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DOKTORSKE DISERTACNI PRACE

Mgr. Venduly HUSICKOVE

Téma: Identifikace a typizace bakterii s produkci Sirokospektrych beta-
laktamaz .

Doktorska prace Mgr. Venduly Husickové relativné dosti rozsahla prace &itajici 121
stran textu véetné literatury a seznamu tabulek, obrazk a grafii. Celd studie je velmi vystizné
doplnéna o 30 tabulek, 5 grafti a 10 obrazkd, které jak z hlediska metodického,tak i vzhledem
k ziskanym vysledklim, jsou ukézkou raciondlniho pfistupu autorky k feSenému problému.
K préci je ptfilozena bohatd (156) pfedevSim zahrani¢ni literarni dokumentace a i vlastni
publikace a prednaSkova aktivita. Jde pfedev§im o kolektivni publikace vztahujici se pfimo
k feSenému problému ( 3 publikace v Casopisech simpakt faktorem a 4 publikace
v Casopisech srecenznim fizenim bez impakt faktoru). Prednaskova aktivita (5) byla
uskute¢néna predevsim ve spolupraci s jinymi pracovniky.

Zvolené téma.

Zvolené téma vychdzi zproblematiky, ktera se jiz dlouhodobé fe$i na tomto
pracovisti .Zmény v bakteridlni ekologii jsou v posledni dob€ charakterizovany, kromé jiného,
zvySenym vyskytem rezistentnich enterobakterii. Tyto kmeny mohou byt putvodci fady
zavaznych infekénich komplikaci,které byvaji velmi obtizné terapeuticky zvladnutelné.

Cela studie fesi problematiku enterobakterii s produkci Sirokospektrych betalaktaméz
(ESBL a AmpC) a to jak u hospitalizovanych pacientd (jednotky intenzivni péce
novorozenecké oddéleni) , tak i v komunité. Krom€ dnes jiz rutinné zavedenych
fenotypickych metod doplituje autorka svou praci o metody genetické (PCR).Soucasné byla
u téchto izolath provedena charakteristika genti kédujicich produkei téchto enzymd.

Studie FeSi velmi aktualni otazku tykajici se vyskytu ESBL pozitivnich
enterobakterii a to predevSim za pomoci modernich genetickych metod. Je piinosem
predevs§im pro vlastni obor, ktery musi byt pripraven cilené feSit infek¢éni komplikace
vyvolané témito kmeny.

Postup feSeni problému a pouzité metody

V tvodu podava autorka zcela vyCerpavajici odpovéd’ na otazku tykajici se vzniku a
mechanismti rezistence k antibiotiklim, a problematiky detekce bakteridlni rezistence.
Zvlastni Gsek je vénovan biochemické podstaté vzniku rezistence a molekuldrné genetickym
metodam, které se pouzivaji na monitorovani Siteni ESBL a Amp C.
Metodicky je prace rozdélena do péti zékladnich krokd.




1.Vyskyt nejcast€jSich enterobakterii s produkci Sirokospektrych betalaktamaz v
nemocni¢nim prostfedi a jejich fenotypové analyza

2.Tataz analyza v komunitg.

3 Geneticka analyza Sirokospektrych beta- laktamaz

4.Stanoveni identity bakteridlnich izolatli s produkei Sirokospektrych beta- laktamaz
5.Stanoveni PMQR genti u ESBL pozitivnich izolati Klebsiella pneumoniae

Souhrnné lze tedy Fici,ze metodicky FeSila autorka stavajici problematiku na
vysoké tirovni. Pokud mohu posoudit jako klinicky mikrobiolog jsou pouZité genetické
metody jedinecné. Logisticka i odborna uroven pracovniho postupu jednoznacné
prispéla k splnéni stanoveného cile celé studie.

Ziskané vysledky
Dosazené vysledky analyzovaly vyskyt ESBL a AmpC beta-laktaméz u enterobakterii
izolovanych z klinického materialu hospitalizovanych osob.
- prevalence ESBL pozitivnich kmeni nezdravotnickych zatizenich Olomouc,Ostrava a
Zlin ¢inila 7%. Nejcastéji byly zastoupeny kmeny klebsiel a E.coli.
- nanovorozeneckém oddéleni Olomouc byly prokédzany ESBL a AmpC pozitivni
kmeny u 3,6% resp.1,1%. Nejcast&ji byly izolovany kmeny E.coli a Enterobacter spp.
- celkova prevalence ESBL a Amp C Sirokospektrych betalaktamaz ziskanych
z gastrointestinalniho traktu pacienti v FNOL se pohybovala u ESBL okolo 8% a u
AmpC v 0,3%. Dominovaly kmeny Klebsiella pneumonie.
- vprostfedi jednotek intenzivni péce byly izolovany 4 kmeny ESBL pozitivni a 7
kment AmpC pozitivnich. Slo opét vétsinou o kmeny klebsiel.
- prevalence ESBl a AmpC pozitivnich kment ¢inila v komunité 3,2% resp.1,1%.
- geneticka analyza prokézala, Ze nejcastéjsi betalaktamazou ESBL byl typ CTX-M.
Multiplex PCR rovnéz prokdzal AmpC pozitivni izolaty u novorozencu.
- stanoveni identity potvrdil $ifeni rezistentnich izolatlh mezi pacienty, ale pfenos
z prostfedi na pacienty prokazéan nebyl. .

Vysledky jednoznaéné poukéazaly na vyznam komplexniho studia v¢etné modernich
genetickych metod pro priikaz jednotlivych faktort rezistence. V tom vidim velké pozitivum i
ptislib do budoucnosti mikrobiologického vysetfovani.

Ve vSech bodech,které si autorka zadala, splnila dizertac¢ni prace svij cil. Za
velmi vyznamnou povazuji predevS§im tu skuteCnost, Ze poukdzala na vyznam

genetickych metod pri sledovani rezistence na antimikrobni latky.

Vlastni prace je na velmi dobré védecké trovni Celé jeji usporadani ma pevny fad a
logickou naslednost. O publikaéni aktivité jsem se jiZ zminil.

Na kandidatku méam jako klinicky mikrobiolog tyto otazky

1 Jak si autorka predstavuje uplatnéni aplikace a vyuziti pfedevSim genetickych metodik
v soucasné klinické mikrobiologii?



2. Jaké jsou terapeutické moznosti u infekci vyvolanych enterobakteriemi s produkci
§irokospektrych beta — laktamaz?

3. Vzhledem k provedenym genetickym analyzim rad bych se zaptal na Grovei rezistence
klinicky vyznamnych enterobakterii k fluorochinolonim?

Na zéklads predloZené préace a ziskanych vysledkd, které splnily stanovené cile

doporuéuji,aby Mgr. Vendule Husi¢kové byl na zakladé paragrafu 47 Zakona o
vysokych $kolach €.111/98 Sb.

udélen titul Ph.D.

V Mélniku dne 10.8.2012 Doc.MUDr Otto Lochmann,CSc.



Oponentsky posudek diserta¢ni prace Mgr. Venduly Husickové na téma ,Identifikace a

typizace bakterii s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz*.

PfedloZzena disertaéni prace obsahuje 121 stran textu vcéetn€ literarnich odkazi,

seznamu tabulek, obrazk, grafi, zkratek a pfehledu publikovanych vysledki.

Téma prace navazuje svym zaméfenim na prace jejiho Skolitele, pana profesora Kolare
a dalsich pracovnikii Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Sledovani rezistence k antibiotikiim u patogennich bakteridlnich kmenl patii
v sou¢asné dobé k velmi dilezitym a modernim smérim v klinické mikrobiologii. Vyzkum
v této oblasti probiha zejména na molekularni Grovni. Jeho vysledky nam poméhaji pochopit a
vysvétlit problémy, které v poslednich letech nastaly v oblasti antibiotické terapie
v souvislosti se stoupajici rezistenci na antibiotika. Rovnéz maji velky vyznam mezioborovy,
zejména v oblasti epidemiologie. Zde umoziuji detailné sledovat cesty Sifeni rezistentnich
bakteridlnich kmenti. Ustav mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v
Olomouci patfi k prednim pracovistim v Ceské republice, které se touto problematikou
zabyvaji. Svéd¢i o tom i granty, které v této oblasti ziskali a byly i zdkladem posuzované
diserta¢ni prace. PiedloZena dizerta¢ni prace dokladuje zvladnuti velmi slozitych metodik
molekularni detekce gent rezistence. Zaroven predklada jejich vyuziti k ziskavani
konkrétnich udaji o vyskytu vybranych mechanismu rezistence v souborech bakterialnich
patogentt ziskanych ze vzorkd z Fakultni nemocnice v Olomouci, Fakultni nemocnice
v Ostravé a Krajské nemocnice T. Bati ve Zlin€. Téma prace hodnotim jako velmi aktudlni,
fesici soucasné zasadni problémy klinické mikrobiologie. Lze fici, Ze se jednd o jeden z
prioritnich smérii aplikovaného vyzkumu, ktery zasahuje do problematiky antibiotické terapie
a tim padem ma vliv na vétSinu lékatrskych oborl. Jako dalsi oblast, ve které je prace velmi
aktudlni, je epidemiologie a zejména v poslednich letech se formujici oblast nemocni¢ni
epidemiologie. Zde prace ukazuje cestu k ptesnému ziskavani informaci, které byly dosud jen
velmi obtizné ziskatelné. Velmi pfinosnd je rovnéz spoluprace s dal$§imi vyznamnymi
zdravotnickymi zafizenimi moravského regionu. Zadani pfedlozené préce je Siroce pojaté, cozZ
uz je ziejmé standardem pro pracovisté Skolitele. Ziskané vysledky jsou prioritni a v dané
oblasti neni v Ceské republice pracovisté, které by se touto problematikou zabyvalo na
takovéto trovni.

Cile prace byly stanoveny na zékladé publikovanych studii ve svétové literatufe.

Zahrnuji typizaci bakterii s produkei Sirokospektrych beta-laktaméz izolovanych z riznych



souborti klinickych a z nemocni¢niho prostiedi. Typizace byla zaméfena na vybrané geny
zodpovédné za produkci Sirokospektrych beta-laktaméz, PMQR geni zodpovédnych za
rezistenci na fluorochinolony u producentt betalaktaméaz a na stanoveni identity nebo miry
podobnosti bakteridlnich kmenti nesoucich vySe uvedené geny rezistence. Postup feSeni
vyty¢enych problémil je metodicky a pfesny. Pouzité metody jsou odpovidajici pro ziskani
adekvatnich vysledkti jak v oblasti detekce betalaktamaz, tak v oblasti analyzy pro

epidemiologické ucely. VSech Sesti cild stanovenych v zadani prace bylo splnéno.

Ziskané vysledky jsou pfesné, metodicky popsany a piedstavuji ve vétSin¢ piipadi
metodik pracovisté, z nichz nékteré byly pfedmétem experimentalni €innosti jejich kolegli
(Ing. M. Chromé) pro zpracovani reprezentativnich soubort bakteridlnich kmentd a ziskéani
vysledkil vyuzitelnych v praxi. Prace je ndzornou ukazkou, jak ma vypadat koncepéné vedena
védecka prace postupné na sebe navazujicich témat a posléze i vysledkt. Velmi dilezité jsou
rovnéZ vysledky podobnosti bakteridlnich izolatl, které maji vysoky vyznam pro stanovovéni
preventivnich hygienicko-epidemiologickych opatieni. V rozsahlé diskuzi autorka prokazala,
7e se dokonale orientuje v dané problematice a je schopna spravné posoudit ziskané vysledky.
Prace svéd¢i to o tom, Ze autorka je schopna samostatné védecké Cinnosti a aktivniho feSeni

problémi.

Formalni stranka

Préace je dusledné a naprosto systematicky ¢lenéna na hierarchii jednotlivych kapitol.
Clengéni prace odpovida standardnimu &lenéni védeckych praci. Odborny rozsah prace a tim i
pocet kapitol je tak velky, Ze je pro ¢tenafe nékdy obtizné udrzet kontinuitu (v ¢asti metodické
a ve vysledcich), zejména kdyz kapitoly 3.4.1. (s. 32) a 3.6.2. (s. 38) maji stejny nazev.
Autorka vénovala formalni strance opravdu velkou pozornost, prakticky se nevyskytuji
preklepy, vytku mam pouze k popisu tabulky ¢. 28, kde neni zcela jasné, Ze se jednd o
procenta. Jazykova stranka prace je rovnéz na vysoké urovni. Uvedené nedostatky nepovazuji

za podstatné a rozhodn€ nesnizuji celkovou urover prace.

Prace s literaturou je na vysoké trovni, vSechna zéasadni tvrzeni jsou doloZena celkem 156
recentnimi odkazy na narodni i mezindrodni literaturu. Po formaélni strance jsou odkazy

rovnéZ bezchybné.




Je tteba ocenit, Ze Mgr. Vendula Husic¢kova je autorkou ¢i spoluautorkou celkem

sedmi praci v recenzovanych ¢asopisech, z toho 3x v Casopisech s impact faktorem. Déale 5x

hlavnim autorem piednaSek a posterti s abstraktem na vyznamnych domécich i zahrani¢nich

odbornych kongresech a konferencich.

Piedlozenou diserta¢ni praci doporucuji k obhajobé a piedkladatelce by mél byt na

zaklad¢€ Gspeésné obhajoby udélen akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle §47 Zakona o
vysokych skolach ¢. 111/98 Sb.

K predkladatelce prace mam tri dotazy:

5

V praci je poprvé na strané 9 a poté opakované pii riznych piileZitostech deklarovano
Sifeni bakterialnich izolatt. Osobné povazuji za izolat bakteridlni kmen, ktery jsem
izoloval n&jakou metodou v laboratoti. V tom piipadé by se izolaty §itily z laboratoie
do populace. Co autorka povaZuje za izolat, popiipadé uptesnit, co se §ifi v populaci a
mezi pacienty, v nejhorSim piipad¢ z které laboratore?

V tabulce 30 na s. 72 je uvadéna rezistence kmenu K. pneumoniae ke kolistinu. Byla
tato rezistence ovéfena dalSimi metodami? Byla spojena srezistenci na dalsi

antibiotika?

. Pro detekci betalaktamaz byly pouzity vlastni metodiky. To je z riznych divodi pro

rutinni laboratof problematické. Jsou jiz k dispozici né&jaké komeréni metody pro
rychlou diagnostiku? Jaka je citlivost sou¢asnych metod, bylo by mozné stanovit
producenta ESBL piimo z klinického vzorku, tak jak to je dnes mozné naptiklad u

detekce rezistentnich kmena M. tuberculosis?

V Praze dne 6.9.2012

Doc. MUDr. Pavel Cermék, CSc.




