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V soucasné dobé je stale vice zaméfena pozornost na moznou zdravotni prevenci lidské
populace vyzivou. Na trh jsou uvadény nové vyrobky oznacované jako biopotraviny,
potraviny nového typu, funkéni potraviny atp. Pfednosti téchto komodit je bud’ redukovany
obsah latek zdravi nepfiznivych, ¢i naopak zvySeny obsah latek zdravi prospésnych.
Samostatnou skupinu tvofi tzv. probiotika, tedy potraviny obsahujici zivé kultury.

Studentka Bc. Blanka Florova si tedy pro svoji diplomovou praci vybrala téma vysoce
aktudlni.

V tvodu autorka podavéa piehled mikroorganismd, jejich vlastnosti a podminek, za kterych
mohou byt aplikovany v potravinach jako probiotika. Jednim z kriterii je adhese téchto
mikroorganismu na sliznice a buriky epitelu ¢i bunééné linie v experimentu. A praveé této
problematice se autorka piedlozené studie vénovala experimentalné.

Ve svych pokusech uzila jako eukaryotni model lidské bunééné linie HeLa, Caco-2 a liniii
L.929 pivodné isolovanou z pojivové tkané mysi. Jako representant prokaryotnich bun€k pro
své experimenty zvolila Lactobacillus mucosae a to pro prokédzanou dobrou vazebnou
aktivitu na hlen v podminkéch in vitro a antibakterialni aktivitu vici patogennim bakteriim a
rovnéz patogenni Staphylococcus aureus .

Jasn¢ zformulované cile prace shrnula do tfi odstavci — sledovani kinetiky a dynamiky
adherence prokaryotnich bunék na eukaryotni bunééné linie, studium interakci prokaryotnich
a eukaryotnich bun€k riznymi zobrazovacimi metodami, studium vlivu odstranéni
proteinovych struktur na interakci prokaryotni a eukaryotni bunky. Vhodnymi kombinacemi
zvolenych biologickych modeli v experimentech ziskala vysledky vcetné statistického
hodnoceni a autentickych zabéru pofizenych zobrazovacimi metodami (optickou mikroskopii,
mikrokinematografii a skenovaci elektronovou mikroskopii) prokazujici kvantitativné miru
adherence, resp. konkurence obou aplikovanych prokaryontl a rovnéz kinetiku studovanych
déji. Zajimavé jsou experimenty studujici vliv povrchovych proteind na adhesivitu
laktobacilti k eukaryotnim bunikam véetné ¢asového faktoru.

Diskuse je vécna, zavery jsou prehledné shrnuty do né€kolika bodu.
Zdiraznuji narocnost experimentalni prace, nezbytnost precisniho provedeni za piisnych
podminek laboratorni prace szivymi kulturami a pouziti naroénych instrumentalnich

zobrazovacich metod.

Toto vSe se podafilo autorce zvladnout a ziskat originalni vysledky. Rad konstatuji, ze i
formalni uroven predlozené prace - jazykova a grafickd - je na velmi dobré trovni.
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Autorka uvadi solidni seznam literarnich zdrojli, ze kterych Cerpala — prakticky vétSinou
z prestiznich zahrani¢nich odbornych periodik.

Autorka v pfedlozené préaci prokazala schopnost zpracovat oblast informaci na zadané téma,
zejména vSak zvladla naro¢né laboratorni mikrobiologické metody véetné metod
zobrazovacich.

K predlozené diplomové praci mam nasledujici pfipominky ¢i dotazy:

- Autorka na str. 46 konstatuje, ze experimentdlné nebyla v této studii potvrzena
predpoklddana konkurence v adhesivité uzitych prokaryott L.mucosae D a S.aureus
na vSech uzitych buné¢nych liniich. Da se predpokladat odlisné chovani modelovych
prokaryotl na jiné eukaryotni linii (kupf. na burikach zdravé lidské stfevni sliznice)?
Ma takovyto experiment autorka event. v budoucnu v planu?

- Vzijemnou vazbu obou uzitych prokaryotnich bunék na linii Caco-2 véetné
morfologie pomoci FESEM autorka sledovala v experimentalnim uspofadani
samostatné kultivace Caco-2 a Caco-2 bunék kokultivovanych s obéma prokaryotnimi
bakteriemi. Je mozné pfedpokladat event. prokazat pii experimentalnim uspoiddani
kultivace Caco-2 samostatné s L.mucosae a samostatné s S.aureus rozdily ve vazbé
obou bakterii k Caco-2 a tim pfispét k objasnéni konkurence v adhesivité obou
prokaryontnich bakterii?

- Formalni pfipominky: text k obr. 3 na str. 27 by bylo vhodné&jsi umistit pod obrazek,
nikoli na str. 28 nahofte, totéz v ptipad€ obr. 6 na str. 35.
Vedle anotace v tivodu studie a zavéru uvedeného v bodech (str.50,51) mohla autorka
uvést strucny souhrn ¢i lépe zavér v plynulém textu.

Vytyc€ené cile prace byly splnény, stanovena kriteria pro disertaéni préaci byla rovnéZ splnéna,
proto tuto praci

doporucuji
k obhajobg.

Na zakladé celkového hodnoceni prace navrhuji klasifikovat praci
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Oponentsky posudek diplomové priace Be. Blanky Florové na téma Studium adhezivity
laktobacili na razné bunécné linie v modelu in vitro

Studiu rtznych vlastnosti probiotickych mikroorganismi je v poslednich desetiletich
vénovana veédeckymi pracovniky znatna pozornost. Jednou zpodminek dlouhodobého
pusobeni probiotik na naSe zdravi je jejich Zivotaschopnost v gastrointestinalnim traktu
¢lovéka a schopnost jejich adheze ke stfevni sliznici. Z tohoto pohledu fesi predkladana
diplomova prace velmi zajimavou a aktualni problematiku.

V pomérne kratSi teoretické Casti prace studentka shrnuje udaje o nejdualezitéjsich
druzich probiotickych mikroorganismii a u¢inku jejich plsobeni ve formé tabulek.
Z formalniho hlediska povazuji formatovani tabulek za ne pfili§ vhodné, protoze jsou takto
nepiehledné (rozlozeni na nékolika strankach, viz tab. 1 a dalsi). Z mého pohledu snizuje
kvalitu reSerSni prace skuteCnost, Zze nebyla k tématu zpracovana nejnovéjsi publikovana
literatura; v pfehledu pouzité literatury se prakticky neobjevuji prace publikované
v poslednich péti letech. Na str. 1 a vTab. 1 bych chtéla upozornit, Ze spravny nazev
kvasinkového probiotického kmene je Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, stejné tak
komer¢ni kmen Bb12 je spravné identifikovan jako Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

V metodické ¢asti prace jsou popsany pouzité materialy a techniky, které koresponduji
se souCasnymi modernimi metodami testovani adheznich vlastnosti. Nepovazuji za G¢elné
vypisovat slozeni bézné pouzivanych médii, at uz se jedna o MRS & MEM médium.
V takovémto pripadé staci popsat pfipadné pfidavné latky odlisné od slozeni vyrobce. U
jednotlivych pouzitych metod by méla byt uvedena citace. V popisu metod ani ve vysledkové
Casti jsem nenasla, kolikrat byl dany pokus opakovan nebo zda jsou uvedené vysledky pouze
vzdy z jedné kultivace.

Muzete vysvétlit, pro¢ byl k praci vybran pravé druh Lactobacillus mucosae, ktery byl
izolovan ztraviciho traktu ovce? Vykazuje tento kmen né&jaké specifické probiotické
vlastnosti? Jaky je Vas nazor na pouziti probiotickych kmenl izolovanych z nehumannich
zdroju pro lidskou vyzivu?

V metodické ¢asti by méla byt rovnéz popsana a citovana pouzita statistickd metoda pro
vyhodnocovani vysledku. Jaka byla zvolena hladina vyznamnosti o?

V experimentalni ¢asti prace byla naméfena cela fada zajimavych vysledka, které jsou
shrnuty v tabulkach a grafech. Je tfeba ocenit zafazeni hodnoceni adheze i pomoci
elektronového mikroskopu. K této ¢asti prace mam nasledujici pfipominky a dotazy:

e obrazky, které byly pofizeny optickym mikroskopem, by mély obsahovat méfitko,
nebot’ pouhé uvedeni celkového zvétSeni mikroskopu pfi poéitatovém zpracovani
obrazku nedava jasnou ptedstavu o skute¢né velikosti preparatu

e za nedostatecné povazuji popis obrazka a os u jednotlivych grafi (procenta ¢eho?);
napi. u obr. 16 by mélo byt specifikovano, o jaké buiky se jedna apod.

e mizete popsat pfesnéji zaznamy na obr. 11 — 13, o jaké rozdily se jedna, diky kvalité
tisku to neni zcela patrné

e {im si vysvétlujete tak velké rozdily v adhezi mezi Caco-2 buiikami a HeLa buikami?
Mizete srovnat Vase vysledky s vysledky jinych autor?




Z formalniho hlediska je prace na dobré urovni, obsahuje minimum pieklepu (pouziti
desetinnych carek v anglickém textu, str. 4 Bezepcnost, atd.), je bez gramatickych chyb.
Doporucovala bych sjednoceni nékterych pouzivanych termint (adheze — adherence; xylén -
xylen), jelikoz se jedna o praci psanou v eském jazyce, bylo by vhodnéjsi pouzivat zkratku
KTJ/ml misto cfu/ml. Pozornost by méla byt vénovana psani nazvi mikroorganismu kursivou
(napf. str. 22 v nazvu kapitoly, v obsahu prace apod.).

V seznamu literatury jsem nenasla nékteré citované autory (napi. str. 49: Florova, 2010),

v pfipadé citace stejného autora ze stejného roku je potieba rozlisit odkazy (Ouwehand a kol,,
2001a; poté 2001b).

Zavérem mohu konstatovat, Ze diplomantka splnila pozadavky kladené na naméteni
diplomové prace, ziskala celou fadu dulezitych poznatki o zkoumaném kmeni Lactobacillus
mucosae, které budou jisté vyuzity v dalsi praci.

Vzhledem k vySe uvedenym piipominkam ke zpracovani diplomové prace hodnotim
praci sl. Blanky Florové klasifikaénim stupném dobre a doporucuji ji k obhajobé.
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