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Nézev prace: Molekuldrni identifikace, typizace a adaptace Achromobacter spp. v prubchu
chronické infekce

Cile prace

1. Identifikovat druhy Achromobacter spp. a odhadnout jejich prevalenci u pacientl s cystickou
fibrézou navstévujici Centrum cystické fibrozy pii Pediatrické klinice Fakultni nemocnice v
Motole a 2. 1¢katské fakulty Univerzity Karlovy

2. Typizovat izolaty Achromobacter spp. od vybranych pacientll metodami multilokusové
sekvencni typizace (MLST) a FTIR-spektroskopie

3. Posoudit zmény antibiotické citlivosti izolati od pacientii s cystickou fibrézou v prabéhu
trvani chronické infekce Achromobacter spp.

4. Zjistit, zda dochazi ke zménam motility a poctu bic¢ikd na buiiku u longitudinélnich izolata v
prabéhu chronické infekce Achromobacter spp.

5. Vyhodnotit genotypové adaptacni zmeény izolati v priabéhu chronické infekce Achromobacter
spp.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 88

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? 10 az 20 podle toho, co se povazuje za diskrétni metodu.
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

r wr

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentil k ziskani odpovédi na zadané otdzky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovéni vlastnich vysledki? ANO




Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Je ptikladna s vyjimkou formulac¢nich nepiesnosti a typografickych chyb, jejichz pocet je
vSak k rozsahu textu pfijatelny. Autorka ma k dispozici pdf své prace s jejich vyznacenim.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Prace se v souladu s odbornym profilem Skoliciho pracovisté vénuje bakteriologické strance
problematiky infekcnich komplikaci u pacientti s CF. Zaméiuje se na dosud méné studovany
rod spojeny s chronickymi infekcemi. Cile jsou relevantni, zaméfujice se na prozkoumani
taxonomie, populacni struktury, antibiotické citlivosti a faktorii patogenity izolatt rodu
Achromobacter s dirazem na porovnani a vyhodnoceni zmén béhem dlouhodobé
kolonizace/chronické infekce dychacich cest. K feSeni cilti byla autorkou zvladnuta a vyuzita
fada genotypovych a fenotypovych metod. VSechny polozené otazky byly nalezité
prostudovany s tim, Ze ziskané vysledky a jejich intepretace 1ze hodnotit jako splnéni
projektovych cilt. Jako ptinosné a pro dalsi studium inspirujici mozno povazovat zjisténi
ohledn¢ zmén v biciky zprosttedkovaném pohybu bakterii, které vychazi z porovnani
fenotypu, bunécné struktury a genomickych udajii. Rozsahla genotypova data pak poskytuje
celogenomové srovnani klonalné€ piibuznych izolati, byt v tomto piipad¢ jde hlavné o
podklady pro hypotézy pro dalsi funk¢ni studie. Za peclivé zpracovanou a kvalitni 1ze
povazovat 1 vétsi cast diskuse. Text prace nicméné obsahuje urcité metodické a interpretacni
nejasnosti, které jsou specifikovany v pripominkach a otazkach.

Shrnuji, ze diplomova prace, “ Molekularni identifikace, typizace a adaptace Achromobacter
spp. v prubéhu chronické infekce ” splituje pozadavky standardné kladené na diplomové
prace v oboru Mikrobiologie a lze ji doporucit k obhajobé¢.

Otazky a pripominky oponenta:

Piipominky

A. Na str. 39 se uvadi, ze ,,Diskovy difuzni test je pouze kvalitativni metodou pouzivanou
pro screening antibiotické citlivosti, nejedna se o kvantitativni metodu®. Byt test neurcuje
hodnoty MIC, umoziuje v jistém rozmezi posoudit miru citlivosti a jeji relativni zmény, jak
ostatné ¢ini kapitola 5.2. Proto se povazuje za semikvantitativni.

B. Tabulka 14 (str. 48) obsahuje interpretacni kritéria, nikoliv vysledky. Patii tudiz do
metodické ¢asti.

C. Jak autorka sama uvadi v diskuzi (str. 65), porovnani vysledku s jinymi studiemi omezuje
maly pocet studovanych kment (n=9). To vyjma zjevné ptevahy druhu A. xylosoxidans
problematizuje porovnani ve smyslu procentudlniho druhového zastoupeni. Z tohoto hlediska
se jevi odpovidajici ¢ast diskuse na str. 64 a 65 neadekvatni a obr. 7 (str. 45) nadbytecny.

D. Tvrzeni ve vysledkové sekci na str. 46 (,,ST-544 se vyvinul z ST-144 jednou synonymni
nukleotidovou zaménou v genu eno a ST-545 vznikl z piivodniho ST-282 jednou synonymni
nukleotidovou zameénou v genu nusA*) je interpretaci sméru zmeén, nikoliv vysledkem,




kterym je pouze zjistény rozdil. Podobna tvrzeni lze nalézt i dal§im textu vénovanému
porovnavani sekvenci DNA.

E. Poznamka k MALDI-TOF MS. Achromobacter nyni zahrnuje 20 druhti se spravnymi,
platné publikovanymi jmény, z nichz pouze sedm je obsazeno v aktudlni databazi systému
Bruker. K tvrzeni na str. 64 (,,Nezarazeni do druhu miize byt zpiisobeno blizkou
taxonomickou pribuznosti, kdy mohou riizné druhy vykazovat podobna proteinova spektra,
nebo absenci daného druhu v databdzi.”), 1ze doplnit 1 problém pozice typového kmene

v ramci druhu a nalezitého vybéru dalsich referen¢nich kmenti tak, aby co nejlépe pokryly
vnitrodruhovou rozmanitost. Tvrzeni na str. 44 (,,Pravdépodobna identifikace druhu je
mozné pouze v pripadeé, ze obé shody nalezi ke stejnému druhu a nejlepsi shoda je s hodnotou
skore > 2.) neplati, pokud je druh zastoupen jedinym referen¢nim spektrem (coz je i ptipad
Achromobacter ruhlandii).

F. Pouziti adjektiva ,,pfirozena“ pro (multi)rezistenci nebo beta-laktamazu (riizné v textu) je
problematické, nebot’ rezistence vznikla mimo laboratoft jisté neni ,,nepfirozena*. RozliSuje
se mezi intrinsic (primarni/druhové charakteristickou) a acquired (sekundarni/ziskanou)
rezistenci. Ziskana rezistence typicky vznikd horizontadlnim pfenosem genti nebo zménami
vlastnich bunéénych struktur.

Otazky

1. Z druhého odstavce na str. 49 (,,Ndsledné byla z velikosti inhibicnich zon vypoctena
prumeérna hodnota pro jednotlivé pacienty a antibiotika pro kazdy kalendarni rok...*) plyne,
7e Udaje antibiotické citlivost jsou zalozeny na vétSim poctu izolatl, nez které jsou v praci
studovany. Jak v tom ptipad¢ byla ovéfena shoda dodate¢nych izolat od téhoz pacienta na
kmenové/klonalni urovni?

2. Vysledky diskového difuzniho testu ovliviiuje fada faktorii a mohou se lisit i pii peclivé
standardizaci. Byla tato moznost provétena pro udaje v kapitole 5.2, napt. retestovanim
klonalné ptibuznych izolati v témze experimentu?

3. Co bylo diivodem k pouziti systému zaloZenému na infracervené spektroskopii s
Fourierovou transformaci pro typizaci? Literarni tidaje jsou k tomuto vyuziti u fady bakterii
obvykle skeptickeé.

4. Kapitola 3.5.1.2 (str. 26) se vénuje otazce efluxovych systémut typu RND u
achromobakterd. U jinych rodl (napt. Pseudomonas a Acinetobacter) existuje nekolik
systémti RND, ktery snizuji citlivost k riznym antibiotikiim pouze pfi své nadprodukci,
obvykle zplisobené mutacemi v regulacnich genech. Je néco podobného zndmo pro
achromobaktery?

Néavrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ ]1vyborng [X] velmi dobie [ |dobie [ ]nevyhovél(a)

Podpis oponenta:
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