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Hodnoceni prace po formalni strance:

Diserta&ni prace disponuje pomérné rozsahlou teoretickou a experimentalni ¢asti v poctu
138 stran textu a dopliujici pfilohovou ¢asti sumarizujici 4 hlavni recenzované publikace
Ing. Nikoly Roulové, 3 z nich publikované ve vyznamnych IF periodikach. Na tyto publikace
se v textu autorka prace vhodné odkazuje (str. 78, str. 87, str. 112).

Teoreticka ¢ast prace se zaméfuje na problematiku centralizovaného ¢i$téni odpadnich vod
s dirazem na odpadni vody ze zdravotnictvi, které jsou v CR pomérné& diskutovanou a
rizikovou zaleZitosti. Vzhledem ktomu, Ze se prace blize vénuje detekci a vyskytu
antibioticky rezistentnich bakterii v odpadnich vodach, je reSersi zpracovana antibioticka
rezistence a piipadné i diskuse nad vhodnymi procesy k odstranéni mikrobialni
kontaminace. Dal$i vyznamnou kapitolou je metodicka €ast vlastni detekce a kultivacniho
stanoveni vybranych mikroorganismi, jm. Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Yersinia enterocolitica a Salmonella sp. Diskutovanou nosnou tématikou
disertaéni prace je pfijem polyfluorovanych lé¢iv za hydroponickych podminek péstovanych
rostlin. Tfeti &ast prace se zaméfuje na ekotoxikologické zhodnoceni na rist zelené fasy v
prubéhu fotokatalyzy vodnych roztokt herbicidil alachloru, metolachloru a acetochloru.

PfedloZzena disertacni prace je vysledkem feSeni konkrétni védecké prace a formalné
odpovida pozadavkim, vymezenym v ¢lanku 15 Disertani prace, specifikovaném ve
Vnitinich prfedpisech Univerzity Pardubice ze dne 24. 6. 2021.

Hodnoceni prace po vécné strance:

PfedloZzena disertani prace obsahuje Cetné preklepy a nespravné terminy, vcetné ne
zrovna vhodné zvolenych zkratek a symboll. Jako zasadni chyby uvadim napf. v seznamu
zkratek, pouzity symbol BSK s vysvétlenim ,biologicka spotieba kysliku“, coZ neni rozhodné
spravné, ma byt samoziejmé ,biochemicka spotieba kysliku“, symbol CHKS se v analytice a
hydrochemii rozhodné nepouziva pro symbol chemické spotieby kysliku (objevuje se i na
str. 16). Ne v8echny zkratky, které jsou pouzivany v textu prace, jsou uvedeny v seznamu
(napf. ATCC na str. 51). Nadbyte¢né, a ne zcela bézné je uvadéna zkratka pro latinsky
nazev taxonu bakterialniho nebo fasového kmene, viz CSN EN 16493.

Str. 15 i dale v textu ... Termin ,mikrofiéra“ je jiz v souc¢asné dobé prezity a namisto ného se
doporu&uje pouzivat ,mikrobiom*, zvlasté v mikrobiologickém oboru a problematice.

Str. 15 i dale vtextu ... Preci§ténd voda neni v technologii C¢isténi definovana
(viz CSN EN 1085 Cisténi odpadnich vod — Slovnik). Rovnéz tak se nepouZiva voda Cisténa
(viz str. 19). Lépe by se mélo uvadét v praci ,predCisténa“, nebo ,Cisténa“. Bohuzel
v souvislosti s definovanim ,8edych vod“ a ,gistiek“ odpadnich vod se na riiznych portalech



a v reklamach firem zacina pouzivat i ne zrovna adekvatni termin ,precisténa“. Voda je
predCisténa a docisti se dale napf. v recipientu.

Str. 17 ... Na €em je zaloZeno tvrzeni ... Ze toxicita odpadni vody ze zdravotnickych zarfizeni
je 5-15kréat vy$si nez u komunélnich odpadnich vod... O jakou fadu mikropolutanti a
skute&né koncentrace se jedna? Z €eho tato informace vychazi?

Str. 18 ... P¥i citaci ,norem*“ je vhodné uvadét spravné cely nazev, ti. CSN 75 6406, nikoliv
Norma 75 6406. (Zde je v normé ¢lanek, zabyvajici se ,pfed¢isténou” odpadni vodou, viz
poznamka k terminologii na str. 15 a dale v textu.)

Str. 19 ... Text uvadi, Ze ... Decentralizovanym cisténim odpadnich vod je mozné eliminovat
rozSifeni specifickych kontaminantu ze zdravotnickych zafizeni do verejné kanalizacni sité a
dale do vodniho recipientu. Predchéazi se tim problémam, jako je kontaminace a inhibice
aktivovaného kalu nebo podpora Sifeni antibioticka rezistence ... Jak si pfedstavujete
kontaminaci a inhibici aktivovaného kalu? Pokud vezmeme v potaz, Ze uvaZujete o ,vodnim
recipientu”. Jaké je riziko inhibice kalu v aktivaci a pro¢?

Str. 19 ... Nejvyznamnéjsim zdrojem rezistentnich bakterii, genu antibiotické rezistence a
antibiotik ve verejné kanalizacni siti jsou odpadni vody ze zdravotnickych zafizeni, prestoZe
obvykle tvori pouze minoritni ¢ast surové odpadni vody, které je do méstskych Cistiren
odpadnich vod privadéna.... Zde mam dotaz, zda zvaZujete i jina rizika, o kterych se
v souvislosti s antibiotickou rezistenci hovoii méné, a témi je veterinarni péce a pfipadné
antibiotika podavana ,mazlickim“. Nasla jste pfipadné v odborné literatufe i tuto
skute&nost?

Str. 20 i dale v textu ... Divod uvadéni zkratky MGE v zavorce — v textu prace jsou mobilni
genetické elementy rozepisovany.

Str. 20 ... Druhym faktorem pfispivajicim k Sifeni antibiotické rezistence v prostredi Cistiren
odpadnich vod je skute¢nost, Ze podminky nabizené mikroorganismum béhem biologického
procesu cisténi poskytuji ideéalni prostredi pro selekci rezistentnich bakterii, horizontalni
prenos genu antibiotické rezistence a vznik novych rezistentnich kmenu ... Dokazala byste
presné popsat, o jaké podminky v ramci biologického procesu €isténi aktivovanym kalem se
jedna? Jak vysoka koncentrace kysliku, co je stabilni teplota a pH? Dokazala byste
specifikovat, které mikroorganismy a procesy jsou vyrazné ovliviiovany?

Str. 23 ... Mnoho z mikropolutanti zavadénych do Ccistiren odpadnich vod je schopno
inhibovat biologickou aktivitu spolecenstva mikroorganismu v aktivovaném kalu, coZ méa za
nasledek dal$i sniZzeni ucinnosti biologického procesu cisténi, a to z duvodu vymirani
pritomné bakterialni populace. Dokéazala byste Iépe toto tvrzeni specifikovat? ... O jaké dalSi
snizeni ucinnosti biologického procesu cisténi z divodu vymirani pfitomné bakterialni
populace se toto tyka?

Str. 28 ... Z tohoto duvodu mohou kultivaéni metody podceriovat skute¢né mnozstvi bakterii
pfitomnych ve vy$etfovaném vzorku.... Ziejmé mate na mysli, Ze vysledky ziskané
prostfednictvim kultivaénich metod jsou podcenéné. Myslite si, Ze v tomto mohou hrat roli i
do jisté miry napf. pfitomné viry? Treba bakteriofagy?

Str. 29-30 ... Naproti tomu v odpadnich vodach tvori patogenni bakterie pouze minoritni ¢ast
z celkové bakteridlni populace a jejich koncentrace jsou tak relativné nizké, nebot se
nachéazeji uprostred mnohem vétsiho mnoZstvi komplexni doprovodné mikrofléry (Hsu et al.
2011; Varela and Manaia 2013; Petsios et al. 2016). Ve srovnani s ostatnimi bakterialnimi
skupinami jsou tak patogenni bakterie pritomny ve vyrazné mensiné (Hsu et al. 2011; Varela



and Manaia 2013)..... Zde dos$lo ziejmé ke zrcadleni textu a opakovani stejného faktu
z publikaci.

Str. 30 ... Z téchto divodii neni pfimé izolace patogennich bakterii na pevnych pudéach pro
vzorky odpadnich vod dostateéné ucinnd. Vzorky odpadnich vod typicky vyZaduji
pomnozZeni v tekutém médiu pfed vyockovanim na pevné média, aby bylo dosazeno zvyseni
mnoZstvi cilovych patogennich bakterii. K tomu Ize pfispét i zkoncentrovanim vzorku
odpadni vody...... Zde mam dotaz na v praxi bézné pouZivané kultivacni metody, zamérené
na termotolerantni koliformni bakterie a enterokoky. Jakym zplUsobem by probihala
kultivaéni technika u téchto patogeni?

Str. 30 ... Ve vzorcich odpadnich vod vyznaéujicich se vysokou mikrobiélni zatéZi vsak
miZe rust a metabolismus doprovodné mikrofiéry pomnoZeni patogennich bakterii
potlacit. ...

Kdy je toto adekvatni pouzit? Dojde nejen ke zkresleni vysledku, nejen v pocetnosti, ale
zméni se puvodni profil pfitomného mikrobiomu.

Str. 33 ... Prestoze molekulérni metody predstavuji nastroj pro kvantifikaci bakterii, ktery je
presny, rychly a zajistuje specifickou detekci, nejsou soucasti standardnich metod.....
Toto neplati vZdy a za vSech podminek. UmoZiuji tfeba pouze kvalitativni stanoveni —
klasické PCR.

Str. 33 ... V souéasné dobé existuje pouze jedna mezinarodni norma v oblasti kvality vod,
ve které je primérné vyuZzita molekularni detekce. Jedna se o normu ISO/TS 1 2869:2019,
které specifikuje metodu detekce a kvantifikace Legionella spp. a Legionella pneumophila ve
vodéch, a to metodou gPCR. Metoda muzZe byt pouZita pro vSechny typy vod, pokud povaha
nebo obsah suspendovanych latek anebo doprovodné mikrofiéry neovliviiuje stanoveni
(ISO/TS 12869:2019). Norma ISO/TS 12869:2019 vSak nebyla v rCyeské republice prijata a
metoda qPCR se k detekci ani  kvantifikaci  legionel  nepouZiva......
S timto tvrzenim nesouhlasim. Chapu, co bylo timto textem ziejmé& mysleno, ale takto
uvedené se nezaklada na skute&nosti. Norma nebyla zatim transponovana do rady CSN
norem, ale jsou laboratofe, které stanoveni legionel metodou qPCR bé&zné provadéji. V CR
je od roku 2022 mezi akreditovanym subjekty zkuSebnich laboratofi laborator PVK, a.s.,
kterda ma tuto metodu zahrnutou do zkou$ek v rozsahu akreditace (viz konference
Vodarenska biologie 2022 apod.).

Str. 34 ... Biochemické zmény uhliku a dusiku v pidé ovlivriuji dostupnost Zivin pro rostliny.
O jaké biochemické zmény se pfesné jedna? Lze je analyticky stanovit?

Str. 35 ... Toxicita vznikajicich metaboliti pak muze prekrocit toxicitu mateiské slouceniny.
Na druhou stranu velka ¢ast metaboliti mize byt v rostlinach pfeménéna zpét na materskou
sloudeninu, coZ je skuteénost, ktera pravdépodobné podporuje Iékovou rezistenci (Klampfi
2019). Hladiny Ié&iv se tak v zemédélskych produktech pohybuji hluboko pod terapeutickou
dévkou, na koncentradnich urovnich ug/kg (Chuang et al. 2019). Presto ale nejsou ucinky
dlouhodobé konzumace nizkych koncentraci IéCiv skrze potraviny zcela jasné (Madikizela et
al. 2018)...... Tento text je zvlatné formulovany a neni jasné, co je tim pfesné mysleno. Ma
toto sdéleni vyznam pro feSenou praci? V souvislosti s timto textem poukazuji i na to, Ze je
v textu reSersni &asti prace velmi &asto pouZivan odkaz napf. na publikaci Klampfl 2019.

Str. 40 ... Ji# vice neZ stoleti se ke zvyseni produktivity zemédélstvi a vynosu kvalitnich
plodin pouZivaji herbicidy, pficemZ jejich spotfeba neustale roste (Huang et al. 2020,
Machado and Soares 2021; Wang et al. 2021)...... Jak velka ona spotfeba je, mate nékde
k dispozici data?



Str. 41 ... Navic je oxid titaniCity netoxicky, relativné levny a Ize jej snadno recyklovat v
prumyslovém méfitku...... Tato informace je trochu vytrZena z kontextu. Poslednich par let
se naopak hovofi o toxicité a Skodlivosti oxidu titani¢ittho a jeho toxicky ucinek je
porovnavan s azbestem, protoZze plsobi na plice, pii vysoké vzdu$né kontaminaci mize
evokovat nadory plic.

Str. 43 ... PrestoZe herbicidy byly navrZzeny tak, aby byly toxické pouze pro urcity druh
organismu, v dnesni dobé existuji nepopiratelné dukazy, Ze nepusobi specificky pouze na
svuj priméarni cil. V dusledku toho herbicidy predstavuji vazné riziko i pro necilové organismy
a jejich pfitomnost v pudé nebo ve vodach je doprovazena radou nezZadoucich ucinku
(Machado and Soares 2020)...... Mate predstavu, jakym zplusobem jsou ovlivnéna pudni
spolecenstva, ktera jsou primarné dulezita pro pldni procesy a biogeochemické cykly (C, N,
PasS)?

Str. 44 ... Hlavnim cilem je zjistit, zda latka vykazuje toxicky Gcinek a jaka je hrani¢ni
koncentrace umoZriujici preZiti pouZitého zkusebniho organismu (Ghosh et al. 2017; Abbas
et al. 2018)....... Zde nesmime zapomenout na jednu véc, Ze testy postihuji u¢inek mnoha
komponent, pfitomnych ve vzorcich. Lépe by bylo uvést ... zda latka nebo vzorek (matrice,
apod.) vykazuje toxicky ucinek.

Str. 45 ... Testy in vivo poskytuji ucelenéjsi reakci organismu. Jsou provadény jak s vyuZitim
prokaryotickych, tak eukaryotickych bunék, a to véetné mnohobunéénych organismu. Mezi
béZné pouZivané zkuSebni organismy patii bakterie (Vibrio fischeri), zelené rasy
(Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus subspicatus, Chlorella vulgaris, Chlorella
kessleri), rostliny a jejich semena (oves sety, hoiCice bila), korysi (hronatka velkd) nebo ryby
(Zivorodka duhova, danio pruhovany, pstruh duhovy) (Abbas et al. 2018; Babu et al. 2019).
Ackoli vyuziti zvifecich modelii umoZnuje komplexni zhodnoceni toxickych udinkd
testovanych latek, jejich pouZiti je spojeno se zvysSenymi provoznimi néklady a ¢asovou
narocnosti, vhledem k dlouhé dobé rustu (Abbas et al. 2018)...... Doslo ke zméné v nazvu
bakterie, pouZiva se jméno Allivibrio fischeri. U testll na semenech se spiSe nez oves sety,
pouzivaji napf. semena salatu Lactuca sativa (Pfiloha €. 5 k vyhlasce ¢. 273/2021 Sb.).
Zvifeci modely maji hlavné jina rizika, a témi jsou legislativni poZzadavky. Tento problém byl
dlouhodobé feSen u testl na rybach. MZe udéluje opravnéni k chovu a opravnéni k
pouzivani pokusnych zvifat podle § 15b, § 20 odst.1 pism. g) zakona ¢. 246/1992 Sb., na
ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjSich predpisti. MZe schvaluje projekt pokusu
podle § 23 odst. 1 a 23a odst.1 pism. a) zakona ¢€.246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti
tyrani, ve znéni pozdéjSich predpisti. MZe vydava osvédceni o odborné zplsobilosti k
navrhovani pokusu a projektl pokust podle § 15d odst. 3 a odst. 4 zakona ¢.246/1992 Sb.,
na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjSich predpist. Do konce roku 2023 by mély
byt testy na rybach vyfazeny z baterie testu.

Str. 46 ... Stanoveni obsahu chlorofylu na zékladé jeho fluorescence muzZe byt taktéz
pouzito jako koncovy bod toxicity (Abdelhaleem et al. 2020). Hodnoty EC50 ziskané pro
jednu latku pfi testech toxicity na jednom druhu zelené rasy se mohou znacné Iisit....
V pfipadé stanoveni obsahu chlorofylu, se jedna o jakou metodu a jaky typ rostlinného
barviva? EC50 se li$i, ale na zakladé ¢eho? Jakého vystupu z testu se tato informace tyka?
Napf. CSN EN ISO 8692 a vyhodnoceni testt.

Str. 47 ... Tento jev muZe byt dusledkem rozdilného makromolekularniho sloZzeni bunék
(konkrétné typu a obsahu lipidi a sloZeni bunécné stény), ale také odlisnymi intracelularnimi
cili na které urcitd latka pusobi, popripadé rozdily v aktivaci obrannych mechanismu
(Machado and Soares 2020)...... U rostlin a tudiz i u fas je v pfipadé hodnoceni toxicity
pozorovan jev, znamy jako ROS. Vite, jak se projevuje?



Str. 47 ... Okiehky nebo okiehkovité ...

Str. 51 ... Celkem byla pouZita tfi tekutd pomnoZovaci média, ktera se lisila selektivitou a
sloZenim. Selektivitu jste testovala?

Str. 51 az 52 ... Piehlednéjsi by bylo propojeni informaci v textu experimentalni Casti prace
&l. 2.1.5.1 a Protokolu v tabulce 1. Protokol neobsahuje vSechny informace, detailné je
popsan krok pomnoZeni (teploty, expozice), ale viastni kultivace vyuZivajici pevné médium,
uz tyto informace postrada. Protokol je tak neuplny. Tato pfipominka se tyka dalSich,
podobné& zpracovanych kapitol, vénovanych kultivacim vybranych 4 patogen.

Str. 54 ... Tabulka 3 je spiSe nepfehledna. Pfipominka se tyka dalSich, podobné
zpracovanych kapitol. U poétu pozitivnich vzork( je uvedené i procento pozitivné
potvrzenych kment bakterii. Vhodnéj$i by bylo tabulku Iépe propracovat, pfipadné lépe
provazat s doprovodnym textem, kde jsou pocty pozitivnich vzorki z celkového pottu,
uvadény v zavorce. Napi. Bakterie St. aureus byla prokézéna alespori jednim z pouZitych
kultivaénich protokolti v 70,8 % (34/48) vySetfovanych vzorku odpadnich vod.

Str. 58 ... . Typickéd byla pfitomnost hnédavé zbarvenych kolonii, ve kterych vyristaly
bakterie rodu Proteus. Délala jste konfirmacni testy, pfipadné MALDI?

Str. 59 ... Zatimco u kultivaénich protokolt s totoZnym pomnoZovacim krokem byla mira
izolace bakterie St. aureus z obou pouZitych pevnych médii srovnatelna, u protokolt s
pfimym roztérem L-hokejkou byla patrnd nadrazenost B-P agaru z hlediska poctu
detekovanych pozitivnich vzorki. Tento jev Ize pricist sloZzeni B-P agaru, nebot je obohacen
glycinem a pyruvatem sodnym, jejichZ tkolem je chréanit poskozené buriky a usnadnit jejich
obnowu.....

Piehledné;js$i by bylo uvedeni pfimo oznaceni kroku, A az H, pouzitém v Protokolu.

Str. 60 ... Multirezistentni profil byl u nemocni¢niho MRSA kmene zaznamenan i v této
préci, nebot jako jediny MRSA izolét vykazoval rezistenci k dal$im testovanym antibiotikum.
Jakou metodou jste stanovila pfitomnost MRSA?

Str. 76 ... Pro tento zplsob vyoCkovani byla navic dostacujici polovina Petriho misky o
praméru 90 mm, ¢imZ se snizil pocet potrebnych agarovych ploten a tim i naklady (Obrazek
7)..... Doporu&eni a na zvazeni do budoucna. Existuji pfimo sektorové misky (ptlené, se 3
segmenty apod.), které umoziiuji 100% oddéleni vzork(l, a navic Setfi rovnéz naklady.

Str. 82 ... Protokol uvedeny vtabulce 16 zcela neodpovida informaci, uvadénym
v uvozujicim textu, kde se uvadi rozsah teploty 36+1 °C (str. 81) namisto 36+2 °C (str. 82).
Tato informace by méla byt Iépe specifikovana, zvlast protoZze na str. 84 se uvadi, Ze
inkubaéni teplota vyrazné ovliviiuje ucinnost selektivnich pomnoZovacich médii.

Str. 89 ... U modelovych organismi semen kli€icich rostlin by bylo vhodné uvést i Sarzi,
ktera byla pro zkousky toxicity pouZita.

Str. 90 ... Podle jakého modelu, metodiky, pfipadné protokolu, byly zkousky hydroponického
pé&stovani provedeny? Chybi odkazy na normy, postupy, OECD metody, vyhlasky apod.
Tato pfipominka se tyka i str. 93, kde je uvedena informace o intervalu 12 h svétlo/12 h tma.
Jakou metodou jste se inspirovala? Nebyla by vhodné&j$i expozice 18 h svétlo a 6 h tma?

Str. 91 a 92 ... Tabulka 21 by byla vhodné&ji umisténa pied ¢l. 2.2.1.4.

Str. 100 ... Graf 1 (a i grafy nasledujici) uvadi opakované ¢eho se zhodnoceni tyka. V titulku
grafu, na ose y a rovnéz tak popisek u grafu.

Str. 100 ... Ve studii Mlunguza et al. (2020) byl studovan prijem efavirenzu a dalSich dvou
antiretrovirovych 1é8iv vodnim hyacintem z pfirozené kontaminovanych vodnich atvard.....
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Dokazala byste tyto informace doplnit i o okiehky, které zminujete na str. 47 a vénujete jim
podstatné vyznamnou ¢&ast textu?

Str. 102 ... Chapu divody provedeni 7denni expozice v§ech testl (slabsi ¢lanek — feficha a
plisné na médiu atd.), nicméné uvaZovala jste, s ohledem na typ pouZitého semene rostliny,
jeji metabolismus a vegetacni cyklus, prodlouzZeni testl na 14 dni, pfipadné i 21 dni?

Str. 106 ... Uvadite UV-A lampu. MuzZete ji blize specifikovat? Rozsah vinovych délek,
napr.?

Str. 107 a 109 ... Uvadite rozsahy cykll 12 h tma/12 h svétlo u zasobnich kultur, pak
kultivaci v ramci testu v cyklech 18 h svétlo/12 h tma. Dlvod téchto rozdili? Pro¢ jste se
neinspirovala rovnéz normou CSN EN ISO 8692, ktera je spiSe pouzivana? Divod méfeni
hustoty bunék pfi OD 684 nm vychazi z jakého postupu?

Str. 110 ... Neni redlné, aby test s fasami probihal v rozsahu 6 000 — 70 000 Ix. Maximum je
10 000 Ix kvuli predchazeni zniCeni fotosyntetického aparatu fasy v pribéhu testu
v termoluminostatu.

Dékuji za zodpovézeni otazek, pfipominek a komentaru.

Publikace, na které se vtextu autorka odkazuje, jsou kvalitni a disponuji zajimavymi
vysledky. Vhodné dopliuji text predloZzené disertaéni prace.

Zaveérecné prohlaseni/vyjadreni k predlozené disertacni praci:
Prohlasuji, Ze jsem disertacni praci Ing. Nikoly Roulové dostateéné prostudovala a
doporucuiji ji k obhajobé.

V Praze dne 9.5.2023




