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Nazev préace:
Geneticka charakterizace tetracyklinové rezistence u vybranych ptudnich izolata
bakterii

Cile prace

Cilem prace byla identifikace determinant rezistence k tetracyklinu u vybranych ptdnich
izolatl grampozitivnich (Staphylococcus sp. a Arthrobacter sp.) i gramnegativnich bakterii
(Chryseobacterium a Stenotrophomonas). Izolaty byly ziskany z nehnojené i hnojené pudy.
ktera je povazovana za kontaminovanou tetracykliny.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah préace (pocet stran): 137 stran vcetné obsahu a odkaz
Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelne? ANO
Pouzila autorka v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? 27, dle ¢lenéni podkapitol v ¢asti metody

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO, avsak zbytecné podrobné (jsou to doslovné
navody, manualy)

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimentii? ANO

Je dokumentace vysledku dostacujici? ANO

PostaCuje mnozstvi experimentl k ziskani odpoveédi na zadané otazky? NE
je dasledkem nesmirné ambiciézniho cile prace, to odpovida spiSe naro¢nému zadani
disertacni prace

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny n¢jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky?  ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Formalni uroven prace je velmi vysokad, text je psan srozumitelnym jazykem, obsahuje




minimum pieklept a chyb. Vyjimecné Ize vytknout nejednotnost progresivni a konzervativni
terminologie (str. 17: konzervativni ,,difusniho koeficientu™ a o fadek vyse hybridni termin
.Iychlost difuze™, celkove je psana prace progresivnim stylem, tedy v tomto piipadé by bylo
nejvhodnéjsi psat difuze, difuzni, rozhodné ne hybridn€). Grafické zpracovani je kvalitni,
obrazky jsou hezké i ucelné, legendy k nim jsou vétSinou dostatecné. Jde o peclivé sepsanou
praci.

Splnéni cild prace a celkové hodnoceni: Cile prace jsou velmi ambicidzni, spis nez
diplomové praci odpovidaji praci diserta¢ni. Je to pokus vyfesit najednou pfilis§ mnoho
ukolt:

1. Porovnani rezisten¢niho profilu ptidnich izolatl z riznych typt pid, nehnojené a hnojené,
ktera je povazovana za kontaminovanou tetracykliny. Vzhledem k tomu, ze v praci jsou
studovany pouze dva izolaty z hnojené ptdy, neni toto fakticky mozné porovnat a posoudit ~
2. Porovnani rezisten¢niho profilu u grampozitivnich a gramnegativnich izolata. Vzhledem
ke zcela odlisnému piedpokladanému profilu rezistenc¢nich determinant jde o dva dosti
odlisné okruhy, velmi tézko fesitelné najednou.

3. Pokus o identifikaci tetracyklinovych determinant u 12 izolatl ¢tyt riznych druht (prip.
rodi). testovan byl soubor 23 (!) potencidlnich determinant.

Zde bylo dle o¢ekavani dosazeno cile u zastupce rodu Staphylococcus, kde bylo mozné
o¢ekavat nalezenou determinantu z literarnich zdroju. U druhého zastupce grampozitivnich
bakterii z rodu Arthrobacter se determinantu nepodartilo identifikovat. Tvrzeni na str. 91, ze
PCR fragment (210 bp) velikostné ,,zhruba* odpovidal o¢ekdvani (171 bp), nemohu
povarovat za pozitivni vysledek. Tomu odpovida i selhéni nasledné sekvenace.

Hledani determinanty udilejici rezistenci k tetracyklinu u mélo prostudovanych
gramnegativnich druht je hledanim povéstné jehly v kupce sena (vzhledem k $iti
testovanych gent spis o hledani deseti jehel v tisici kupkach...). Presto se podatilo dojit

k zajimavé detekci genu pro symportérovou doménu hybridniho proteinu, pfitomného ve
vSech testovanych gramnegativnich izolatech rodt Chryseobacterium i Stenotrophomonas.
Sympaticka je snaha diplomantky prokazat riznymi metodami HGT této determinanty 1
souvislost s rezistenci k tetracyklinu.

Sympaticka a ocenéni hodn4 je i snaha hledat alternativni piistupy ke hledani rezisten¢nich
determinant napft. cestou knihoven. V zavéru dochazi i na typizaci izolata stejnych druht.
Myslim, ze to mohl byt naopak jeden z prvnich prvnich krokl k vylouceni identickych klont
- a snizeni poctu pokust.

Celkové hodnoceni: Prestoze je mozna samotnd diplomantka rozpacita z miry uspésnosti
splnéni jednotlivych cild, chtél bych ji povzbudit, ze vysledky nepovazuji objektivné za
neuspéch. Jeji program byl velmi ambiciézni. Rozhodné vsak studentka méla prileZitost
osvojit si siroké spektrum metod a nejednoznac¢né vysledky jsou 1 vétsi vyzvou pro zvladnuti
jejich diskuze. Oboje studentka zvladla velmi dobie, coz vidim jako nejpodstatnéjsi.

Otazky a pripominky oponenta:

1. K vybéru izolatl. Tato otdzka mozna neni spravné sméfovana na Vdas ani na VasSe
pracovi$té: Vite zcela ur€ité, ze izolaty z hnojené plidy byly opravdu vystaveny selekénimu
tlaku kontaminace tetracykliny? Velkochovy obvykle nejsou ochotny sdélit informace o
aplikaci antibiotik v chovech a z analyz chlévské mrvy na pritomnost tetracyklinu vim, Ze ne
vzdy je lze analyticky prokazat ani v koncentrovaném vzorku, ty se velmi lisi dle chovi.

2. Jaky je Vas soucasny ndzor na miru duplicity vzorki, tedy na klondlni identitu vice izolatu
t¢hoz druhu (napt. ST2 a ST3)?

3. Pro¢ jste se ve svém screeningu zamérili vyluéné na geny pro transportni proteiny,

v uvodu uvadite 1 jiné mechanismy rezistence k tetracyklinim? Pro¢ jste nejprve nezkusili




experimentalné prokazat, o jaky mechanismus rezistence v jednotlivych pripadech jde (eflux,
inaktivace antibiotika, modifikace cilového mista)?

4. Str. 86: Jediné dv¢ literarné popsané determinanty u rodu Stenotrophomonas tet(35) a
tet(39) nebyly testovany. Pro¢ ne? Jednozna¢né pritom nebyla u zadného izolatu tohoto rodu
prokazana jakékoliv z testovanych determinant.

5. Uvazujete, ze nalezeny hybridni protein je zodpovédny za rezistenci k tetracyklinu. Byl
nalezen mj. u izolatd CHRI1, 4, 5 a 6. Jak potom vysvétlite rizné hodnoty rezistence u nich
zjistené E-testem (str.76)?

Piipominka: Prace je nadmiru dlouha. Zadnd diplomova prace nemusi mit vic nez osmdesat
stran. Psat struénéji je samoziejme naroc¢néjsi. Zejména kapitola Material a metody
piipomina kuchatku, jsou to manualy dostupné v kazdé laboratofi elektronicky. Metody

v publikaci se pisi strucné a s vyuzitim citaci.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zverejnénych informaci)
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