Oponentsky posudek disertatni prace Ing. Magdalény Chromé na téma
,»Charakteristika bakterialnich patogeni, vCetné genu rezistence, pomoci PCR a analyzy

kFivky tani“.

Piedlozena disertacni prace obsahuje 136 stran textu vcetné literarnich odkazt,

seznamu tabulek, obrazka, grafli, zkratek a ptehledu publikovanych vysledki.

Téma prace navazuje na publikace diplomantky a prace jejiho Skolitele, pana profesora
Kolafe. Sledovani rezistence k antibiotikim u patogennich bakteridlnich kmend na
molekularni Grovni patfi v soucasné dobé k velmi dileZitym a modernim smérim v klinické
mikrobiologi. Stanoveni genti zodpovédnych za rezistenci bakterii k antibiotikim nam
poméahd pochopit a vysvétlit problémy, které v poslednich letech nastaly v oblasti
antibiotické terapie. RovnéZ ma velky vyznam mezioborovy v oblasti epidemiologické.
Pfina8i zasadni poznatky v oblasti vzniku a $ifeni bakteridlni rezistence. Na poli molekuldrné
biologickych metod piedstavuje detekce genii rezistence velmi sloZitou problematiku,
naro¢nou jak po strance materialni, technologické, tak i z hlediska poZadavki na erudici a
schopnosti pracovnikil. Lze fici, Ze se jedna o jeden z prioritnich smérii soucasného vyvoje
jak mikrobiologie jako takové, tak zejména klinické mikrobiologie. Ustav mikrobiologie
Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci pat¥ k piednim pracovistim v Ceské
republice, které se touto problematikou zabyvaji. Svédéi o tom i granty, které v této oblasti
ziskali a byly i zakladem posuzované disertacni prace. Velmi pfinosna je rovné€Z spoluprace s
dal$§imi vyznamnymi zdravotnickymi zafizenimi v moravském regionu a spoluprice s
laboratofemi veterinarni mikrobiologie. Zadani pfedloZend prace je Siroce pojaté, svoji
koncepci 1 ziskanymi prioritnimi vysledky ma velky vyznam nejen pro obor lékarské

mikrobiologie, ale i pro obory epidemiologické a veterinarni mediciny.

Cile prace byly stanoveny na zékladé publikovanych studii ve svétové literatuie.
Zahrnuji analyzu bakterii z humanni i veterinarni oblasti, vlastni metodiku detekce
Sirokospektrych betalaktamaz i epidemiologickou analyzu pomoci molekuldrnich metod.
Postup feSeni vytyéenych problému je metodicky a pfesny. PouZité metody jsou odpovidajici
pro ziskani adekvatnich vysledki jak v oblasti detekce betalaktamaz, tak 1 v oblasti

epidemiologické analyzy. VSechny Ctyfi cile stanovené v zadani prace byly splnény.
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Ziskané vysledky jsou pfesn€, metodicky popsany a v nékolika pfipadech ptredstavuji
Sirokospektrych betalaktamdz pomoci multiplex PCR a nasledné analyzy kiivky tani DNA.
Ziskéani dat pomoci ovéfenych Spickovych metodik je zajisté pfinosné, zejména v piipadé
prioritnich dat. Autorka se kromé toho pustila i do vyvoje nové metodiky, kterou odzkousela i
v praxi. Tuto ¢innost povazuji za nejpfinosnéjsi, at’ jiz jsou vysledky vice ¢i méné pozitivni.

Sved¢Ei to o tom, Ze autorka je schopna samostatné védecké prace a aktivniho feSeni problémt.

Formalni stranka

Préace je disledné a naprosto systematicky ¢lenéna na hierarchii jednotlivych kapitol,
které Casto predstavuji jen n€kolik vét. Je to jist€ didakticky spravné, le¢ Ctenat, ktery neni
zbehly v problematice se v mnozstvi kapitol obtizn¢ orientuje a musi listovat v jinak naprosto
pfesném obsahu. Clenéni price odpovidd standardnimu Glenéni védeckych praci. Pies
obsahlou publikacni aktivitu autorky je znat mladi a mensi zkuSenost autorky. Nékteré ¢asti
textu jsou méné srozumitelné nebo prili§ strucné ( napf. popis metody HRM s. 17, ktera je pro
praci klicova). To samé plati pro popis vysledki, kde by si nékteré tabulky a grafy zaslouzily
podrobnéjsi vysvétleni. Tabulky 20 a 21 nejsou jednoznatné popsany, z textu neni zcela
jasné, jak se zjistila pritomnost enzymu TEM-1. Na obrazcich 28 — 33 neni popis barev
jednotlivych kfivek. V diskuzi téméf kazda kapitola (napt. 5.11.1, 5.1.2, 5.2.1) zadina

popisnym textem, ktery patii svym obsahem do tivodu.

I pfes zna¢nou pozornost, kterou autorka praci vénovala, jsou v textu obcas pieklepy
(s. 16, 17, 19, 52, 99 ), schazi slovicko nebo se vyskytuji nestandardni znaky. Pro danou
tematiku je charakteristické mnoZstvi rliznych zkratek. Seznam zkratek je rozsahly, nékteré v
ném ale nejsou uvedeny ( napf. "ISCR" s.21, "RNAI" s. 43, tab. 18). Tyto pfipominky ale
nepovazuji za podstatné a rozhodné nesnizuji celkovou Groven préace. Jazykovou stranku textu

si vzhledem k mym znalostem slovenstiny nedovoluji hodnotit.

Prace s literaturou je na vysoké urovni, vSechna zdsadni tvrzeni jsou doloZena celkem 133

recentnimi odkazy nanarodni i mezindrodni literaturu. Po formalni strdance jsou odkazy

rovné€Z bezchybné.

Je tieba ocenit, Ze Ing. Magdaléna Chroma je autorkou ¢i spoluautorkou celkem deviti

praci v recenzovanych Casopisech, z toho 3x v Casopisech s impact faktorem. Déle 11x




hlavnim autorem a 5x spoluautorem pfednasek a posterti s abstraktem na vyznamnych

domdcich i zahrani¢nich odbornych kongresech a konferencich.

PredloZenou disertatni praci doporuéuji k obhajobé a piedkladatelce by mél byt na

zéklad€ uspésné obhajoby udélen akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle §47 Zakona o
vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

K predkladatelce prace mam t¥i dotazy:

1. Co je metoda fingerprinting? V préci je uvedena na str. 21 mezi metodami na typizaci.
Jak se li$i naptiklad od metody RFLP?

2. Jaky je rozdil mezi metodou DNA mikrogipti a metodou microarray, ktera se za¢ina
pouzivat v mikrobiologické diagnostice a byva rovnéZ oznaGovana jako ¢ipova metoda
(napf. systém Infiniti distribuovany firmou BioVendor).

3. Jakym zplsobem byly ziskany zdravé osoby pro detekci enterobakterii s produkci

Sirokospektrych betelaktamdz, jakd byla kritéria, byl to reprezentativni vzorek

populace?

V Praze dne 25.3.2011

Doc. MUDr. Pavel Serfilik CSc.




OPONENTSKY POSUDEK

DOKTORSKE DISERTACNI PRACE

Ing. Magdalény CHROME

Téma: Charakterizace bakterialnich patogeni, véetné geni rezistence, pomoci PCR a
a analyzy krivky tani

Doktorska prace Ing Magdaleny Chromé je relativné dosti rozsahlé prace Citajici 137
stran textu véetné souhrnu, literatury a seznamu tabulek, obrdzki a grafti. Cela studie je velmi
vystizné doplnéna o 33 tabulek 39 obrazkd, které jak z hlediska metodického,tak i vzhledem
k ziskanym vysledkim, jsou ukézkou optimalniho a racionalnitho pfistupu autorky
k feSenému problému. K praci je pfilozena bohaté (133) literarni dokumentace a i vlastni
publikace a prednaskova aktivita. Jde predevSim o vlastni, nebo kolektivni publikace
vztahyjici se pfimo k feSenému problému ( 3 publikaci v ¢asopisech simpakt faktorem,5
publikaci v Casopisech srecenznim fizenim bez impakt faktoru). Pozoruhodna je i
prednaskova aktivita (16) pfedevsim ve spolupréci s jinymi pracovniky.

Zvolené téma.

Zvolené téma je vysoce aktudlni.Zmeény v bakteridlni ekologii jsou v posledni dobé
charakterizovany, kromé jiného, zvySenym vyskytem rezistentnich enterobakterii. Tyto
kmeny mohou byt pivodci fady zavaznych infekénich komplikaci,které byvaji velmi obtizné
terapeuticky zvladnutelné.

Cela studie tesi problematiku enterobakterii s produkeci Sirokospektrych betalaktamaz
(ESBL a AmpC) a to jak v humanni, tak 1 vanimalni sféte. Kromé dnes jiz rutinné
zavedenych metod dopliuje autorka svou préci o genetické metody. Jde nejen o PCR, ale i o
analyzu kiivky tani DNA pii genetické charakteristice ESBL-pozitivnich izolatt.. Prace je
doplnéna o epidemiologickou analyzu ESBL-pozitivnich izolatd zjednotek intenzivni
péce.Soucasné byla u téchto izolatli provedena charakteristika genti koédujicich produkei
techto enzymu.

Studie  reSi  velmi aktualni otazku tykajici se vyskytu ESBL pozitivnich
enterobakterii a to pfedev§im za pomoci modernich genetickych metod. Je p¥Finosem
predevsim pro vlastni obor, ktery musi byt pripraven cilené FeSit infekéni komplikace
vyvolané témito kmeny.

Postup feseni problému a pouzité metody
V uvodu podava autorka zcela vycCerpavajici odpovéd’ na otazku tykajici se vzniku a
mechanismt rezistence k antibiotiklim, a problematiky detekce bakterialni rezistence.
Zvlastni tusek je vénovan molekuldrné genetickym metodam, které se pouzivaji na
monitorovani Sifeni ESBL a Amp C a ur€eni horizontalniho pfenosu determinant rezistence.
Metodicky je prace rozdélena do Ctyt zakladnich krokda.




1.Analyza enterobakterii s produkei Sirokospektrych betalaktaméz v humanni populaci
2.Tataz analyza v animalni populaci.
3 Vyuziti genetickych metod (PCR a kfivky tani) pfi charakterizaci ESBL-pozitivnich izolatl
a konecné
4 Epidemiologicka analyza ESBL pozitivnich kment E.coli na JIP.
Tezisté celé studie jsou metodické postupy tykajici se genetickych vySetfeni u ESBL
pozitivnich kmenti.Jednalo se o multiplex PCR
analyzu kfivky tani
elektroforetickou separaci produktti amplifikace
metoda ptimé sekvence
Pro epidemiologickou typizaci kment produkujicich Sirokospektré betalaktamazy byla
pouzita metoda pulzni gélové elektroforézy.

Souhrnné lze tedy Fici,ze metodicky reSila autorka stavajici problematiku na
velmi vysoké trovni. Pokud mohu posoudit jako klinicky mikrobiolog jsou pouzité
genetické metody jedineéné. Logistickd i odbornd troven pracovniho postupu
jednoznacné prispéla k splnéni stanoveného cile celé studie.

Ziskané vysledky
Dosazené vysledky prokazaly vyskyt ESBL a AmpC betalaktamdz u enterobakterii
izolovanych z klinického materialu u nemocnych i zdravych osob. A to:
- u kment Klebsiella pneumoniae byl prokazan vyskyt ESBL pozitivnich kmenti v 19%
na JIP
- na hematoonkologickém oddéleni bylo prokdzano 7 kment KI.pneumoniae s produkci
AmpC Sirokospektrych betalaktamaz
- celkovd prevalence ESBL a Amp C Sirokospektrych betalaktamaz ziskanych
z gastrointestinalniho traktu se pohybovyla okolo 1%.
- velmi zajimavy byl prikaz jednonukleotidové mutace ve specifickych pozicich
vedouci k nadprodukci AmpC .
- byla prokazana ptitomnost ESBL a AmpC enzymt u driibeze.

Byla navrzena metoda vyuzivajici multiplex PCR a analyzy tani s vysokym
rozliSenim umoznujici amplifikaci tfech bla géni v jedné reakcei a naslednou identifikaci
pritomnych betalaktamaz.

Vysledky jednoznacné poukézaly na vyznam modernich genetickych metod pro priikaz
jednotlivych faktori rezistence. V tom vidim velké pozitivum i piislib do budoucnosti

mikrobiologického vySetrovani.

Ve vSech bodech,které si autorka zadala, splnila dizerta¢ni prace svij cil. Za
velmi vyznamnou povazuji predev§Sim tu skutecnost, Ze poukdzala na vyznam
genetickych metod pri sledovani rezistence na antimikrobni latky.

Vlastni prace je na velmi dobré védecké urovni Celé jeji uspotadani ma pevny fad a
logickou naslednost. O publikacni aktivité jsem se jiZ zminil.




Na kandidatku mam jako klinicky mikrobiolog jedinou otazku.
Jak si autorka predstavuje uplatnéni aplikace a vyuziti téchto metodik v klinické praxi?

Na zéklad¢é predloZzené prace a ziskanych vysledkid, které beze zbytku splnily
stanoven¢ cile

doporucuji,aby Ing. Magdaléné Chromé byl na zakladé paragrafu 47 Zikona o
vysokych Skolach ¢.111/98 Sb.

udélen titul Ph.D.
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