Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Rudolfa Kukly na téma ,Metody

monitorujici antimikrobidlni acinky pfirodnich latek*.

Pfedlozena disertani prace obsahuje 125 stran textu vletné seznamu zkratek,

literarnich odkazii, a webovych odkazii k obrazktim.

Prace se vénuje zkoumani uCinkd dvandcti latek rostlinného piivodu na vybrané
bakterie, které se nejcastéji podileji na bakterialni kontaminaci kan¢iho spermatu. Téma prace
je vysoce aktudlni. Momentalné Zijeme v obdobi, o kterém se jiz nékolik let zcela nepokryté
hovoti jako o obdobi antibiotické krize. Antibiotika jsou v pozadi obrovskych tsp&chi téméF
vSech medicinskych oborti a moderni medicinu si bez nich uZ nedovedeme piedstavit.
Bohuzel, v posledni dob& ztraceji w¢innost §ifenim rezistentnich bakteridlnich kmend.
Pfi¢inou je nadmérna spotieba antibiotik nejenom v humanni a veterinarni medicing, ale i
v dalSich lidskych ¢innostech, jako je naptiklad zeméd€lstvi. Vyvoj novych antibiotik sice
probihd, do klinické praxe se jich ale dostava velmi malo. V této situaci je kazdé omezeni
pouzivani antibiotik vitané. Pozornost se v poslednich letech vénuje fad& latek rostlinného
pivodu od ¢esneku po exotické tropické rostliny. Vétsinou se jedna o sekundéarni metabolity.
Chemickym slozenim se jednd o velmi riiznorodé latky od polypeptidd az po riizné silice a
oleje. Vyuzitim téchto latek a jejich antimikrobnimi u¢inky se v poslednich letech zabyva
fada praci. Praktickych pouzitelnych vystupi bylo ale popsano relativné velmi malo.

Prace je postavena velmi promyslené z hlediska proveditelnosti a pravdépodobnosti
ziskani pozitivnich vysledki.. Vyuziva ovéfenych metodik testovani citlivosti bakterialnich
kmenid metodami MIC a MBC. Po této strance nepfinasi nic nového, u¢inky testovanych latek
na rizné bakterialni kmeny jiz byly popsany. Novum je myslenka praktického vyuZiti pro
oSetfeni kanc¢iho spermatu. Byly cilené vybrany a testovany bakterie, které se nejéastéji
podileji na jeho kontaminaci. Jako pfidavek byla jest¢ provedena u vybranych latek
spermiotoxicita. To povazuji za velmi vyznamné, protoZe se tim vysledky prace posunuly
k praktickému vyuziti.

Predlozena dizerta¢ni prace dokladuje zvladnuti sloZitych metodik testovani uginki
latek rostlinného ptivodu. Tyto metodiky principidlné vychézeji z b&Zné pouzivanych metodik
pro testovani antibiotik. Z vlastnich zkuSenosti ale mohu potvrdit, Ze jejich aplikace na latky
rostlinného ptivodu narazi na fadu komplikaci, které musely byt vyfeSeny. Vzhledem k poctu

testovanych latek a bakterialnich kmenti bylo do ziskani laboratornich vysledk vlozeno



nesrovnatelné vétsi mnoZstvi prace v porovnani s fadou disertadnich praci, které jsem mél tu
¢est oponovat.

Cile prace byly stanoveny zcela jasné s logickym, na sebe navazujicim postupem.
Postup feSeni vytyCenych problémi je metodicky a pfesny. Pouzité metody jsou odpovidajici
pro ziskani adekvatnich vysledkl ve vSech stanovenych cilech — zavedeni metod pro prikaz
mikroorganismi v biologickém materialu, stanoveni antimikrobidlnich u¢inkd testovanych
latek vcetné jejich kombinaci, zjisténi jejich toxicity a analyza vysledkl. VSechny cile
stanovené v zadani prace byly splnény.

Ziskané vysledky jsou pfesné, metodicky popsany, piedstavuji Casto prioritni data a
hlavn¢ maji velky potencial pro praktické vyuziti. V rozsahlé diskuzi autor prokazal, Ze se
dokonale orientuje v dané problematice a je schopen spravné posoudit ziskané vysledky.
Prace svéd¢i to o tom, Ze autor je schopen samostatné védecké &innosti a aktivniho feseni

problémtl.

Formalni stranka

Clenéni prace odpovida standardnimu &lenéni v&deckych praci. Nazvy jednotlivych
kapitol jsou jednozna¢né a logické. Autor vénoval formalni strance opravdu velkou pozornost,
nenael jsem témét Zadné chyby ani pieklepy. Jazykova stranka prace je na vysoké tirovni.
Price s literaturou je rovnéz na vysoké Grovni, vSechna zasadni tvrzeni jsou doloZena vice neZ
190 recentnimi odkazy na narodni i mezinarodni literaturu. Po formalni strance jsou odkazy
rovnéZ bezchybné.

Jedinou vytku bych mél ktomu, Ze se autor do detaild zabyva problematikou
stanoveni antimikrobialniho G¢inku testovanych latek a ziskanych vysledki. Zcela spravné je
diskutuje a srovnava s vysledky jinych autori. V této zaplavé informaci se ale ponékud ztraci
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spermatu. ZaslouzZilo by si to ptehlednou tabulku.

Je tfeba ocenit, ze Mgr. Rudolf Kukla je autorem &i spoluautorem odbornych praci v
recenzovanych ¢asopisech, z toho 4x v ¢asopisech s impact faktorem (1x prvni autor ve velmi
prestiznim Casopisu Antimicrobial Agents and Chemotherapy). PiedloZenou diserta¢ni praci
doporucuji k obhajob¢ a predkladatelovi by mél byt na zakladé usp&sné obhajoby udélen
akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle §47 Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sb.



K predkladatelovi prace mam tii dotazy:

1. Ve vysledcich se pouZivaji terminy MICsy a MBCsy, jsou rovnéZ uvedeny v seznamu
zkratek. Zde a v textu pod tabulkami je pouze uvedeno, Ze se jedna od minimalni
bakteriostatickou/baktericidni koncentraci pro 50% bakteridlnich bunék. Muzete,
prosim vysvétlit, jakou metodikou jste tyto vysledky ziskal?

2. Co jsou sekundarni metabolity a jaky maji vyznam pro rostlinu?

3. Rada sekundérnich metabolitii je nestabilnich a postupné dochazi k jejich transformaci
a zmén€ UCinkd. Naptiklad xanthohumol, latka se silnymi antimikrobialnimi u¢inky se
postupné méni na 6 a 8prenylnaringenin, coZ jsou nejsilngjsi fytoestrogeny. Latky s
hormonalni aktivitou byly prokdzany naptiklad v jetelu nebo ve chmelu. Rostliny se
timto zptisobem chrani proti poZeru hmyzimi housenkami, u kterych poté neprob&hne
proména v dosp€ly hmyz. Do jaké miry jsou Vami testované latky stabilni (hlavné ty
co by byly prakticky pouzitelné - karvakrol, thymol) zejména ve vodném roztoku.

Jsou tyto udaje znamy?

V Praze dne 1. 2. 2018

Doc. MUDr. Pavel

ak, CSc.



Oponentsky posudek

Pfedkladam oponentsky posudek disertaéni prace s ndzvem ,Metody monitorujici
antimikrobidlni u¢inky pfirodnich latek”, kterou predlozil Mgr. Rudolf Kukla. Disertaéni prace
s celkovym poctem 125 stran je ¢lenéna do kapitol obvyklych pro tento druh spisu.

S uspokojenim musim konstatovat, Ze graficka Uprava a textové zpracovani dosahuji vysoké
urovné, kterd svédci o peclivém a odpovédném zpracovani préce, které neni dne vidy
samozrejmosti.

Téma prdce je velmi aktudlni, protoze resi alternativni moznosti vyuZiti antimikrobialnich latek
pfirodniho plvodu v dobé, kdy je zfejmé, Ze velké objemy AML charakteru antibiotik, nebo
chemoterapeutik, vedly ke vzniku a rozsifeni ziskané rezistence vyznamnych bakterialnich
plvodcli onemocnéni ¢lovéka a zvifat. Prace se tedy svym obsahem odpovidd modernim
trenddm vyzkumu zaméfenym na nahradu AML tam, kde to je mozné s cilem sniZit jejich
spotiebu ale i riziko dalSiho Sifeni klonU bakterii se ziskanou rezistenci. Jednou z takovych
vyznamnych nik je i rutinni pouzivani antibiotik v rznych kombinacich za G¢elem udrZeni kvality
inseminacnich davek kancQ, které se déje v globalnim méritku. V této praci ocefiuji zejména
skutecnost, Ze testované prirodni latky byly velmi pocetné a Ze zahrnovaly rdzné skupiny
substanci a jejich zdrojovych rostlin. Kromé zékladni studie byly vySetfovéany také Gginky
kombinaci vybranych latek, coZ povazuji za velmi sloZity postup, ktery poskytl vysledky pro mne
nejduleZitéjsi. Mohu konstatovat, Ze komplexnost zabéru této prace je vysledkem
systematického pfistupu ale i dlouhodobé vyzkumné spolupréce nékolika tymu z riznych
univerzitnich a vyzkumnych pracovist u nas.

Cile pfedkladané prace jsou stanoveny logicky s jasnou formulaci. Kromé metodologické stranky
zamérené na standardizaci testovani in vitro se jednalo o dalsi naroéné cile, zejména s ohledem
charakter a minimalni mnozstvi pouzitych pfirodnich latek. Jako mimoradny cil pro ovéfeni
mozZné toxicity testovanych latek bylo zvoleno sledovani Gcinkl ve vzorcich kanéiho spermatu.
Jde bez pochyby o vhodny, dostupny a velmi citlivym model. Timto modelem se viak préace
posouva do oblasti aplikovaného vyzkumu, kde se o¢ekdvaji dalsi vystupy a aplikace poznatk

v budoucnu.

V teoretické ¢asti disertacni jsou zpracovdny nejprve zékladni literarni Udaje souvisejici

s pouZitymi metodami stanoveni antimikrobialnich aktivit pfirodnich latek. Hlavni pozornost je
viak vénovana publikacim, které charakterizuji latky testované v této praci rozdélené do kapitol
latky pfirodni a silice. Mohu konstatovat, Ze pouZité literarni zdroje jsou recentni a jejich
zpracovani v pripadé kazdé latky je komplexni a detailni, pficemz je zachovana srozumitelnost
obsahu, coZ je vyznamné pro pochopeni smyslu zafazeni dané latky do studie. Kazda z téchto
latek je popisovana podle stabilni osnovy, coZz umoznuje snadnou orientaci v predkladanych
poznatcich, v€etné jejich srovnani.



Kapitola Material a metody je zpracovana prehledné s pouZitim tabulek v pfipadé materidlu.
PouZité metody jsou popsany tak, Ze umozni reprodukci i v jiné laboratofi. M4 pfipominka se
tyka nativnich vzorkd ejakuldtu kancl pouZitych pfi stanovenich spermiotoxicity. Byla v nich

sledovana urover bakteridlni kontaminace béhem testu, na po&atku a pozdéji po 72 h?

Vysledky. Prvni tabulka (€. 3) prezentuje kultivovatelné mikroorganismy izolované z 30 vzorkd
kancich ejakulatd. Z textu neni zfejmé, zda se jednalo o opakované odbéry nékolika darcti
(kancli), nebo kazdy z vySetienych vzork(l reprezentoval jiného kance? Jak Ize vysvétlit, ze 5
vzorku z celkového poctu 17, ze kterych se izoloval druh P. aeruginosa, obsahovalo vysoké pocty
CFU na 1 mI? Pochazeli kanci ze stejné stanice (chovného zafizeni), nebo z nékolika rdznych?
Ponékud nelogicky vzhledem k sekvenci pouZité v prvnich dvou kapitolach se jako prvni

v kapitole vysledky prezentuji MIC silic a pak teprve MIC dosaZzené pro celou skupinu pfirodnich
latek pro bakteridlni kmeny riizného plvodu, co? je podle mne jadro vysledkd prace. Mél
disertant néjaky dlivod k takové sekvenci prezentace vysledki? Vysledky dosaZené pfi testovani
pfirodnich latek jsou uspofadény prehledné v cetnych tabulkach, coz hodnotim velmi pozitivné.
Ziskané hodnoty jsou velmi zajimavé jak s ohledem na testované 3iroké spektrum latek i pocetné
zastoupeni mikroorganismu rlzného plvodu. V textové ¢ast jsou vysledky interpretovény
vystizné, tak Ze jasné shrnuji potencidl jednotlivych latek pro jednotlivé skupiny bakterii (gram
pozitivni a gram negativni) ale i nékteré jejich druhy. Vysledky testovani jednotlivych latek tak
poskytly vyborny zaklad pro dalsi fazi studie. Tou jsou vysledky testovéni Géink{ vybranych
kombinaci pfirodnich latek a EDETA. Za velmi cenny povazuji zejména prokazany synergicky
ucinek nékterych latek pro kmeny P. aeruginosa a Enterococcus faecalis, protoZe tyto dva druhy
jsou skuteénym problémem z hlediska jejich citlivosti ke klasickym antibiotikim pfidavanym
napfiklad do davek kané&iho spermatu. Velmi zajimavé jsou také vysledky hodnoceni nékterych
kombinaci s aditivnim G&inkem. Graficky Ndzorné jsou rovnéz prezentovany vysledky testovani
spermiotoxicity pfirodnich latek na zékladé hodnoceni motility kanéich spermii. K této éasti
vysledkd mam nékolik dotazd. Jak si disertant vysvétluje nulovou motilitu v pfipadé testovani
thymolu a karvakolu v koncentraci 600 (ug.ml™), kdyz davky 300 (ug.ml™), byly je&té

s pfijatelnym dopadem na motilitu? Druhy dotaz se tyka vysledkl testovani methyl-gallatu a
etyl-gallatu u nich nizsi koncentrace (300 a 600 pg.ml™), vykazuji od 1 h inkubace dokonce
pozitivni vliv, tedy zvySeni motility spermii. Je nizka motilita v éase 0 u téchto latek vysledkem
spermiotoxicity, nebo neni? Ve viech ostatnich pfipadech (s vyjimkou propyl-gallatu) je
pohyblivost spermii v ¢ase 0 na Urovni negativni kontroly a nasledné dochazi k logickém poklesu
rychlému nebo pomalému.

Kapitola diskuze je zpracovana obséhle s pouZitim velkého mnoZstvi odkaz(, na jejichz podkladé
srovnava kazdou &ast ziskanych vysledkl testovéni jednotlivych latek a jejich kombinaci. Ve
vétsiné pfipadl konstatuje shodu, nebo podobnost dosazenych vysledk(, pficem? racionalné
zdlvodniuj mozZné pficiny odchylek. Velmi pozitivné hodnotim, Ze disertant prezentuje vlastni



nazory na podkladé dosazenych vysledkl prace ale i studia literatury, pfi¢emz zachovava
potifebny odstup a skromnost. Z této kapitoly bych vyzved|, jako mimoFfadné zdaf¥ilé vedeni
diskuze tykajici se u€inkl jednotlivych kombinaci latek, kterd je vyvaZenad a zajimava pro ¢tendre.
Tuto &ast vSak obsahem prekonava posledni subkapitola, kterd sumarizuje dosazené vysledky

v tabulce €. 9. Obsah této tabulky ndzorné dokumentuje perspektivy moznosti vyuZiti pfirodnich
Iatek a jejich kombinaci pro Ucely dekontaminace kancich ejakulatG. Navrhovana feSeni jsou
opét racionalné zdlvodnéna v textu.

Zavéry prace jsou formulovany stru¢né pro jednotlivé cile. Autor zfetelné vyzdvihuje hlavni
poznatky prace, které se tykaji synergického, nebo aditivniho U¢inku testovanych dvojkombinaci
karvakolu s thymolem, nebo dvojkombinaci téchto jednotlivych latek s EDETA, které souéasné
prokazal jako méné toxické s predpokladem pro jejich pouziti pfi dekontaminaci inseminaénich
davek kancu.

Mohu konstatovat, Ze vytcené cile prace byly nejenom spinény ale i pfekroéeny. Jedna se o
vysoce kvalitni praci, ktera je ojedinéld u nas. Prinasi velmi cenné vysledky, které vyznamnou
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Iatek a jejich spermiotoxicity pro spermie kancu.

Na otdzku zda student prokazal tviréi schopnosti, odpoviddm jednoznaéné ano.
V souladu s § 47 VS zakona 111/98 Sh. prohladuji, Ze disertaéni prace predlozena Mgr. Rudolfem
Kuklou splfiuje pozadavky kladené na disertacni préce v oboru a proto ji doporucuji pfijmout
jako podklad k udéleni védecké hodnosti Ph.D.

Zpracoval: V Brné dne 21. ledna 2018
Prof. MVDr. Jifi Smola, CSc.,

Pfednosta kliniky chorob prezvykavcl a prasat
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