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Il. HODNOCENi BAKALARSKE PRACE

-~
Kritéria hodnoceni prace Poéet bodi
1.  Splnéni cile a vhodnost struktury obsahu bakalarské prace z hlediska zadaného tématu (spInéni 10
zadani). (0 - 30)*
2.  Teoretickd Uroven a vyuziti dostupné literatury v bakalarské praci. (0 - 20)* 10
3.  Formalni ndlezitosti a Uprava obsahu bakalarské prace (Uroven psani, oznaceni struktury textu, 8
grafy, tabulky, citace v textu, seznam pouzité literatury apod.). (0 - 10)*
4.  Rozsah realiza¢nich praci, aplikovanych védomosti a znalosti, Grovei metodologického 20
zpracovani a zaveér( prace. (0 - 40)*
5.  Celkovy poéet bodi 48
* Slovni hodnoceni uvedte v komentari.

I1l. NAVRH OTAZEK K OBHAJOBE
~ ™

1. Pokuste se navrhnout jiny nez v praci pouzity experimentaini postup pro kvantifikaci bakterii zachycenych na
membrané (bez protilatky). Jakou kontrolu byste nejprve zvolila pro ovéreni, zda Vami navrzend metoda je vhodna?

2. MlzZete prosim v ramci obhajoby jesté jednou podrobné popsat, jak jste po filtraci provadéla promyvani
nanovlaknitych membran od nespecificky navdzanych bakterii? Je mozné, na zdkladé Vasich zkusenosti, tuto metodu
modifikovat? Navrhnéte, prosim, experimentalni postup, vcetné specifikace potfebného materialu, pro prikaz
specificity vazby (na membranu nanesené) protilatky na povrchovy antigen bakterie.

3. Vim, Ze se nasledujicimu tématu ¢aste¢né vénujete v literdrnim prehledu. Presto mohla byste prosim uvést
konkrétni pripady mozného praktického vyuziti funkcionalizovanych nanovlaknitych membran s vdzanou specifickou
protilatkou, véetné adekvatnich referenci? Specifikujte, jakd protildtka proti jakému antigenu byla pouzita a jaky je v
konkrétnim pripadé pfinos oproti nemodifikovanym membranam (bez protilatky).
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IV. CELKOVE HODNOCENi UROVNE VYPRACOVANI BAKALARSKE PRACE

-

\_

Hodnoceni**: A (vyborné) B (velmi dobre) C (dobre) D (uspokojive) E (dostatecné) F (nedostatecné)

Pocet bodd: 100 -90 89 - 80 79-170 69 - 60 59 -50 <50

a a a a a X

** v pripadé hodnoceni F (nedostatecné) uvedte podrobny komentar

Bakalarskou praci hodnotim vySe uvedenym klasifikacnim stupném a deperuéuji/nedoporucuji k obhajobé.

V.

KOMENTAR

-

Predlozend bakalarska prace se zabyva schopnostmi nanovldknitych membran zachytdvat bakteridlni burky v
proudicim aerosolu. Pro tyto experimenty je v laboratofi k dispozici aparatura sloZzend z nebulizéru, pumpy a filtracni
komory, kam se membrana umistuje. Studentka se pokusila stanovit rozdil v G¢innosti zachytu Cisté membrany a
membrany potazené specifickou protildtkou. Modelovym organismem byla zvolena Escherichia coli.

Pro porovndavani Gc¢innosti zachytu byly popisované experimenty sice zfejmé poctivé zpracované, mnohokrat
zopakované, avsak pfedem nevhodné zvolené a v praci samotné ponékud zmatecné prezentované. K jednotlivym
metodickym postuptim a k formé sepsané prace mam nasledujici pfipominky:

1) Modelovy organismus: Dlivod pouziti baterie E. coli, ani blizsi specifikace pouZzitého kmene neni v praci uveden.
Usuzuji, ze vybér byl dan specifitou povrchového antigenu k protilatce, ktera byla pouzita na nanovldknech. Ani zde
vSak neni blize vysvétleno, o jakou protilatku specifickou vici kterému antigenu E. coli se jedna.

2) Filtrace: Ve vysledcich autorka uvadi experiment ,A - PAN bez protildtky, B - PAN + protildtka + nebulizér”.
Znamena to, Ze ve vzorcich A nebyl pouzity kromé protildtky ani nebulizér? Pokud ano, nevim, co mél experiment
ukdzat - Ucinek zachytu pres protilatku nebo Gcinek nebulizéru? Obecné plati, ze do kteréhokoliv experimentu nelze
vnaset vice nez jeden rozdil oproti kontrolnimu vzorku.

Dale u procesu filtrace postraddm informaci o ¢ase - musi byt samozrejmé pro vSechny vzorky stejny, stejné jako
vstupni hustota bakteriadlni suspenze. Ta byla sice pfedem zmérena, ale nevim, zda byla tato suspenze v pribéhu
experimentu vzdy promichavana, aby se zabranilo sedimentaci (napf. v experimentech bez nebulizéru).

3) Promyvani: Vlastné ani nerozumim, pro¢ autorka ¢ekala vétsi uc¢innost zachytu na membrané potazené
protilatkou, pokud, jak je v Gvodu uvedeno, velikost p6rli (nm) nebyla vétsi nez velikost bakteridlni bunky. Jelikoz
byly po filtraci membrany promyty (snad ve vodé?) v ultrazvukové Cisticce, testovala se spiSe Ulinnost tohoto
promyvani. Ta vSak, pokud byla provedena v uzavieném systému, zfejmé nebyla vysoka, teoreticky zalezi na
objemu promyvaci tekutiny (to jsem v praci nenasel). Domnivadm se vSak, ze z praktického hlediska nebude mit
promyvani v suspenzi sonikaci uvolnénych bunék vyznamny efekt, protoze bude dochazet k jejich opétovnému
zachytu. Pro tento pfipad bych snad doporucil nékolikandsobné promyvani ve fosfatovém pufru s obsahem
detergentu, napf. Tween 20.

4) Stanoveni vysledné koncentrace bunék: | kdybychom méli po sonikaci membrény Iépe promyté (tim mam na
mysli maximalné odstranéné buriky, které nejsou vézané pres komplex antigen-protildtka), nelze tento rozdil urcit
pouhym, stanovenim denzity pfes noc narostlé biomasy. To by se musely na mediu bufky mnozit stale stejnou
rychlosti, k ¢emuz vSak ve skute¢nosti nedochdzi, protoze bakterie na pevném médiu lokdlné dosahuji dfive ¢i
pozdéji stacionarni faze rlstu.

5) Z hlediska zpracovani textu prace mam nasledujici pfipominky:

Abstrakt a Uvod

V abstraktu neumim presné odlisit drobné nuance v definicich detektoru, bioreceptoru a bionanosenzoru.

V Gvodu mi schazi popis naplné prace s naznacenim vysledkd a jejich vyznamu. To je z mého pohledu dilezité,
protoZze jiz pfi ¢teni Gvodu se Ctendr rozhoduje, zda se praci bude vénovat dale nebo zda je pro néj nezajimava.

Cile

Cile by mohly byt formulované stru¢néji a jasnéji. Nepatfi sem metodicky popis ani vysvétleni principl reakci
antigen-protilatka.

Literarn{ prehled

Literarni prehled je napsan celkem pochopitelné a je doplnén adekvatni literaturou. Mdm zde nasledujici spise
drobné vyhrady:

0 5. fadek na str. 12 je preklep v datu 1900.

0 Popis obr. 1 by mél byt slovensky.

0 Kap. 3.2.1 Biosenzory - Jak souvisi problematika biosenzorl (tak, jak je definujete) s touto praci? - byly zde
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pouzity?

0 Kap. 3.3 Nanovlaknity detektor - snad by méla byt tato ¢ast spiSe podkapitolou kapitoly 3.1 Nanovldkna?

0 Na str. 19. - nelze zcela souhlasit s tvrzenim, Ze E. coli je ,najrozsirenejsim komenzalnym obyvatelom
gastrointestindlneho traktu...“. Domnivam se, ze napf. rod Bacteroides je zastoupeny jesté vice.

Metodika

Pouzity materidl a metody jsou v praci popsany nesystémové. Je prekvapivé, ze soupis potfebného materidlu v
Kapitole 4.1 a v Tabulce 1 sestdva pouze z 5 polozek, z nichz 4 jsou komponenty nepojmenovaného agarového
média. Patou polozkou je spektrofotometr. V tomto Uvodnim vyctu neni uveden naptiklad nebulizér, pouzité
nanovlaknité membrany, ultrazvukova lazen aj. Také rlizné modifikace experimentalnich postupl jsou v praci
popsany na réznych mistech, nékdy jsou dokonce experimenty popsany az v diskusi.

Obrazek 8 ,Nanovlakenné terciky na Petriho miske po 21 hodinovej inkubacii“ neni popsan (popisu na samotnych
Petriho miskdch nerozumim) a patfi do kapitoly Vysledka.

Zaujala mé pouzita varianta filtrace bez nebulizéru, protoze nevim, co to vlastné po technické strdnce znamena.
Bude v takovém pripadé pumpa od¢erpavat suchy vzduch nad hladinou suspendovanych bakterii nebo se bakterie
na membranu dostanou téz ve formé aerosolu?

Vyznamu dal3{ modifikace ,Dal3ou modifikaciou oproti skor popisanej metéde bolo, Ze nanovldkna neboli ndsledne
po filtrécii prelistené ultrazvukovou ¢istiCkou, aby sa zabranilo opatovnej aktivacii naviazanych protiladtok...” z
hlediska pfipominek uvedenych vyse nerozumim uz vlbec.

Filtraéni aparatura je v praci ukdzana hned na trech rliznych obrazcich, coz je podle mé zbytec¢né.

Vysledky

Vysledky nemd smysl pfilis komentovat, protoZze podle mého nazoru bylo méreni mnozstvi zachycenych bakterii
provedeno nesmysinym zplsobem. Nicméné mam nékolik dalSich pripominek ¢i doporuceni ke zplsobu zpracovani
vysledkd:

Kapitolu vysledk( doporucuji pro prehlednost ¢lenit do podkapitol, které vysvétluji a prezentuji vysledky jednotlivych
experimentd.

~Namerané vysledky st uvedené v Tabulkach 1, 3 a 5“ - Nerozumim, pro¢ stejny typ experimentd je prezentovan v
nékolika tabulkdch a az v diskusi je celkovy vysledek dovysvétlovan. V&fim, Ze tento typ experimentd by se dalo
prezentovat Uspornéji a pro ¢tenare pochopitelnéji.

~Tabulka 5 - Vysledky optickej hustoty nanovldkennych ter¢ikov bez inkubécie” - Zplsob provedeni experimentu
bez inkubace neni v metodice ani ve vysledcich vysvétlen. Diskuse se témto experimentdim vénuje, napf. ,,...
vysledky experimentov bez inkubdcie po filtracii su az 4,34- krat lepSie ako s inkubaciou.” Nevim, co si autorka
predstavuje pod pojmem ,lepsi vysledek”. Z fe¢eného mi vsak viibec nenf jasné, co vlastné bylo méreno a jaky byl
dlivod takového méreni.

Diskuse

Kapitola Diskuse neni diskusi. Studentka pouze opét popisuje jednotlivd méreni a obc¢as néco dovysvétli. Autorka
zcela rezignovala na to, aby své zavéry uvedla do souvislosti s relevantnimi fakty, publikovanymi v odborné
literature. Rovnéz by bylo vhodné Castéji text doplnit odkazy na vlastni vysledky - obrazky a tabulky - v této praci,
aby se Ctenar |épe orientoval.

V diskusi nerozumim poznamce na strané 45: ,Pri trefom pokuse sa nechali vzorky sedimentovat, aby doslo k
usadeniu neziaducich Castic, uvolnenych z nanovlakien. ISlo prevazne o vzorky C.” Pokud studentka nechala vzorky
sedimentovat, sedimentovaly i bunky, ¢imz by doslo k dal$imu zkresleni vysledkd.

Domnivam se, ze experimentalni design nemohl vést k feseni hlavniho cile tak, jak byl naformulovan. Rovnéz zplsob
sepsani bakalarské prace, zejména nesystematicky popis experiment(, zbyte¢né slozitd prezentace vysledk( a
diskuse postradajici citace (s jedinou vyjimkou), neodpovida béznym standardlm takové prace. V predkladaném
stavu nedoporucuji tuto bakaldrfskou praci k obhajobé. Pokud se vSak pfi obhajobé samotné prokaze, ze se v
dilezitych aspektech, které praci vytykam, mylim nebo jsem pfili$ striktni, velice rad své doporuceni zménim. Je
rovnéz mozné ze strany studentky celkové hodnoceni vylepSit na zdkladé adekvatnich odpovédi na tfi vyse
naformulované dotazy, které podle mého Usudku reflektuji tfi nejvétsi slabiny obhajované préace.

Pro Gspésnou obhajobu nicméné doporucuji praci doplnit alespon jednim validnim experimentem, u kterého bude
jasné definovany cil, tedy co presné hodlate testovat a z jakého ddvodu. Pokud by to bylo napr. testovani efektivity
zachytu bakterii pres vézané protildtky, doporucuji experiment zaméfit predevsim na techniku promyvani a nasledné
eluce s pouzitim adekvatniho napf. komercné dostupného promyvaciho a elu¢niho pufru. Rovnéz stanovenf
koncentrace bakterii vyplavenych z obou membran do elu¢niho pufru je potfeba provést adekvatnim zplsobem,
nejlépe fedici fadou a spoc¢tenim narostlych CFU na misce.

Pokud je to technicky mozné, midZete se pokusit stanovit G¢innost zadchytu membran, napf. podrzenim Petriho misky
v proudicim vzduchu za membranou po dany cas.

Predpokladam, Ze s celou aparaturou se pracuje v laminarnim boxu s parametry biohazard (tfida Il.). Presto je nutné
vzit v Gvahu, Ze mikroskopickd naruseni membrany mohou zplsobit Unik aerosolu s bakteriemi do prostoru.
Doporucuji proto, aby se pfi této praci radéji pouzival i respirator, aby se minimalizovalo riziko respira¢ni nakazy.
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V textu samotné bakalarské prace doporucuji na zakladé vyse zminénych experimentd adekvatné upravit predevsim
kapitoly Metodiky, Vysledk{ a Diskuse tak, aby reflektovaly vyse zminéné pripominky.

V Praze dne 30. 05. 2023
RNDr. Jan Bobek, Ph.D.
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