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OPONENTSKY POSUDEK NA DISERTACNI PRACI ING. LUCIE SILHOVE
»PROBLEMATIKA TVORBY, DETEKCE A OVLIVNOVANI BAKTERIALNiCH BIOFILMU*

Skolitelka: Doc. Ing. Jarmila Vytrasova, CSc.

Predkladana disertacni prace je zaméfena na aktudlni téma nejen v potravinaiské, ale i
klinické mikrobiologii, tvorbu a metody detekce bakteridlnich biofilml a sledovani moZnosti
ovliviiovani jejich vzniku. Cilem diserta¢ni prace bylo zavést a porovnat kultivaéni a molekularné-
biologické metody detekce biofilmu, rozliSeni zivych a mrtvych bun&k. Tvorba biofilmu byla
sledovana u zastupct rodt Arcobacter, Campylobacter, Cronobacter, Staphylococcus a Listeria.

Price je zpracovana formou disertaéniho spisu, ktery je roz€lenén do piedepsanych
kapitol, sestdvd ze 144 stran vlastniho textu a pfiloh, jenZ obsahuji sérii dil¢ich grafii ristu
bakteridlnich bun€k ve vybranych médiich, elektroforetické zdznamy a snimky vytvotenych
biofilml z epifluorscenéniho mikroskopu. Disertantka ve své praci pouzila 254 aktudlnich,
pfevazn€ zahrani¢nich literarnich a dva internetové zdroje, coz sv&d¢i o zvladnuti prace
s literaturou a peclivé teoretické piiprave pfi studiu a sepisovani této prace. Spis je po stylistické
strance sepsan na velmi dobré trovni s minimem pieklepti, srozumitelnym zpiisobem.
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Prace je Clenéna do péti kapitol. Teoretickd Cast je vénovéana popisu vybranych patogent
zplsobujicich alimentdrni onemocnéni, popisu tvorby biofilmi a prevenci jejich vyskytu.
Experimentalni ¢ast zahrnuje popis pouzitych metod, materidlu a bakterialnich kment. Vysledky
jsou prezentovany ptehlednymi grafy a obrazky, ze kterych vychazi i diskuse. Vysledky prace
jsou piehledné shrnuty v zavéru.

Metodicky piistup k feSeni problematiky byl adekvatni. Pouzité metody jsou detailng
popsany v disertacni praci a zahrnuji kultiva¢ni metody (Christensenovu zkumavkovou i
mikrotitraéni metodu, kultivaci biofilmti na kuponech) a molekuldrné biologické metody na
principu PCR pro detekci zivych a mrtvych bun€k pro arkobaktery, fluorescenéni in situ
hybridizaci v¢etné jeji optimalizace.

Drobné pripominky a podnéty:

- Autorka v textu pouziva termin alimentdrni patogen. Jedna se o paralelu k terminim
humdnni &i animdlni patogen. Tyto terminy vyjadiuji, Z¢ se jedna o patogenni
mikroorganismus, ktery vyvolava onemocnéni u lidi nebo zvifat. Jakym vyrazem by mél
byt termin alimentdrni patogen nahrazen?

- Na strané 18 je uvedeno, Ze ,,L. monocytogenes je schopna infikovat prostiedi®, spravné
ma byt uvedeno ,,L. monocytogenes je schopna kontaminovat prosttedi*.
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- Autorka v praci pouziva terminy mikroaerofilni (str. 57, 58) a mikroaerobni (str. 16, 68),
ktery termin je vhodné&jsi?

- Lokalizace $védské sbirky mikroorganismi je Géteberg, ne Géteburg.

- Na stran€¢ 70 je uvedeno, Ze pfi teploté¢ 6 °C nedoslo k tvorb&é biofilmu. Neni moZznym
divodem fakt, Ze pii této teplote se sledované bakterie prakticky nepomnozuji?

- Pii jakych teplotach a asech dochdzelo u sledovanych bakterii k tvorb& biofilmu a kdy se
jednalo pouze o prisedlé buriky? UvaZovala jste o vyuziti metody konfokalni mikroskopie?

- Autorka komentuje, Ze metoda stéru pfi kultivaci na kuponech neni pfesna. Zahrani¢ni
prace uvadi, Ze vhodnéjsi je pouZiti seSkrabu kartaCkem ¢i skalpelem.

- U nekterych bakterii je tvorba biofilmu kdédovana specifickymi geny. Byly bakterie
pouzité v experimentalni praci testovany, zda nesou nékteré z téchto gend?

- Lze na zdklad€ vasi prace dojit k zaveru, které vnéjsi podminky podporuji tvorbu biofilma
a zda se tyto podminky li8i pro jednotlivé patogeny? Platily by tyto zavéry i pro biofilmy
tvofené z vice bakteridlnich druhti?

Ing. Silhovd je spoluautorkou S3esti publikaci (a daldi je odesland do redakce)
v impaktovanych odbornych ¢asopisech (na tfech je prvni autorkou), ¢tyt kapitol v knihach a 13
presentaci na zahrani¢nich a domécich konferencich (8krat prvni autorkou). Z ptedchéazejiciho
vyCtu publikacnich aktivit je zcela bez pochyb, Zze disertantka jednoznaéné prokazala schopnost
védecky pracovat a dosazené vysledky presentovat na odborném féru a zpracovat do
publikovatelné formy.

Zavérem mohu konstatovat, e Ing. Lucie Silhovd prokézala ve své disertaci tviréi
schopnosti a pfinesla pro obor potravinaiské mikrobiologie nové poznatky. PiedloZena prace
spliiuje poZadavky kladené na disertatni praci, proto ji doporuéuji k obhajobé podle § 47 VS
zakona 111/98 Sb. a po uspésné obhajobé a rigoréznim fizeni udéleni diplomu a ziskani titulu
Ph.D.
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V Brné dne 24.8.2016 Doc. MVDr;’/Renéta Karpiskova, Ph.D.



Oponentsky posudek Diserta¢ni prace
Ing. Lucie Silhovs - »Problematika tvorby, detekce a ovliviiovani bakterialnich biofilma*

PredloZena disertacni prace absolventky doktorandského studia na Katedfe analytické chemie,
Fakult¢ chemicko — technologické, Univerzity Pardubice byla zpracovdna na jednoznaéné
vyznamné téma tvorby bakteridlnich biofilmi u patogent, vyskytujicich se v potravinaiském
pramyslu a detekénimi metodami. Prezentovany jsou vysledky, které Ing. Silhova ziskala b&hem
své nékolikaleté vyzkumné Cinnosti. Prace obsahuje celkem 144 stran textu (véetné 13 tabulek, 29
obrazki, vice nez 200 literarnich odkazi) a 31 ptiloh. Soucasti prace je i piehled bohaté publikacni
¢innosti Ing. Silhové, véetné praci v impaktovaném &asopise, kde je Ing. Silhova prvnim autorem.

Resena problematika je v soutasné dob& vysoce aktualni, nebot’ tvorba mikrobialnich biofilmi je
znanym problémem (nejen) v potravinafské technologii. Patogenni bakterie (druhy rodi
Arcobacter, Campylobacter, Cronobacter, Staphylococcus a Listeria) byly ke studiu vybrany
vhodné. Préce, tak jak byla zadana, je ptedevsim metodického charakteru, ziskané vysledky by se
mély stat podkladem pro vybér vhodné metody pro detekci biofilmu v praxi, at’ uz jde o
potravinaiské vyroby, ¢i o tvorbu biofilmu v jinych oborech (napt. Gpravy vod apod.).

Price je Clenéna tradi¢né, literarni piehled (Gvod do problematiky) je vy&erpavajici - na téma
biofilmi existuje enormni mnozstvi odborné literatury, nicméné praci, které by se zabyvaly
vlastnim zkoumanim tvorby biofilmu zase tolik neni. Veskeré pouZité metody jsou vhodné a velmi
podrobné popsany, jist¢ i s ohledem na to, Ze se jedna predevs§im o praci metodickou. Autorka
provedla veliky pocet vlastnich experimentd, coz svéd¢i o jeji velké pili a pracovnim nasazeni.
Vysledky jsou diskutovany odpovidajicim zpisobem. Ze ziskanych vysledkii osobn& vyznamné
oceriuji predevsim vysledky, tykajici se polymerazové tetézové reakce s vyuzitim interkala¢nich
barviv, coZ umozni odlisit DNA z zivych ¢i mrtvych bungk. Toto je pro praktické vyuziti velmi
pfinosné, protoze pravé zichyt DNA zmrtvych bunek vyuziti PCR v praxi do urdité miry
omezoval.

Cela prace je po formalni strance velmi peclivé napsana, a pIn¢ vyhovuje pozadavkim kladenym na
diserta¢ni praci. Navic rukopis obsahuje relativné malo pteklept ¢i neptesnosti. Ing. Silhova svoji
praci vyznamné posunula znalosti ohledné metod studia biofilmu kupredu.

Pripominky a dotazy, které k prici mam, jsou spiSe diskusniho charakteru a v Zadném
pripadé nesnizuji kvalitu predloZzené prace:

e Vybér jednotlivych patogennich kmenti byl siroky. Podle mého nazoru by vsak bylo dobré
pro dalsi praci na této problematice zafadit vice divokych kment a testovat i mezidruhovou
rozdilnost ve schopnosti tvofit biofilm (ocekavam velkou rozdilnost). Uvédomuji si viak,
Ze tato ¢innost svym rozsahem presahuje zaddni disertaéni prace Ing. Silhové.

e Domnivate se, ze Vami optimalizovand metoda fluorescenéni in situ hybridizace je
vyuzitelna i pro ,.divoky biofilm*“? V ¢em vidite hlavni omezeni této metody?

o Které testované metody (v pifpadé vétsiho poctu v jakém pofadi) byste vybrala resp.
doporucila, kdyby bylo tfeba prakticky vysetfit biofilm v n&jaké potravinaiské vyrobé?

Zavér:

Celkové konstatuji, ze Ing. Silhova jednozna¢n& prokézala své védecké schopnosti a predlozenou
doporucuji jeji piijeti jako préaci disertac¢ni. Navrhuji udélit akademicky titul ,,philosophiae doktor*
(,,PhD*).

V Praze dne 18.8.2016 rtna . B o

Podpis oponenta



Posudek diserta¢ni prace Ing. Lucie Silhové

Problematika tvorby, detekce a ovliviiovani bakterialnich biofilmu

Predlozena diserta¢ni prace, byla vypracovana na Katedfe analytické chemie, Fakulty
chemicko-technologické, Univerzity Pardubice, pod vedenim $kolitelky Doc. Ing. Jarmily
Vyttasové, CSc.

Studiem biofilmt se v poslednich letech zabyva cela fada mikrobiologd. Vznik biofilmu je
pfirozeny jev, ktery probiha vSude tam, kde jsou mikroorganismy a kontaktni povrchy. Pro
mikroby v piirod¢ je biofilm forma naprosto ptirozend, je zékladnim zptisobem jejich
existence. Fenomén biofilmu, jako vysledku kolonizace bakterii na povrsich technologickych
zafizeni, se tak dostava do povédomi potravinait a pracovniki zodpovédnych za hygienu
vyroby z hlediska mikrobiologie. V centru pozornosti jsou prace, které pomahaji porozumét
odolnosti biofilmt k antimikrobidlnim latkam. Sleduji se podminky jejich difuze,
hydrodynamiky, fyziologie a genetického pozadi tolerance testovanych mikroorganismd.

V tomto kontextu je pfedlozena dizertace vysoce aktualni a potiebna.

Prace méla komplexni zadani, nebot’ problematika tvorby bakterialnich biofilmi je stale
aktudlnim problémem nejen v potravinaiském primyslu ale také také v mediciné. Prace se
soustfedila na pathogeny nalezejici do rodt Campylobacter, Arcobacter, Listeria,
Staphylococcus a Cronobacter a evaluaci metod v soucasnosti pouzivanych ke studiu
biofilmu.

Autorka své vysledky zpracovala do celkem 160 stran textu véetné doplfiujicich grafii a
snimkii z epifluorescenéniho mikroskopu. Prace je ¢lenéna do ¢ty tsek, patou kapitolu tvoFi
zaveér. Co vSak prace postrada, jsou cile prace, tuto ¢ast nelze nahradit Gvodem.

Literarni reSerSe je svédomité vypracovana (33 str.) je rozsahla a kvalitné zpracovana.
Seznam literatury je velice obsahly, i kdyz obsahuje ptevahu udaju starsiho data. Praci po
roce 2010 je odhadem asi 20%. Cast vénovana materialu a metodam uvadi v&tsinu
metodickych postuptl, avSak ¢ast 2.3.4, Polymerazova fetézova reakce neni podle mého
nazoru dostate¢n¢ informativni, nebot’ tabulka ¢. 3, uvadéjici pouZité primery je v ¢asti 2.14.2
— Pracovni roztoky. V ¢asti 2.3.5.1 EME/PMA- PCR pro arkobaktery, jsou pouzity zkratky,
které nejsou na seznamu zkratek ( ARCO, BUTZ, CRY).

Pfipominky a dotazy:
1. Nastr.103 ( diskuse) : ,,Vyjimkou byla pouze Listeria innocua, ktera tvofila biofilm

jen pfi 6 °C v peptonové vode s 1% NaCl, kdy byla zafazena mezi silné biofilm-

pozitivni kmeny.*“ Znamena to, Ze L.innocua pti vyssich teplotach biofilm netvofila?



Nenasla jsem v praci graf, ktery by tento zavér dokumentoval. Na jakém zakladé byl
ucinén tento zaver?

2. Metoda PCR s vyuzitim barviv EMA a PMA byla zavedena ke zjisténi podilu Zivych
bunék v biofilmu. V ptedlozené praci jsem vysledky napt. podil Zivych bunék po
kultivaci biofilmu na kuponu nenalezla. Byly tyto hodnoty naméteny?

3. Staii latinici tikali: ,,Finis coronat opus.” Zaveér této prace (¢ast 5) je na téech strankach
a ma narativni formu. Upfednostnila bych jasné a stru¢né formulované vysledky,
kterych bylo v disertaci dosazeno.

4. Z t€chto divodl bych se chtéla zeptat, kterych vysledkii uvedenych v disertaci si Ing.

Lucie Silhové nejvice ceni.

Ptedlozend diserta¢ni prace Ing. Lucie Silhové ,,Problematika tvorby, detekce a ovliviiovani
bakteridlnich biofilmi* se vénuje porovnani a vyhodnocovani nékolika v sou¢asnosti
pouzivanych metod pro studium biofilmu. Disertace dokazuje schopnost a pfipravenost
k samostatné ¢innosti v oblasti vyzkumu nebo vyvoje, podle § 47, odst. 4, zdkona ¢.111/1998
Sb., o vysokych skolach.

Doporucuji proto komisi pro obhajoby Fakulty chemicko-technologické, Univerzity
Pardubice, aby praci po Gspésné obhajob¢ piijala jako podklad k udéleni titulu PhD.

V Praze dne 17.8.2016
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Doc. RNDr. Jarmila Pazlarova, CSc.



