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Véc: Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Klary Vilimovské Dédeckové

Spectabilis, Vazena komise,

Vv piiloze zasildm sviij oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Klary Vilimovské
Dédeckové -, Molekularni a epidemiologickd charakteristika kmene Burkholderia
cenocepacia dominujictho u pacientu s cystickou fibrozou v Ceské republice .

Pokud byste mé&l jakékoli dalsi dotazy tykajici se uchazecky nebo této diserta¢ni prace
obrat’te se prosim na m¢ na této emailové adrese: milan.macek.jr@Ilfmotol.cuni.cz

Se srde¢nymi pozdravy!

LIS

Prof. MUDr. Milan Macek ml. DrSc.



Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Klary Vilimovské Dédeckové

wMolekuldarni a epidemiologicka charakteristika kmene Burkholderia cenocepacia
dominujiciho u pacientit s cyStickou fibrozou v Ceské republice*.

Praha, 5. fijna 2013

Tato prace byla vypracovana na Ustavu 1ékai'ské mikrobiologie (dale ULM) UK 2. LF
Praha a FN v Motole pod odbornym vedenim Doc. MUDr. Pavla Dievinka, Ph.D. V této praci
je shrnuto vice nez 6 let prace na této dulezité problematice, kterd zasadnim zplsobem
piispéla k oziejméni epidemiologické situace a patogenetické role nebezpecného kmene
Burkholderia cenocepacia ST32 (Bcc ST32) pro pacienty s cystickou fibrozou (CF). Resena
problematika je u nds prioritni a ma pozitivni klinicko-epidemiologické dopady pro Centrum
cystické fibrozy ve FN v Motole (CCF), véetné dalSich center u nas a v zahranidi.

Hodnoceni piedlozené disertacni prace sleduje nasledujici oponentska kritéria:
1/ Zakladni scientometricka analyza.

Disertani prace je napsana ctivé, vécné a bez zasadnich stylistickych chyb. Po
formalni strdnce ma prace celkem 119 stran, vcetné publikacnich pfiloh, které obsahuji
standardni strukturu disertac¢nich praci. V obecné Casti je prehledné zpracovana problematika
CF a role Bcc v jeho jeji patogenezi, morbidité a mortalité. Pfinosny, a pro nespecialisty
poucny, je rozbor taxonomie komplexu Bec a jeho epidemiologického Sifeni. Vhodné je i
srovnani prevalence a distribuce epidemiologického kmene Bcc. Klinickou nezbytnost této
prace uvadi charakterizace kritické epidemiologické situace CCF od poloviny devadesatych
let minulého stoleti spojené se Sifenim epidemiologického kmene Bcc ST32. Podrobné je
rozebrana i kultivacni diagnostika pomoci selektivniho agaru a molekularné¢ geneticka
diagnostika pomoci amplifikace genu recA zavedena vroce 2001 na ULM. Dile jsou
rozebrany faktory virulence.

Velmi jsem se poucil v sekci typizace bakterii pomoci molekularné genetickych
metod. Ve specifické Casti disertani prace je rozebrana problematika dosazenych vysledkd,
které se budu vénovat dale. Vysledky této prace byly publikovany ve tfech zahrani¢nich
publikacich (Journal of Cystic Fibrosis, Journal of Clinical Microbiology) se stfedné
vysokym impakt faktorem, a byly adekvatné prezentovany pro domaci a zahrani¢ni odbornou
vefejnost.

Uvedeny publikaéni vycet svédéi o velmi dobré kvalité odborné prace uchazecky a o
spInéni publikaénich kritéria pro disertacni prace na 2. 1ékarské fakulté University Karlovy.

2/ Cile a hypotézy disertacni prace.

Zakladnim cilem diserta¢ni prace Mgr. Vilimovské Dédeckové bylo a) vypracovani
rychlé a u¢inné molekularné mikrobiologické diagnostiky Bcec, b) ex vivo studium virulence
jednotlivych kmentd Bec na zvitecich modelech (zebrafish), véetné ¢) studia diversity plicniho
mikrobiomu u pacientli kolonizovanych epidemickym kmenem.

V souhrnu lze uvést, ze cile a hypotézy predkladané prace jsou adekvatné uvedeny a
tak odpovidaji obecnym postuptim uplatnénym Vv epidemiologii a molekularni mikrobiologii.

3/ Aktualnost zvoleného tématu disertacni prace.



Mgr. Vilimovska Dédeckova zvolila medicinsky dulezitou a dosud ne zcela dofeSenou
problematiku vypracovani rychlé a citlivé diagnostiky epidemického kmene Bcc ST32. Tato
prace méla zasadni dopad pro monitoring epidemiologickych opatieni v CCF k zamezeni
dalsiho Sifeni tohoto epidemického kmene. Rovnéz analyzy zvifeciho modelu virulence Bcc
izolovanych od rGznych pacienti v riznych stadiich infekce jsou prikopnické, jakoz i
stanoveni molekularniho mikrobiomu u CF pomoci typizace mezigenového segmentu mezi
ribozomalnimi geny 16S a 23S rRNA.

Studovana problematika ma i potencialni farmakoekonomické dopady z hlediska
piipadné prognostické stratifikace pacientd s CF. V souhrnu uchaze¢ka uchopila dilezitou
problematiku, kde nebyly dostate¢né standardizované metody, a kde vyvstala naléhava
nutnost vypracovani presnéjSich diagnostickych postupii.

4/ Pouzité metody v ramci diserta¢ni prace.

O velmi dobré metodické urovni svéd¢i Siroké spektrum pouzitych klinickych a
laboratornich postupt, vcetné naro¢né prace se zvifecimi modely. Nejsem sice expert na
molekularni mikrobiologii, ale velice si cenim standardizace a validace metod podle obecnych
principut. Statistické metody jsou piiméfené a provéiené oponenty mezinarodnich ¢asopis.

5/ Nové poznatky disertacni prace a jejich vyznam pro dalsi rozvej oboru.

Mgr. Vilimovskd Dédeckova potvrdila dualezitou roli molekuldrn€ genetické
diagnostiky v rutinni diagnostické klinické praxi pii vySetifovani ptitomnosti Bcc.
Z klinického thlu pohledu je potésitelné, ze citliva molekularné geneticka diagnostika
prokazala, ze posledni pfipad infekce timto epidemickym kmenem Bcec ST32 byl v roce 2004.
Jinak fecCeno spravnost epidemiologickych opatfeni v CCF byla potvrzena citlivym
molekularné-mikrobiologickym testem. V tomto ohledu je pifinosné provedeni genomické
subtraktivni hybridizace v genomu Bcc ST32, které vedlo k navrzeni diagnostického testu na
bazi PCR, coZ doplnilo stavajici metody diagnostiky a genotypizace jednotlivych subtypti
Bcec.

Z védeckého hlediska a nad ramec feSeni konkrétni epidemiologické situace v CCF
bylo zjisténi vysokého stupné variability ve virulenci klinickych izolatt Bcc ST32
izolovanych od stejnych pacientdi z riznych fazi infekce, ale i od ridznych pacienti na
,,zebrafish* zvifecim modelu.

Pozoruhodny je rovnéZ ndlez sniZené diverzity plicnitho mikrobiomu u pacientt
kolonizovanych Bcee, veetné nizké miry superinfekce Pseudomonas aeruginosa, coze otevira
prostor pro dalsi studie tohoto diilezité¢ho fenoménu.

Velmi si cenim studia virulence Bee na zvifecim modelu Danio rerio alias ,,zebrafish
na spolupracujicich zahrani¢nich pracovistich ve Francii (Montpellier, NImes) v ramci
studijniho pobytu uchazecky. Metodika preziti mikroorganismu v hostiteli nebo analyza
pribéhu infekce v redlném case jsou metodicky inovativni, a poctivé feceno 1 pracné. Zde
byly studovany epidemické izobaty z CCF zriznych klinickych stavii a fazi infekce.
Presentované vysledky odpovidaji hypotéze, ze lze na zvifecim modelu prokazat variabilitu
virulence jednotlivych kmentl, coz se jist¢ odrazi v budouci kvalitni publikaci.

Vzhledem k dlouhodobému zaméfeni této studie dosahla Mgr. Vilimovska Dédeckova
prioritnich vysledkii na domaci a evropské Urovni. DosaZené poznatky oteviraji metodicky
prostor pro dalsi studie tohoto typu, at’ uz u CF (déti a dospélych) nebo dalSich respirac¢nich
onemocnenti.

Otazky oponenta:



1/ z pozice klinického genetika bych se chtél zeptat, zda by bylo mozné v souboru
vysledovat pfipadné nepiimé asociace virulence Bcc vzhledem k pritomnosti riznych mutaci
vgenu CFTR u studovanych pacientt (pochopiteln¢ sta¢i uvést orientaéné v souvislosti
s malym poctem studovanych ptipadi)?

2/ byly nalezeny rozdily ve virulenci Bcc mezi pohlavimi u studovanych pacient?

3/ do jaké miry jsou vysledky nalezené u ,,zebrafish* aplikovatelné / replikovatelné u
dalSich modelovych organismua?

Zavér: Disertani prace Mgr. Vilimovské Dédeckové je modelova a piinosna i pro jiné
molekularné¢ mikrobiologické studie u dalSich plicnich onemocnéni. Prace je tedy nejenom
odrazem specifické problematiky CF, ale 1 vyvoje celého oboru.

Predlozena prace je vécna a ma velmi dobrou odbornou troven, se Sirokym
komplexem pouzitych klinickych a diagnostickych metod. Predlozené vysledky prosly
zasveécenym kritickym hodnocenim v impaktovanych ¢asopisech, coz v§e jednoznacné svédci
0 tom, Ze uchaze¢ka ma velmi dobré znalosti studovaného oboru.

Na predlozené disertacni praci jsem nenasel zadné formalni a formula¢ni nedostatky a
tak ji mohu plné doporuéit k obhajobé. Disertacni prace prokazuje predpoklady autorky
k samostatné védecké praci a tak doporucuji udéleni titulu ,,Ph.D* za jménem.

S pozdravy!
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