretické a zejména experimentdlni aspekty vyvoje a
validace 3 PCR metod pro kvantitativni detekci a identifikaci kvasinkové a plisriové DNA v biologickém
materialu. Zvolené téma velice dobre reaguje na soucasny stav a trendy v oboru molekularni genetiky
a diagnostiky.

Prace je prehledné ¢lenéna. Teoreticka ¢ast podporena vice jak 150 citacemi podava strucny,
avsak plné dostacujici prehled vSech metod v soucasnosti vyuZivanych pro identifikaci plisni a
kvasinek zplsobujici invazivni mykotickd onemocnéni. Metody jsou ¢lenény na kultivacni a ostatni,
kde je prokazovan bud’ specificky antigen, protilatky nebo pfimo DNA patogenniho organismu.
Ackoliv nejvétsi dil experimentl probihal vletech 2001 — 2006, je pozitivni, Ze teoretickd cast
dokumentuje soucasny stav znalosti molekuldarné genetickych pfistupld prikazu a identifikace
patogennich plisfiovych i kvasinkovych organismi. V nékterych pasazZich textu jsem vsak postradala
konkrétni Udaje, které by potvrdily autoréino hodnoceni a shrnuti vyznamu metody pro klinickou
praxi (hl. str. 20, 21, 22). Také pasaz na str. 22 nahore, upozoriiujici na metodu prikazu specifickych
protilatek proti C. albicans s témér 100% sensitivitou a specificitou testu, by zaslouZila vétsi prostor.
Doporucila bych dlslednou vyvazenost vsech kapitol v teoretické casti.

Studentka se vyvarovala béznych formalnich chyb, jako jsou napt. preklepy, Spatné citovana
literatura, pouzivani hovorovych laboratornich vyrazl. Kladné hodnotim i fakt, Ze kvalita vyvijenych
metod byla ovérovana i pomoci biologického materidlu odebraného pacientlim s dokumentovanou

invazivni mykdzou.

V dalsi ¢asti posudku uvedu pouze drobné pfipominky a ndméty k diskuzi, které se vzhledem k mé
specializaci budou tykat hlavné metodické ¢asti prace.
¢ Negativné hodnotim vloZeni vSech tabulek, grafi az na konec pfislusnych kapitol. Logické
zaclenéni téchto dat pfimo do vysledkové casti by urcité zvysilo prehlednost textu spolu
s nasledujici diskuzi dosazenych vysledka.

¢ Nastr. 41 (dole) dizertantka uvadi, Ze metoda byla validovana pomoci vzorkl od 17 pacient(

s potvrzenou IFD diagndzou, vzorky od zdravych darcli v tomto pripadé nebyly testovany? Jak
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byla vyhodnocovdna mira rizika kontaminace vzork(? Byl néktery biologicky material
rizikovéjsi nez ostatni?

Chybné cislovani obrazku na strané 87.

Zaujalo mne tvrzeni, Ze citlivost testu (32 a 37 fg pro Aspergillus a Candida sp., str. 42) je
stejna jako u metody, kde je vlozen krok detekce DNA kapilarni elektroforézou (32 a 37 fg pro
Aspergillus a Candida sp., str. 77). Dizertantka hodnoti detekcni limit jako reprodukovatelny,

kolikrat byl experiment opakovan? Tato informace chybi.

Na zadvér bych méla na dizertantku nékteré dotazy, tykajici se predloZzené problematiky. Prosim o

stru¢né odpovédi.

1)

2)

3)

4)

5)

Zajimalo by mne v jaké fazi je nyni patentové fizeni na 2 panAC a panfungal PCR metody. Lze
uvazovat i o zavedeni metod do praxe? Probihd dalsi testovani a validace téchto metod na
pracovisti, kde byly vyvinuty?

Méla dizertantka pfi validaci testd a identifikaci patogenl k dispozici vysledky parametr(
aktualniho stavu imunitniho systému testovanych pacientli? Souvisi skladba patogenl s typem
geneticky podminéné imunodeficience ¢i imunosuprese vyvolané iatrogenné?

Jiz dnes lze v klinické praxi provadét identifikaci patogennich bakterii pomoci hmotnostni
spektrometrie. Identifikace je zaloZena na prikazu proteini specifickych pro dany bakterialni
rod nebo kmen. Nedilnou soucdsti metody je databaze vSech patogennich kmenl béziné se
vyskytujicich v populaci. Existuje dnes jiz i podobnd databaze pro patogeny zpUsobuijici plisfiova
a kvasinkova invazivni onemocnéni?

Jaka je dynamika imunitni odpovédi pfi invazi kvasinkovych patogend, jaka jsou ,imunologicka
okna“ pro metody prokazujici pfimo DNA, proteiny patogenniho organismu nebo nepfimo
specifické protilatky?

Autorka zminuje vysoké riziko kontaminace vySetfovaného materidlu, jsou néjaka uskali pfi
odbéru biologického materialu? Jaky objem plné krve nebo CSF byl pro tyto testy odebiran a je

doporucovdn (str. 30, 41)?

Uvedené pfipominky a naméty nikterak nesnizuji vysokou odbornou uroven predloZené

prace. Kvalitu prace dokladaji i 2 hodnotné publikace, kde je dizertantka prvni autorkou nebo

spoluautorkou. Vysledky prace otisténé v Casopise s IF 9,56 se vysoce vymykaji standardim pro



doktorské studium. Dizertantka prokazala schopnost na odborné Uurovni popsat vymezenou
problematiku a zasadit ji do kontextu soucasného stavu diagnostiky patogend, zpUsobujicich invazivni
mykoticka onemocnéni. Autorka prokazala schopnost samostatné resit slozité védecké problémy a
pro jejich feSeni vyuZivat nejmoderné;jsi postupy. Autorka splnila vytéené cile prace beze zbytku.
Vzhledem k uvedenému doporucuji praci pfijmout k obhajobé a Mgr. Baskové po Uspésné obhajobé

udélit titul Ph.D.
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