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Škonteka: Doc. Ing. Jarmila Vyt asováo CSc.

P edkládaná disertační prárce je zamě ena na aktuáIní téma nejen v potravina ské, ale i
klinické mikrobiologii, tvorbu a metody detekce bakteriálních bioťrlmri a sledování možností
ovliv ování jejich vzniku. Cílem disertační práce bylo zavést a porormat kultivační a molekulárně-
biologické metody detekce bioťrlmu, rozlišení živych a mrtqch buněk. Tvorba biofilmu byla
sledoviína u zásfupcri rod:iu Arcobacter, Campylobacter, Cronobacter, Staphylococcus a Listeria.

Práce je zpracoviína formou disertačního spisu, kte4f je rozčleněn do p edepsanych
kapitol, sestavá ze I44 sfian vlastního textu a p íloh, jenŽ obsahují sérii dílčích grafu rustu
bakteriálních buněk ve vybranych médiích, elektroforetické zévnamy a snímky vyťvo en; ch
biofilm z epifluorscenčního mikroskopu. Disertantka ve své práci použila 254 aktuálních,
pÍevé ně zahraničních literámích a dva internetové zdroje, coŽ svědčí o zvládnutí práce
s literaturou a pečlivé teoretické p ípravě p i sfudiu a sepisování této práce. Spis je po stylistické
striínce sepsán na velmi dobré urovni s minimem p eklepri, srozumiteln; m zprisobem.

Práce je členěna do pěti kapitol. Teoretická část je věnována popisu vybran; ch patogen
zp sobujících alimentární onemocnění, popisu tvorby biofilm a prevenci jejich v; skytu.
Experimentální část zahrnuje popis pouŽif ch metod, mďeriálu a bakteriálních kmenri. V; sledky
jsou prezentoviíny p ehledn;mi grafy a obrázky, ze k erych vychání i diskuse. Vysledky práce
jsou p ehledně shrnuty v závěru.

Metodicli p ístup k ešení problematiky byl adekvátní. Použité metody jsou detailně
popsrány v disertační prácí a zahrnqí kultivační metody (Christensenovu zkumavkovou i
mikrotitrační metodu, kultivaci biofilm na kuponech) a molekuliírně biologické metody na
principu PCR pro detekci živych a mrtqich buněk pro arkobaktery, fluorescenční in situ
hybndizací včetrrě j ej í optimal izace,

Drobné p ipomínky a podněty:

Autorka v textu pouŽívá termín aliment rní patogen. Jedná se o paralelu k termín m
hum nní či anim lní patogen. Tyto termíny vyjad ují, že se jedná o patogenní
mikroorganismus' ktery vyvolává onemocnění u lidí nebo zviat. Jak m vytazem by měl
b t termín alimentární patogen nahrazen?
Na straně 18 je uvedeno, že ,,L. monocytogenes je schopna infikovat prost edío', správně
má byt uvedeno ,,L. monocytogenesje schopna kontaminovat prost edí".



Autorka vpráci pollžívá termíny mikroaerofilní (str. 57, 58) a mikroaerobní (str. 16, 68),
kteý termín je vhodnější?
Loka7izace švédské sbírky mikroorganismů je GÓteberg, ne GÓteburg.

Na straně 70 je uvedeno, že při teplotě 6 oC nedošlo k tvorbě bioťrlmu. Není moŽným
důvodem fakt, že při této teplotě se sledované bakterie prakticky nepomnožují?
Při jakých teplotach a časech dochrízelo u sledovaných bakterií k tvorbě biofilmu a kdy se
jednalo porlze o přisedlé buňky? Uvažovala jste o vYůitímetody konfokální mikroskopie?
Autorka komentuje, že metoda stěru při kultivaci na kuponech není přesná. Zahtaniiní
práce uvádí, že vhodnější je použití seškrabu kartáčkem či skalpelem.
U některých bakterií je tvorba biofilmu kódovrána speciÍickými geny. Byly bakterie
použité v experimentáIní práci testovány, zdanesou některé ztěchto genů?
Lze nazáklaďě vaší práce dojít k závěru, které vnější podmínky podporují tvorbu biofilmů
a zda se týo podmínky liší pro jednotlivé patogeny? Platily by týo závěry i pro biofilmy
tvořené z více bakteriálních drutrů?

Ing. Šilhová je spoluautorkou šesti publikací (a další je odeslaná do redakce)
v impaktovaných odborných časopisech (na třech je první autorkou), čtyř kapitol vknihách a 13

presentací na zahranlčních a domácích konferencích (8krát první autorkou). ZpÍedcházejícího
výětu publikačních aktivit je zcela bez pochyb, že disertantka jednoznačně prokázala schopnost
vědecky pracovat a dosaŽené qýsledky presentovat na odborném fóru a zptacovat do
publikovatelné formy.

Závérem mohu konstatovat, že Ing. Lucie Šilhova prokázala ve své disertaci tvurčí
schopnosti a přinesla pro obor potravinrářské mikrobiologie nové poznatky. Předložená práce
splňuje požadavky kladené na disertační práci, proto ji doporučuji k obhajobě podle $ 47 VŠ
zákona 111/98 Sb. a po úspěšné obhajobě a rigorózrum Íízení udělení diplomu a získání titrrlu
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oponentský posudek Disertační práce

Ing. Lucie Šimove - o,Problematika tvorby, detekce a ovlivňování bakteriálních bioÍilmůí'
Předložená disertační práce absolventky doktorandského studia na Katedře analýické chemie,
Fakultě chemicko _ technologické' Univerzity Pardubice byla zpracoviína na jednoznaěně

ýznamné téma tvorby bakteriálních biofilmů u patogenů, vyskytujících se v potravinařském
prumyslu a detekčními metodami. Prezentoviíny jsou výsledky, které Ing. Šilhova ziskala během
své několikaleté výzkumné činnosti. Práce obsahuje celkem I44 stran textu (včetně 13 tabulek, 29
obtánka,vice'než 200 literrárních odkazů) a 31 příloh. Součástí práceje i přehled bohaté publikační
činnosti Ing. Šilhové, včetně prací v impaktovaném časopise, kde je Ing. Šimova pnmím áutorem.

Řešená problematika je v současné době vysoce aktuální, neboť tvorba mikrobiálních biofilmů je
značným problémem (nejen) v potravinářské technologii. Patogenní bakterie (druhy rodů
Arcobacter, Campylobacter, Cronobacter, Staphylococcus a Listeria) byly ke studiu vybrrány
vhodně. Práce, tak jak byIa zadána, je především metodického charakteru, získané výsledky by se
měly stát podkladem pro výběr vhodnó metody pro detekci biofilmu v praxi, ať vž jde o
potravinařské výroby, či o tvorbu biofilmu v jiných oborech (např. úpravy vod apod.).

Práce je členěna tradičně, literarní přehled (úvod do problematiky) je vyčerpávající - na téma
biofilmů existuje enormní množství odbomé literatury, nicméně prací, které by se zabývaly
vlastním zkoumiíním tvorby biofilmu zase tolik není. Veškeré pouŽité metody jsou vhodně a velmi
podrobně popsány, jistě i s ohledem na to, že se jedná především o práci metodickou. Autorka
provedla veliký počet vlastních experimentů, což svědčí o její velké píli a pracomím nasazení.
Výsledky jsou diskutoviíny odpovídajícím způsobem. Ze získaných výsledků osobně ýznanně
oceňuji především ýsledky, týkajíci se polymerénové řetězové reakce s vyuŽitím interkalačních
barviv, což utnožní odlišit DNA z živých ěi mrtqých buněk. Toto je pro praktické využiti velmi
přínosné, protoŽe právě záclty DNA z mrtých buněk využiti PCR v praxi do určité míry
omezoval.

Celápráceje po formální stránce velmi pečlivě napsiína, a plně vyhovuje požadavkům kladeným na
disertační práci. Navíc rukopis obsahuje relativně málo překlepů či nepřesností. Ing. Šihová svojí
pracivýznamně posunula znalosti ohledně metod studia biofilmů kupředu.

Připomínkv a dotazv. které k práci mám. isou sníše diskusního charakteru a v žádném
případě nesnižuii kvalitu předložené práce:

o Výběr jednotliqých patogenních kmenů byl široký. Podle mého názoru by však bylo dobré
pro další práci na této problematice zaÍadít více divokých kmenů a testovat i mezidruhovou
rozdílnost ve schopnosti tvořit biofilm (očekávám velkou rozdílnost). 'Uvědomuji si však,
žetato činnost svým rozsahem přesahuj e zadáni disertační práce Ing. Šilhové.

o Domníváte se, že Vámi optimalizovaná metoda fluorescenční in situ hybridizace je
využite|ná i pro,,divoký biofilm"? V čem vidíte hlavní omezení této metody?

o Které testované metody (v případě většího počtu vjakém pořadí) byste vybrala resp.
doporučila, kdyby bylo třeba prakticky vyšetřit biofilm v nějaké potraviniířské výrobě?

Záxěr:
Celkově konstatuji, že Ing. Šilhova jednoznačně prokétzala své vědecké schopnosti a předloŽenou
doporučuji její přijetí jako práci disertační. Navrhuji udělit akademický titul ,,philosophiae doktor"
(,,PhD").
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Posudek disertační práce Ing. Lucie Šihové

Problematika tvorbyo detekce a ovlivňování bakteriálních biofilmů

Předložená disertační ptáce, byla vypracována na Katedře analytické chemie, Fakulty

chemicko-technologické, Univerzity Pardubice, pod vedením školitelky Doc. Ing. Jarmily

Vyřasové, CSc.

Studiem biofilmů se v posledních letech zabyvá celá řada mikrobiologů. Vznik biofilmu je

přirozený jev, který probíhá všude tam, kde jsou mikroorganismy a kontaktní powchy. Pro

mikroby v přírodě je biofilm forma naprosto pÍfuozená, je základnim způsobem jejich

existence. Fenomén biofilmu, jako qýsledku kolonizace bakterií na površích technologických

zaÍízeni, se tak dostává do povědomí potravinffi a pracormíků zodpovědných za hygienu

vyroby z hlediska mikrobiologie. V centru pozornosti jsou práce, které pomáhají porozumět

odolnosti biofilmů k antimikrobiálním látkrám. Sledují se podmínky jejich difuze,

hydrodynamiky, fyziologie a genetického pozadi tolerance testovaných mikroorganismů.

V tomto kontextu je předloŽená dizertace vysoce aktuální a potřebná.

Práce měla komplexnízadání, neboť problematika tvorby bakteriálních biofilmů je stále

akturílním problémem nejen v potraviniířském prumyslu ale také také v medicině. Práce se

soustředila na pathogeny něůeŽejicí do rodů Campylobacter, Arcobocter, Listeria,

Staphylococcus a Cronobacter a evaluaci metod v současnosti používaných ke studiu

bioťrlmů.

Autorka své výsledky zpracovala do celkem 160 stran textu včetně doplňujících grafu a

snímků z epifluorescenčního mikroskopu. Práce je členěna do čtyr úseků, pátou kapitolu woří

závět. Co však práce postrádá, jsou cíle ptáce, tuto část nelze nahradit úvodem.

Literámí rešerše je svědomitě vypracovaná (33 str.) je rozsráhlá a kvalitrrě zpracovaná.

Seznam literatury je velice obsáhlý, ikdyž obsahuje převahu údajů staršího data. Prací po

roce 2010 je odhadem asi2OYo. Část věnovanámateiélu a metodiím uvádí většinu

metodických postupů, avšak část2.3.4, Polymerazová řetězová reakce není podle mého

né"zzoru dostatečně informativní, neboť tabulka č. 3, uvádějicipotlžíté primery je v části 2.14.2

_ Pracovní roztoky. V části 2.3.5.I EME/PMA- PCR pro arkobaktery, jsou použity zktatky,

které nejsou na seznamu zh'ratek ( ARCO, BUTZ, CRY).

Připomínky a dotary;
1. Na str.103 ( diskuse) : ,,Výjimkou byla pouze Listeria innocua, která tvořila biofilm

jen při 6 oC v peptonové vodě s 1% NaCl, kdy byla zařazenamezi silně biofilm-

pozitirmí kmeny.'o Znanenáto, že L.innocua při vyšších teplotach biofilm netvořila?



Nenašla jsem v práci graf, kteý by tento závěr dokumentoval. Na jakém zrákladě byl

učiněn tento závěr?

Metoda PCR s vytžitím barviv EMA a PMA bylazaveďena ke zjištění podílu žíých
buněk v biofilmu. V předloŽené práci jsem výsledky např. podíl žiýchbuněk po

kultivaci biofilmu na kuponu nenďezla. Byly týo hodnoty naměřeny?

Staří latiníci říkali: ,,Finis coronat opus.oo Závét této práce (část 5) je na třech strankách

amánarativní formu. Upřednostnila bych jasně a stručně formulované výsledky,

kte4ich bylo v disertaci dosaženo.

Ztěchto důvodů bych se chtěla zeptat, kterých výsledků uvedených v disertaci si Ing.

Lucie Šilhova nejvíce cení.

Předložená disertační práce Ing. Lucie Šihove ,,Problematika tvorby, detekce a ovlivňovrání

bakterirílních biofilmů" se věnuje porovniíní a vyhodnocoviíní několika v současnosti

pollžívartých metod pro studium biofilmů. Disertace dokazuje schopnost a připravenost

k samostatné činnosti v oblasti qýzkumu nebo vývoje, podle $ 47, odst. 4, zikona č.11 1/1998

Sb., o vysokých školách.

Doporučuji proto komisi pro obhajoby Fakulty chemicko_technologické, Univerzity

Pardubice, aby práci po úspěšné obhajobě přijala jako podklad k udělení titulu PhD.
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