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Oponentsky posudek

Disertacni prace Jakuba Budila je zaméfena na tvorbu, vyvoj a oSetfeni bakteridlniho biofilmu
vredlném case pomoci infraCervené spektroskopie s Fourierovou transformaci. Praci a metod
zabyvajicich se vizualizaci biofilmu a hodnocenim Gcinku rtznych latek je celd rada. Jejich castou limitaci
je ovSem to, Ze nejsou schopny snimat biofilm kontinualné vredlném case a Ze nejsou obvykle
aplikovatelné na prltokové usporadani kultivace, které obzvlasté z biotechnologického pohledu ma
velky vyznam. Zkoumané téma pokldddm za aktualni a zajimavé.

Formalni kvalita predloZené prace

Prace ma po formalni strdnce nékteré nedostatky, na které bych rada upozornila. Pro dalsi védeckou
publikac¢ni ¢innost bych studentovi doporucila, aby si daval pozor na psani latinskych vyrazl italikou
(napf. via, i.e., per, per se). Rovnéz by c¢tendfi usnadnilo porozuméni textu, kdyby byly vSsechny zkratky
fadné vysvétleny pfi prvnim poutZiti a nasledné uvedeny i v seznamu zkratek (napf. ABC, wss, CRPS).
Rovnéz vycty gend, u kterych neni jasné, co koduji, nepovazuji za stastné (napt. algT, algD, cop, cus).
Stupen Celsia je jednotka, kterd ma znacku °C, pokud se Cislice pred jednotkou uvede bez mezery, znaci
tak pridavné jméno; jde-li o veli¢inu ve spojeni s Cislovkou, vklada se mezi né mezera. Oznaceni
obchodnich znacek (™, ®) se v odborném textu obvykle neuvadi.

Jazyk
Prace je psana v anglickém jazyce, nicméné preklepl a chyb neni mnoho.

Hodnoceni jednotlivych ¢asti disertacni prace
1) Literdrni uvod

Literarni Gvod shrnuje soucasné poznatky o Pseudomonas syringae, jeho Zivotnim stylu, virulenci a
tvorbé biofilmu. Dale se zabyvd vyuZitim ATR FT-IR pfi monitorovdni bakteridlniho biofilmu v redlném
¢ase. Uvod povazuji za zdafily a poutavy, plny zajimavych a uzite¢nych informaci.

2) Metody

Prakticka cast (7 % prace) pojednava o pripravé biofilmu, pfipravé cely a samotném méreni. Pomérné
strohy popis by zfejmé zaslouzil doplnéni o postup, jakym byly testované latky pripraveny (rozpoustédlo,
sterilace, 4.1.3), jaké jsou jednotky obrazk(i 6 a 7 Ci v kolika opakovanich byly vSechny experimenty
provadény. Rovnéz neni ziejmé, jaka byla findlni koncentrace TWEEN-20, ktera pfrisla do kontaktu
s biofilmem a zda se nemohla projevit jeji antimikrobidlni aktivita? Byl totoZny roztok Tween-20 pouZit
jako negativni kontrola?



3) Vysledky a diskuze
Prace navazuje na celkem cCtyfi prvoautorské publikace autora, pfipadné z nich pfimo cerpa. Dovolim si
zde nicméné konstatovat, Ze dvé z publikovanych praci byly publikovany ve 3. kvartilu oboru. Priimérny
IF zverejnénych publikaci je 3.1, coZ je uchazejici a jisté spliuje ndroky v ramci Ph.D. studia. Prace prosly
recenznim Fizenim a nepovazuji tedy za relevantni hodnotit jejich kvalitu, nebot data v nich obsazend
byla jiz hodnocena v pribéhu recenzniho fizeni. Pro budouci védecké smysleni autora si dovolim par
nasledujicich pfipominek.

Vzhledem k tomu, Ze se autor rozhodl pro vlastni metodu hodnoceni minimalni inhibi¢ni koncentrace, a
nikoliv pro standardni ISO normu, bylo by vhodné vyuZit vtabulce 2 néjakych komparator(i (napfr.
antibiotik), aby ¢tenar ziskal povédomi o aktivité latek.

Kazda tabulka a obrazek by mély byt samo-vypovidajici. V této souvislosti bych se rada dozvédéla, jaky je
rozdil mezi ,NA“ a ,indeterminable” (napf. Tabulka 3) a pro¢ jsou u nékterych médii dvé hodnoty na
jednom fadku v zavorce? Zaroven mne trochu mate fakt, Ze v mnoha ptipadech vysla hodnota MBC niZsi
nez hodnota MIC. Ze své podstaty je obvykle minimalni baktericidni koncentrace (MBC) vyrazné vyssi
nez MIC. Mohl by se autor k této diskrepanci vyjadrit?

Pro sledovéni vlivu tfi sloucenin na adhesi, tvorbu biofilmu a naruseni maturovaného biofilmu by bylo
vhodné vysledky zaznamenané pomoci FT-IR porovnat i s nékterou z klasickych metod - napf. kultivaci
biofilmu na Petriho misce a barveni krystalovou violeti, aby byly vysledky pomoci nové zavadéné metody
validovany i nestranné svyuZitim standardizované metody. Zaroven by bylo vhodnéjsi uvadét u
testovanych sloucenin stejné jednotky, zde je koncentrace NP vyjadiena v uM koncentraci a koncentrace
LEGO-LPPO v ug/mL.

Obrazku 37 by prospéla kontrola v podobé biofilmu, ktery nebyl ni¢im osetren.
K vysledkdm mam nékolik dotaz(, které budou nasledovat.

Dalsi pfipominky a otazky:

1. V resersi (str. 13, prvni odstavec) autor uvadi pfitomnost extracelularni DNA jako klicovy prvek
tvorby biofilmu. Jakou presnou funkci tato DNA ma a jak vznika?

2. Jak souvisi dvou komponentni systém GacS/GacA (str. 22, posledni odstavec), ktery je zodpovédny
za produkci extracelularnich enzym0 a sekundarnich metabolit(, se systémem quorum sensing?

3. Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) existuje ISO norma 20776-1, ktera se znacné
liSi od postupu popsaného v této praci zejména poctem bunék, médiem a vinovou délkou
pouZitou pro vyhodnoceni. Pravé vyuZziti téchto norem usnadiiuje mezilaboratorni porovnani
vysledk( a interpretaci dosazenych vysledk(l. Pro¢ nebyla pouzita i v ramci této prace? Z jakého
dlvodu byla vyuZita vinova délka 450 nm pred standardni délkou 590-600 nm? ISO norma
definuje Mueller-Hinton pldu jako nejvhodné;jsi pro Pseudomonas sp., jaky byl zamér ve vyuziti i
ostatnich médii?

4. Vyuziti FT-IR je jisté zajimavou myslenkou, jak sledovat online v pritocné cele vlastnosti
vznikajiciho biofilmu, ale pro¢ si autor vybral pro pozorovani zrovna patogen rostlin, a ne tfeba
néjaky pramyslovy (potravinafsky vyznamny) kmen, ktery je problémem v provozech, ¢i
nemocnic¢ni kmen, ktery kolonizuje katetry apod?

5. Kolik biologickych opakovani bylo provadéno pro jednotlivé experimenty, z nichz byly vyvozeny
zaveéry?



6. Je 2% LB plda fyziologicky podobna tomu, jaké podminky ma dana bakterie v pfirodé, kdyz
infikuje rostlinu?

7. Vzhledem k tomu, jak dlouho trva pfiprava biofilmu a kolik latek by ¢lovék rad testoval, daji se
pritokové komory od pfistroje odpojit a vyménit za jiné nebo je pfistroj vyblokovan na celou dobu
méreni? Je napfiklad mozné sériové nebo paralelni zapojeni komor?

8. Nevedla by aplikace siranu médnatého nebo Cu-nanocastic pro oSetreni rostlin ke zvyseni
kontaminace Zivotniho prosttredi tézkymi kovy?
9. Cim jsou barveny biofilmy na obrazku 16? V metodé se uvadi, ze safraninem, ale 16B vypada spi$

na krystalovou violet, kterd je standardnim barvivem biofilmu. Zvazoval autor vyuZziti krystalové
violeti a proc se pfipadné rozhodl pro safranin?

Celkové hodnoceni disertacni prace

Praci doporucuji k obhajobé, autor jasné prokazal, Ze se orientuje ve védecké literature, je schopen o
dané problematice premyslet, provést vlastni experimenty, vysledky spravné interpretovat a také
nasledné data publikovat v mezindrodnich impaktovanych casopisech a sepsat do podoby dizertacni
prace. Pfeji autorovi Uspésnou obhajobu a mnoho dalSich védeckych tspéch.

V Praze dne 10.6.2024 doc. Ing. Jitka Viktorova, Ph.D.



