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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Martiny Sloufové “ qPCR diagnostika stFevniho prvoka
Blastocystis sp. v souboru vzorki od zdravych lidi **

Ve své diplomové praci se Martina Sloufova snazila optimalizovat metodiku qPCR pro piesné&jsi stanoveni
prevalence Blastocystis sp. u vybranych vzorku stolice asymptomatickych lidi. Dale se pomoci NGS snazila
0 zjisténi smisenych infekci vice subtypy Blastocystis sp. Hned na uvod musim konstatovat, Ze se se
zadanym tkolem vypotadala velmi dobfe a zejména fungujici qPCR, kterd umoziuje také stanovit miru
infekce, je urcité velmi dulezitym vystupem nejen pro tuto diplomovou praci ale zejména pro Laboratof
parazitarni terapie, ktera tuto metodu bude dale vyuzivat ve svych projektech.

Uvod je sepsan piehlednd a vystizng, étenaf je dobie uveden do dané problematiky. Do tvodni kapitoly
nicméné mohla byt zafazena fotodokumentace (svételna nebo elektronova mikroskopie) blastocyst, aby mél
Ctenaf predstavu, jak studovany organismus ve skute¢nosti vypada. Také jsem trochu postradal doplnéni
informaci o diverzité a geografické distribuci blastocyst o fylogenetické vztahy jednotlivych subtypu (téeba i
S ilustrativnim stromkem z literatury), bylo by zajimavé posoudit, které subtypy jsou si piibuznéjsi a jak
evolu¢né vznikaly. V tvodni kapitole 1.2 jsou vypoéteny faktory ovliviiujici prevalenci Blastocystis sp.
vcetné druhu diagnostické metody — pfisn€ vzato, diagnostickd metoda neovliviiuje prevalenci, jen jeji
zachyceni. Hlavnim cilem prace je zavedeni a optimalizace gPCR protokolu pro diagnostiku Blastocystis sp.
V tvodu prace je nicméné popsana zavedena qPCR rtiznyma metodama s odkazem na nékolik literarnich
zdroju. Presnéjsi by bylo tedy definovat hlavni cil jako zavedeni a optimalizace qPCR ve vasi laboratofi.

V metodické ¢asti je jen nékolik nepiesnosti, napf. koncentraci TagMan sondy nelze uréit z udané hodnoty -
1ul fedéné v poméru 1:20 (vychozi koncentrace?), u polymerazy by se mél udavat pocet jednotek a ne objem
v mikrolitrech. Vysledky jsou srozumitelné prezentovany, v tabulkach Ize snadno nalézt podrobna data.
Vyskytla se zde pravdépodobné jen jedna chyba/nejasnost — vice v otdzce €. 3. Diskuze se mi libila, autorka
se snazila vhodn¢ diskutovat dosazené vysledky s publikovanymi daty. Snad jen nepiesné vyjadieni na strané
29, Ze real-time PCR neumoznuje urcit jednotlivé subtypy. Toto neni Gplné pfesné tvrzeni, protoze pokud
vyuzivate TagMan probu a navrhnete ji do mista, které se 1isi mezi jednotlivymi subtypy, tak byste méla
doséhnout specifi¢nosti pro jednotlivé subtypy a bylo by tedy mozné pouzit qPCR pro diagnostiku — ale to
by samoziejmé vyzadovalo design specifickych TagMan prob pro jednotlivé subtypy a mnohem vice

v poradku, prace obsahuje minimum pieklepu (jeden je bohuzel v nadpisu kapitoly v diskuzi) a ma
uctyhodny pocet odkazii na literaturu svédc¢ici o dobrém literarnim piehledu studentky (jen mé prekvapily
nazvy Casopistt s malymi pismeny na zacatku slov kromé prvniho slova).

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1) Razeni blastocyst do jednotlivych subtypii je na zékladé SSU rDNA sekvenci — jsou tyto sekvence
v ramci jednotlivych subtypt 100% identické, nebo existuje i variabilita na trovni sledovaného
(barcode) tiseku tohoto genu?



'.Y BIOLOGY CENTRE ASCR
2\

Institute of Parasitology

2) Byl stupen kolonizace (10°~10" nizk4 intenzita kolonizace, 10>-10° stiedni intenzita kolonizace, 10*~
10° vysoka intenzita kolonizace) definovan podle néjakych realnych hodnot dfive pozorovanych v
lidskych vzorcich?

3) Vtextu na strané 23 je v poslednim odstavci podle mé chybné uvedeno, Ze pocet vzorkil pozitivné
identifikovanych pouze na zakladé qPCR je 12. Podle mé interpretace McNamarova testu v tabulce 4
a podle tabulky 5 je jich 14. Nebo se mylim? V Tabulce 5, ktera porovnava citlivost cPCR a qPCR,
bych ¢ekal i zahrnuti vzorkl pozitivné identifikovanych pomoci cPCR a negativnich na zakladé
qPCR.

4) Jaky mize byt divod, Ze nevySlo NGS i u nékolika vzorkt s relativné nizkou Ct hodnotou?
5) Nesouhlasil bych aplné s jedinym vysvétlenim nizkého zachytu (13%) blastocyst v praci Poirier et

al. (2011) a vyssiho zachytu (29%) v piedlozené diplomové praci. Tento rozdil autorka vysvétluje

xxxxx

zjiSténou jinou hodnotu prevalence Blastocystis sp.?

Diplomovou praci Martiny Sloufové povazuji za vibornou a doporuéuji ji viele k obhajobé.
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