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Oponentsky posudek disertaéni price Ing. Davida Silhy
»Studie vyskytu Arcobacter spp. v prostiedi a vlivy pusobici na jejich prezivani*

Studium vlastnosti ptivodct alimentarnich onemocnéni je stile vyznamnou védeckou
oblasti, kterou studuji mnohé tymy mikrobiologli u nds i v zahrani¢i. Obzvlasteé velka
pozornost je vénovana nové popsanym puvodclim, mezi které nalezi napt. i bakterie rodu
Arcobacter. Piedklddana disertacni prace se zabyva vhodnymi metodami detekce a
identifikace arkobaktert vcetné studia jejich vlastnosti. Bez uvedenych znalosti nelze G¢inné
sledovat jejich vyskyt v potravinach, u potravinovych zvifat, ale i v prostiedi a studovat
zdroje a cesty Sifeni a nemohou byt piijata U€innd opatieni omezujici jejich vyskyt
v potravnim fetézci.

Diserta¢ni prace shrnuje vysledky dosazené v oblasti metod detekce, identifikace a
také vyskytu arkobakterd v rtiznych potravinovych matricich, vodé i environmentélnich
vzorcich. Studie je vyznamna zejména proto, Ze v souasnosti neexistuji harmonizované
metody pro detekci a identifikaci tohoto agens, ani nejsou pfili§ detailné popsany mozné
zdroje infekce pro Cloveéka. Prace se dale zabyva vybranymi vlivy prostiedi na piezivani
sledovanych bakterii (teplota, pfezivani na riznych kovovych materidlech, odolnost vici
vysychéni) a dal§imi vlastnostmi arkobakterii napf. odolnosti vi¢i nékterym desinfek&énim
latkdm, antimikrobikim a latkdm ptirodniho charakteru.

V Gvodni ¢asti prace jsou zahrnuty informace dostupné z odborné literatury tykajici se
dané problematiky. Pfi zpracovani jednotlivych kapitol vychazel disertant z literarnich
podkladii 244 zejména zahrani¢nich autorti, coz svéd¢i o peclivé védecké pripravé. V této
¢asti prace jsou prehledn¢ uvedeny informace o taxonomickém =zafazeni, detekénich i
identifikaénich metodéach, ale také o vyskytu, patogenité a vlastnostech arkobakteri a
metodéch jejich sledovani.

V experimentalni ¢asti jsou popsany kultivaéni techniky, molekularné biologické
metody a metoda hmotnostni spektrometrie vyuzivané k identifikaci a charakterizaci
sledovanych potravnich patogent.

Vysledky Ize rozdé€lit do nésledujicich ¢asti adl) Optimalizace izolace arkobakterd,
ad2) Prevalence arkobakterii ve vzorcich potravin a prostiedi, ad3) Vliv prostiedi na prezivani
arkobakterd (teploty, vysychéni) a ad4) Vliv antibakteridlnich latek (desinfekénich,
antimikrobik, pfirodnich latek).

Diskuse k ziskanym vysledkiim porovnava poznatky ziskané v této praci s poznatky
dalsich autort.

Soucasti disertaéni prace jsou fotografie dokumentujici rtst arkobakteri na riznych
kultiva¢nich médiich, grafy dokumentujici piezivani bakterii za sledovanych podminek a
pfilohy s tabulkami uvadéjicimi spektrum analyzovanych vzorki a vysledky detekce a
druhového zatazeni arkobakterd.

Nekteré vysledky jiz byly zvefejnény v tuzemskych nebo zahrani¢nich ¢asopisech s
IF, u tfech publikaci je disertant uveden jako prvni autor. Dalsi rukopis byl zaslan do redakce
k oponentnimu fizeni.

K diserta¢ni praci mam nasledujici dotazy ¢i komentare:



Byla u zavedenych a optimalizovanych metod PCR pouzita interni kontrola? Pro¢ je
jeji pouziti v rutinni praxi tak vyznamné?

Bylo pouZito nékolik kultivacnich postupti urenych k detekci arkobakterd z riznych
matric. Byla vytéZnost metod statisticky porovnavana? Lisi se spektrum detekovanych
druhti arkobaktert v zavislosti na pouzitém médiu?

Pfi testovani rezistence k antimikrobikiim byl zji§tén nezvykle vysoky pocet
rezistentnich kmenti arkobakterti. Aby bylo mozné potvrdit vhodnost pouziti
hodnoticich kritérii pro kampylobaktery i k ureni rezistence u arkobakterti, bylo by
vhodné ovefit i genetickou podstatu rezistence. Byly v testovaném souboru
detekovany i kmeny multirezistentni?

Pfi sledovani pisobeni rostlinnych extraktli na rust arkobaktert byly pouZity zejména
etanolové extrakty. Etanol vSak inhibuje rist bakterii, a to i v niZ8ich koncentracich.
Byla u pouzitych extraktu a jejich fedéni znama jeho koncentrace?

Kapitola ,Efekt vysychani na pfezivani arkobakterii na rtznych materidlech*
nepochybné souvisi i s pouzitym typem kovu (kuponit). Bylo sledovano, zda nékteré
materidly plsobi na rast bakterii inhibiéné, pfipadné urychluji tvorbu
nekultivovatelnych bunék (VBNC)?

Jaky ma disertant pohled na mozné zavedeni legislativnich limitti pro arkobaktery
v potravinach, ptipadné v jakych?

PfedloZenou praci a zvefejnénymi publikacemi prokazal disertant schopnost védecky
pracovat a ziskané vysledky vhodnym zptsobem interpretovat a prezentovat.

Doktorska prace Ing. Davida Silhy je zpracovana v obvyklém rozsahu, je vyhovujici po
formalni i odborné strance. Pro lepsi ptehlednost bych jako oponent pfivitala uvedeni cila
prace, detailn&jsi popis pracovnich postupti i vysledkt a dale doplnéni plnych textl jiz
zvetfejnénych rukopisti zaméerenych na sledovanou problematiku. K praci nemam dalsi zasadni
pfipominky.

Zéavérem svého posudku mohu konstatovat, Ze disertadni prace Ing. Davida Silhy spliiuje
pozadavky kladené na disertacni prace dle § 47, odst. 4, zakona ¢.111/1998 Sb., o vysokych
Skolach a doporucuji ji pfijmout k obhajob¢ a po jejim uspésném obhajeni doporucuji udéleni
akademického titulu Ph.D.

V Brné dne 3.10.2015 C@WW Maa )
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Doc. MVDr. Renéta Karpiskova, 13\hZD.



Posudek disertacni prace

Autor prace: Ing. David Silha

Nazev préace: Studie vyskytu Arcobacter spp. v prostiedi a vlivy plisobici na jejich piezivani

PredloZena disertatni prace popisuje experimentalni prace souvisejici s bakteriemi
rodu Arcobacter a to jak jejich izolace a identifikace s vyuzitim analytickych technik
(MALDI-TOF MS, PCR), tak testovani vlivl riznych fyzikalnich podminek a pifitomnosti
chemickych latek. V teoretické ¢asti autor piedstavil viechny zndmé zastupce rodu a vénoval
se dostupnym informacim o jejich klasifikaci, vyskytu v potravinach, tvorbé biofilm aj.
VeSkerou problematiku, které se autor vénuje ve svych experimentech, ma dasledngd
zpracovanou v teoretick€ Casti. Jednotlivé experimenty, jejich metodiku a vysledky ma
prehledné rozd€leny do kapitol a Ctenaf se v nich velice dobfe orientuje. Tento fakt zdfiraziuji
proto, Ze se autor ve své praci vénoval pomérné Sirokému spektru experimentl od izolaci,
kultivaci pfes metody pfezivani na povrsich materialt, vlivu chemickych latek (antibiotik,
dezinfekénich prostfedkl) az po tetovani vliv teplot na pfezivani arkobakterti. Vzhledem
k tomu, Ze nékteti zastupci rodu Arcobacter patii mezi lidské patogeny, jsou vysledky téchto
studii bezesporu piinosem. Navic, touto problematikou se v Ceské republice zabyva velice
malo pracovist' (pokud viibec néjaké), a proto povazuji za ptinosné zejména zjisténi
prevalence arkobakterli ,,na naSem dvorku®. Pro b&Zného konzumenta je jist¢ zajimavé se
doveédet, Ze pitim piva si nijak nepomiizeme, co se pfeZivani téchto bakterii tykd. O védecké
vyznamnosti vysledkl prezentovanych v této diserta¢ni praci svéd&i i jejich publikovani
v recenzovanych odbornych Casopisech (4 zaznamy v databazi Scopus, z toho 2 na Web of
Science).

Prace je psdna na vysoké odborné trovni a to jak prezentace vysledkd, tak jejich
diskuse s jiz publikovanymi daty jinych autortl. Je psana piehledng, stylisticky na vysoké
Grovni bez preklepti a gramatickych chyb. Formalni Gprava odpovida smérnici UPa &. 9/2012,
stejné tak uvedené citace spliiuji pfislusnou technickou normu.

[ pfes vySe uvedend superlativa mam nasledujici pfipominky, dotazy a uptesnéni:

- str. 103, uvadite termin presnost (konkrétné stérova metoda je nejméné presnd). Jak je
definovand u téchto metod presnost?

- Obrazek 15 (str. 104), podle velikosti standardnich odchylek je vidét, Ze rozdily
nemusi byt vyznamné. Bylo provedeno statistické hodnoceni dat? Hodilo by se
alesponl parové porovnani pro jednotlivé doby expozice. V textu déle uvadite preZivani
v % (16, 27 a 9 %), ale z grafii to neni patrné. Jak jste zjistil (vypocital) ona %
prezivani? Nebylo by lepsi aplikovat na data (KTJ/g vs. doba piezivani) né&jaky
matematicky model a potom porovnavat jednotlivé parametry modelu?

- Tabulka 6, str. 107, neni jasné, co znamenaji &isla v tabulce. Doviddm se aZ z textu, Ze
to jsou %.

- Tabulka 7, str. 108, jak byly vypo¢itany (zjistény) hodnoty MIC? Neni definovano ani
u tabulky, ani v textu (metodice).



- Obréazky 17-18, str. 110, uvadite primémé hodnoty z 3 méfeni (ako v celé praci),
nicméné v popisu metodiky k tomuto konkrétnimu experimentu uvadite (str. 78), Ze
byl provddén v dubletu 3x. To pro mé znamena n = 6.

- Jednotky koncentraci bun&k by v esky psané praci mél byt KTJ/g, nikoliv CFU/g.

- Jak dlouho byly pfirodni extrakty uchovavany pii teplot€¢ 4 °C, nez byly pouzity
k u€elim experimentu? Byla doba skladovani stejna pro vSechny extrakty?

- PIi experimentu s umélou inokulaci détské vyzivy etanolovym extraktem rakytniku
byl sice provadén slepy pokus, ale jen s p¥idavkem inokula. Nemél by tam byt také
ptidavek 4,0 ml 96% etanolu?

- Obr. 19, str. 124, slovo kfivka neplati pro piipad prostého propojeni bodt. Kfivka je
vzdy vysledkem aplikace n&jaké matematické funkce, coZ by se v tomto ptipadé¢ také
velice hodilo.

- Od kapitoly 4.8 mate Spatng &islované obrazky (zaginate znovu od D).

- U obrazki na str. 128, 130 a 131 chybi uvedeni vlnové délky, pfi které byla méfena
absorbance/tbytek absorbance.

- ProC jste nehledal vztah mezi pieZivanim arkobakterd a obsahem fenolovych latek,
ABTS nebo DPPH?

- Obr. 28, 29 na str. 135, opét postradam vysvétleni, jak byly zjistény % piezivani, kterd
uvadite v textu.

- Citace v seznamu by mély byt ukongeny teckou (jedna se o véty).

PredloZena disertani price prinasi jednoznaén& nové poznatky v oboru. Provedeni a
zpracovani vysledki v kontextu s dalsi studijni literaturou svédéi o schopnosti autora

védecky pracovat. Disertaéni praci Ing. Davida gilhy proto doporucuji pFijmout
k obhajobé.

V Pardubicich dne 21.07.2015

doc. Ing. Libor Cervenka, Ph.D.

oponent [ et
{{/\“_,,_“ 0 ol ot



Posudek disertagni prace Ing. Davida Silhy

Studie vyskytu Arcobacter spp. v prostredi a vlivy plsobici na jejich pfezivani

Predlozena disertacni prace, byla vypracovana na Katedfe analytické chemie, Fakulty
chemicko-technologické, Univerzity Pardubice, pod vedenim $kolitelky Doc. Ing. Jarmily
Vytiasové, CSc. Prace méla komplexni zadani, nebot’ cilem bylo nejen provéfeni
piitomnosti vyskytu bakterii rodu Arcobacter, dale pak testovani jejich citlivosti k §irokému
spektru antimikrobidlnich l4tek a schopnost ptezivani v riznych typech prostiedi. Vyhovét
témto cilim vyZadovalo velké pracovni nasazeni a také tomu odpovida rozsah prace (181
stran vCetné piiloh). Zvolené téma bylo aktudln¢ vybrané — mapovani vyskytu nového
potencialniho patogenu a studium jeho vlastnosti je stale velkou vyzvou. Arcobacter butzleri
je jiz od roku 2002 klasifikovan jako nebezpeény pro lidské zdravi v§ak stale unika
soustavnému sledovani v potravinach.

Autor své vysledky roz¢lenil na Gvodni ¢ast mapujici soucasny stav taxonomie a izolace rodu
Arcobacter, dale pak uvedl Siroké spektrum faktorti a vliva limitujicich riist, véetné postupt
pro fenotypovou detekci rezistence. Tato kapitola je velice rozsahla (45 stran). Pak nasleduje
vyCet metod a experimentalnich postupti (20 stran). Vysledkova ¢ast je ¢lenéna do osmi
oddild, které jsou vzdy doprovazeny separatni diskusi. Je $koda, Ze autor nevypracoval
zav€retnou samostatnou diskusi, ktera by vyhodnotila vSechny aspekty prace.

Cést 4.3 vénovana efektu vysychani pokladam za kvalitn€ zpracovanou a originalni. Rovnéz
vliv teploty je podrobné dokumentovany a pouze pokladam za $kodu, Ze nebyly alespoti u
nckterych typickych kment uréeny D hodnoty (decimélni redukce po&tu mikroorganismi).
Mém dotaz, zda v soucasnosti nejsou jiZ tyto hodnoty naméfené? Je zajimavé, Ze vyskyt
arkobaktertl je vyssi ve vzorcich jatenych mas a driibeze, neZ ve stérech z Zivych divokych
zvifat (pfilohy 3 a 4). Sledovani vyvoje zvysené odolnosti k desinfekénim latkam
opakovanymi kultivacemi ve zvySujicich se koncentracich je logické a rostouci odolnost
mikroorganismt je realitou. Pro tyto studie by bylo idealni pouziti kultivace v chemostatu,
kde je mozno plynule po nartistu vhodného poctu generaci zvySovat koncentraci testované
latky.

Je znamo, Ze u ¢lovéka jsou arkobaktery spojovany s enteritidami a septikemiemi. Pro
posouzeni jejich skute¢né klinické zdvaznosti je nutné zhodnoceni potencidlnich virulenénich
faktorti. Dosud je v§ak o mechanismech patogenity pomérné malo znalosti.

Mam nasledujici dotaz: vzhledem k pomérné blizké fylogenetické piibuznosti k vice
znamému patogenu, kampylobakteru a k jejich podobnym klinickym projeviim, chté&la bych
vedet, co je znamo o piftomnosti kampylobakterovych znamych gend virulence (mozn4 jejich
analogtl) u arkobakterti, anebo maji tyto bakterie odlisné mechanismy k priniku do
enterocytu.



Zavér:

Predlozena disertaéni prace Ing. Davida Silhy ,,Studie vyskytu Arcobacter spp. v prostiedi a
vlivy piisobici na jejich prezivani“ podava velmi kvalitni analyzu vyskytu a vlastnosti nutnych
pro preziti u ptislusnikd rodu Arcobacter. Zadani prace bylo naro¢né, ale autor se s tkolem

zdatile vyrovnal.

Ing. David Silha ptesvédivé dokazal schopnost a piipravenost k samostatné &innosti v oblasti

vyzkumu nebo vyvoje, podle § 47, odst. 4, zdkona ¢.111/1998 Sb., o vysokych $kolach

Doporucuji proto komisi pro obhajoby Fakulty chemicko-technologické, Univerzity
Pardubice, aby praci Studie vyskytu Arcobacter spp. v prostiedi a vlivy pusobici na jejich

prezivani pfijala po Gspésné obhajobé jako podklad k udé&leni titulu PhD.

V Praze 31. srpna 2015
N faleron

/)
Doc. RNDr. Jarmila Pazlarova, CSc.



