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Text posudku

PredloZend habilitacni prace je ve formatu komentafe k publikovanym védeckym pracim,
které vyily v recenzovanych odbomych periodicich (pfevazné s IF).

Celkovy rozsah habilitadni prace je 143 stran, z toho komentafe zaujimaji 44 stran a pfilohy
99 stran. Komentaf je doplnén 5 tabulkami a 1 obrizkem, seznamem 86 literamnich citaci a
kompletni bibliografii uchazeky. Ptilohy tvofi 7 odbornych, originalnich sd&leni

v Casopisech s IF, 4 sdéleni v recenzovanych (Eeskych) ¢asopisech, doplnéné 2 patenty.
Téma habilitatni prace, molekularné-biologicka diagnostika oportunnich infekci, je vysoce
aktualni, protoze moderni medicinské postupy vyznatujici se nezfidka agresivnim pisobenim
na imunitu hostitele se stivaji b&Znym standardem a jsou aplikovany na stale rostouci
populaci rizikovych pacientd, ktefi potom v disledku zékladniho onemocnéni anebo Ié¢by
prochazeji kritickym obdobim s vyrazné oslabenou obranyschopnosti, coZ vytvafi vhodné
podminky pro $irsi uplatnéni oportunnich infekénich agens. BohuZel infekéni komplikace
spojené s touto rizikovou skupinou pacientl podstatné prispivaji k jejich morbidite a
mortalité. ZkuSenosti ukazuji. Ze terapeuticky management téchto infekcei je extrémné zavisly
na véasné a presné diagnostice, kterd zasadnim zpisobem rozhoduje o preZiti t&chto pacientu,
a tedy i Gspéchu 1é¢by zikladniho onemocnéni. A pravé na tuto oblast diagnostiky se zaméfilo
usili uchazedky.

Originalni sdéleni uchazetky ukazuji na systematickou praci zaméfenou na metodiku detekee
a identifikace oportunnich patogent, od ndvrhu metody, jejiho vypracovani, zavedeni do
praxe resp. ovéfeni klinické pouZitelnosti, aZ po patentovou ochranu nové vypracovanych
postupil. Price je zaméfena na pivodce invazivnich houbovych infekei, zejména aspergilézu a
mukormykozu, dale na virové infekce ze skupiny herpesvirt.

Metodicky bylo asili smérovano do vyvoje metod, které by byly dostate¢né citlivé a zarovei
specifické, ). byly schopné detekovat a identifikovat v relevantnich klinickych vzorcich
hlavni puvodce aspergilozy a mukormykézy. V ptipadé aspergilozy v ramci tviir¢iho tymu
vypracovala kvantitativni real-time PCR pro stanoveni aspergilové ribozomalni DNA (gen
ITS2 u Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger) v BAL tekuting s ohledem na

v Ceské republice nejfrekventovandjsi druhy a hlavné na moZnost rozliseni kolonizace od
patologické naloZe. To je pro klinickou rozvahu velmi cenné, protoZe samotny nilez
mykotického agens nemusi nutné znamenat houbovou infekci, resp. v pfipadé druhové
identifikace, citlivost jednotlivych druhi aspergild se muZe vyznamné lisit jak k triazolovym
derivatim, tak k polvenovym antimykotikiim. To, 2e uchazetka, potazmo tym, dokaZzou véci
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dotahnout do konce, je dokladovano ovéfenim nového testu na moréecim modelu, navic ve
spolupraci na prestiznim americkém pracovisti, které potvrdilo klinickou uzite¢nost vysledki
u rutinné pouzivanych biologickych vzorki (BAL tekutina, bioptické vzorky) s ohledem na
presnost a detekci ¢asné faze infekce.

Originalni feSeni bylo zvoleno pfi vyvoji metody detekce pivodei mukormykézy, kterd
kombinuje klasickou PCR metodu, ve které piivodné ¢asové i finanéné naroéné sekvenace
byla nahrazena analyzou kfivek tani s vysokym rozliSenim (HRM). Metoda byla validovéna
pro vzorky tkani a BAL tekutinu tak, Ze umoz2nila stanovit kvantitativni naloz DNA
mukormycet ve vzorcich, a tim zvy3it moZnost odliseni aktivni infekce od kolonizace resp.
kontaminace vzorku.

Nabyté zkudenosti s vyvojem molekuldmich metod vyuZivajici HRM analyzu vedly

k vypracovani na kfivkach tani odvozené panfungalni PCR metody. ktera umoznila roz3ifeni
zabéru zachytit mén¢ obvyklé oportunni zastupce hub (Fusarium, Scedosporium), ptitom
podstatné urychlila cely proces identifikace (2 hod).

Druhou skupinou infekénich agens, na kierou se uchazecka zaméfila, byly herpetické viry,
kter¢ u hematoonkologickych pacienti patfi k viidéi etiologii virovych infekei. Diagnostika
téchto infekei je o to sloZitéjsi, Ze vétSina téchto viri je latentné ptitomna v populaci a
jednotlivé metodiky nemusi vZdy poskytovat spolehlivé vysledky, zejména pokud jde o
stanoveni velikosti virové naloze, ktera rozliSuje poinajici nebo jiz pfitomnou infekci.
Uchazetka prokazala, Ze pfi volbé cilového genu UL123 je nutné vzit v avahu pFirozenou
variabilitu cytomegalovirt, ktera miZe mit za nasledek, 2e &ast vzorkd bude vykazovat
fale3n¢ negativni vysledky reakce. Podobné disledky variability genomu vird se mohou
negativné projevit pfi 1¢¢be antivirotiky v pfipadé mutace geni ULS54 a UL97, ktera vede u
CMV Kk rezistenci na ganciklovir. Autorsky kolektiv uchaze¢ky analyzoval pomoci tfi metod
PCR kmeny CMV u pacientii po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(HSCT) a prokazal, Ze pacienti jsou osidleni heterogenni populaci, ve které se méni
zastoupeni citlivych a rezistentnich kloni CMV. Zaroven prokazali. Ze selektivni tlak
antivirotika miZe proporci téchto kmeni ovliviiovat a jakmile pomine, rezistentni klon mize
byt nahrazen klonem citlivym. To, pokud by se ovéfilo na vétsim souboru pacientd, by mélo
prakticky dopad na lé¢bu CMV infekei.

RovnéZ studium viru Epstein-Barrové (EBV) poskytlo klinicky cenné informace. Ukazalo, Ze
se v prubthu sledované periody (2007-2011) EBV infekce vyznamné podilely (9%) na
infek&nich komplikacich HSCT pacientd ve FN Brno zejména v prvnich 3 mésicich po
transplantaci a ziroven byla stanovena virové naloz (1000 kopii na ug DNA) pro zahajeni
antivirové terapie.

Z predloZenych vysledki price je zfejmé, Ze uchazetka prokazala, nejen schopnost
systematické prace pfi navrhovani, realizaci a ovéfovani metod molekuldrné biologické
diagnostiky. ale Ze je si pIné védoma nejen prednosti, ale i limitd a askali tohoto pfistupu,
tedy pfedpokladi. které umozni postihnout diagnostiku oportunnich infekci vysoce rizikovych
pacienti v celé jeji 3ifi a sniZuji tak riziko zjednodusujicich zavéri a interpretaci. Pfitom
takové metody musi byt relativné dostupné a pfiméfené nakladoveé efektivni.

Po formalni strince je text komentaf vécny, srozumitelny, prakticky bez preklepi, vytknout
Ize umisténi nadpist tabulek (u tabulky 3 na str. 17 navic chybi nadpis Uplné, misto n¢ho jsou
vysvetlivky: kromé toho metodu Kultivace bych nahradil, v pfipadé viri, pfesnéjsim Nepfima
kultivace), absence kurzivy pfi psani geni, netplné psani diabetes mellitus (str. 11 a 14),
wzdvojeni™ ve smyslu druhi na str. 13, 13. fadek (,,sp.” je u Aspergillus nadbyte¢né, vzhledem
k uvozeni . .n¢kolika druhii*), podobny problém na str. 15, 3. odst., kde v zdvorce bud’
ponechat samotny Aspergillus (minén rod) nebo spp. (minéno vice druhd), na str. 17, 2. odst.
Je zkratka IS bez vysvétleni, na str. 21, Fadek 10 by ziejmé misto morbidita méla byt



MASARYKOVA
UNIVERZITA

mortalita. nepfesny odkaz na str. 22 u pfiloh (spravné Ptiloha 12 v odst. 1, Pfiloha 11 v odst.
3).

Po obsahové strance bych uvital zevrubnéjsi obecny tvod k problematice diagnostiky
invazivnich infekci, v pfipad¢ diagnostiky aspergilozy nejsou zminény problémy s
mezinarodni standardizaci PCR; rovnéZ mi chybi jakdkoliv zminka o kryptokokovych infekci,
dnes jednoznaéné nejtasté)si pficiné mortality houbové etiologie ve svété, vynechal bych
.zcela” na str. 16, 6. fadek v charakteristice rozdilu 1é¢by invazivni aspergilozy a
mukormykoézy (minimdlng kvali liposomalnimu amfotericinu B).

Uvedené vytky jsou ve vetdiné spiSe podruzné nesrovnalosti formalniho charakteru a nikterak
celkové nesnizuji troven prace a usili uchazecky, jeji odbornou erudovanost a hodnotu
zaveérl, jednoznané dokladovanou publikovanymi vysledky a podanymi patenty.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni price
1/ Jsou publikované metody souasti doporucenych postupti ve FN Brno a které?

2/ Podafilo se uvést do praxe detekci mutaci gent pro ganciklovir v 1é¢bé CMV infekei,
véetné piipada pfedchoziho selhani a nasledné zmény rezistentniho klonu na citlivy, tj.
moZnosti pfipadného znovupouziti gancikloviru?

3/ Zaznamenali jste zménu spektra houbové etiologie po zavedeni PCR metody pro
diagnostiku mukormykoézy a panfungélni PCR kombinované s HRM analyzou?

4/ Na str.10 zminujete, Ze G-negativni bakterie jsou zodpovédné za vétSinu fatalnich infekei.
Jak si toto zjisténi vysvétlujete?

5/ Jednim z uskali detekce rezistence k antibiotikim pomoci molekularich biologickych
metod je korelat identifikace genu s jeho expresi. Existuji moZnosti jak detekovat fenotyp
rezistence jinak neZ klasickymi metodami testovani citlivosti na antibiotika?

Zavir
Habilitaéni prace Mgr. Martiny Lengerové, Ph.D. ,Véasna diagnostika oportunnich infekci

pomoci molekularné  biologickych metod” spliuje poZadavky standardné kladené na
habilita¢ni prace v oboru Lékafska mikrobiologie.

V Hradci Kralové dne 12. prosince 2016





