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Oponentsky posudek k dizertacni praci kandidata Pavla Krepelky:
Navrh optovlaknového biosenzoru se spektralni analyzou v blizké
infraCervené oblasti

Shrnuti dizertacni prace

Pavel Kiepelka (PK) odevzdal dizertacni praci k ziskani doktorského titulu (PhD) na Vysokém Uceni
Technické v Brné. Dizertacni prace byla vypracovana pod vedenim doc. Ing. Jana Mikulky, Ph.D. Tato
prace se sklada z 8 kapitol na 129. stranach a obsahuje 119 referenci. Je postavena na dvou
publikovanych ¢lancich, jednom c¢lanku v recenznim fizeni a tfech pfispévcich v konferencnich
sbornicich. VSechny predstavené pfrispévky se zabyvaji analyzou bakteridlnich spekter v blizké
infracervené oblasti (NIR). Kapitoly 2 a 3 obsahuiji teoreticky Gvod prace, kapitola 4 cile prace, kapitola
5 vlastni experimentdlni praci a kapitola 6 teoreticky navrh biosenzoru.

Kapitola 2 je rozdélena na tfi vyznamnéjsi podkapitoly a seznamuje ¢tenare se sou¢asnym stavem
problematiky. V kapitole 2.1 PK shrnuje soucasny stav NIR spektroskopie v mikrobiologii a uvadi také
dobré a kompletni pfehledy identifikovanych NIR peak( a jejich interpretaci k atomovym vazbam a
bakterialnim druhim. Kapitoly 2.2 a 2.3 obsahuji ivod do optovldknovych biosenzorl. Tento prehled
je kratsi a chybi mi zde vyznamnéjsi zminka o biologické ¢asti biosenzort. Také struktura této Casti je
méné prehledna nez predchozi kapitola. Casti problému je trochu nestastné rozdéleni teoretického
uvodu o kavitné zesilené absorpéni spektroskopie na dvé podkapitoly — 2.3 a 3.5.

Kapitola 3 obsahuje prehled zabyvajici se analyzou NIR spekter. Kapitola je kompletni a dobie napsana.
Osobné bych doporucil zde také zaradit prilohu 2, které vysvétluje naprostou vétSinu zminovanych
operaci. To plati dvojnasob pro ptilohu 2.7 — Validace modell v NIR spektroskopii, bez které je velmi
obtizné sledovat matematické procesy uvedené v této kapitole.

V kapitole 4 definoval PK 3 hlavni cile: (i) interpretovat NIR bakteridlni spektrum, (ii) najit nejdtlezitéjsi
peaky korelujici s bakterialni identifikaci a (iii) zvysit citlivost NIR analyzy bakterii.

Kapitoly 5 a 6 pfedstavuji nejvyznamnéjsi pfinosy PK a budou diskutovany podrobnéji nize.

Celkovy format dizertacni prace je v pofddku. Pfesto jsou zde drobné chyby: nelplna rovnice 7 na
strané 41; chybéjici reference na stranach 57 a 62, nizké rozliSeni tabulky 17 na strané 81 a zbytecné
pouzivani podkapitol v kapitole 5 (i.e. 5.1.1. misto 5.1).

Originalni pfinos dizertacni prace

Kapitola 5.1.1 Testovani klasifikacnich modell pro identifikace NIR spekter bakteridlnich
kmend

Prvni experiment se zabyva identifikaci bakteridlnich kmen L. acidophilus, S. epidermidis a E. durans
pomoci NIR spekter. Pomoci PLS modelu se podafilo klasifikovat S. epidermidis a E. durans. Zbyvajici
kmeny L. acidophilus a E. coli tvofi jeden kompaktni cluster. Vysledky této prace byly prezentovdny
na konferenci PIERS 2013.

U tohoto experimentu mi schazi hlubsi diskuze vysvétlujici design experimentu. Pro¢ byly zvoleny
zrovna tyto bakteridlni kmeny a metoda LOO kfiZzové validace? Vysledky jsou velmi zajimavé, ale chybi
mi k nim trochu podrobnéjsi diskuze. Z Obrazku ¢. 33 vyplyva dllezitost peaku okolo 1150 nm. Co
presné tato vinova délka reprezentuje? Co maji spolecného L. acidophilus a E. coli, ze spadaji do
spole¢ného clusteru?
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Kapitola 5.1.2 Porovnani pfesnosti vybranych klasifikacnich modeld kalibrovanych na
hydratovanych a dehydratovanych bakteridlnich vzorcich

Druhy experiment pokracuje v klasifikaci bakterialnich kmen0. Tentokrat je zaméren na bakterialni
kmeny: L. ivanovii, E. cole. S. enterica. Vzorky jsou pred mérenim dehydratovany a paralelné
zpracovany s hydratovanym vzorkem. Jsou testovany rizné algoritmy klasifikacnich model( a nejvétsi
presnost klasifikace je pozorovana u dehydratovanych vzorkd. Vysledky této prace byly prezentovany
na konferenci IPhDW 2014 a publikované v ¢asopise IAPGOS.

Tato druha prace vypada jako postup spravnym smérem a stavi na vysledcich prvniho experimentu.
Dehydratace zvySuje Uspésnost klasifikace az na 100%, cozZ je vyborny vysledek. Vypada to, Ze hlavni
klasifikacni korelace mezi kmeny lezi u dehydratovanych vzorku v oblasti lipid. Mohl by autor
komentovat rozdily mezi analyzovanymi kmeny z hlediska sloZzeni bunééné membrany? A proc byly
vybrany jiné kmeny nez v pfedchozim experimentu?

Kapitola 5.1.3 Prokladani NIR spekter bakteridlnich bunék kfivkou

Treti experiment se vénuje hlubsi analyze bakteridlnich spekter. Jsou pouzity stejné bakteridlni kmeny
jako v predchozim experimentu a stejny postup akvizice NIR spektra. Spektra jsou potom
dekomponovana na jednotlivé peaky, které jsou na zdkladé PLS2-DA klasifikace setazeny dle
dlleZitosti pro bakterialni identifikaci. Vysledek tohoto experimentu je publikovan v ¢asopise JNIRS.
Tento experiment predstavuje nejvyznamnéjsi vysledek PK. Jsou zde interpretovany peaky hrajici
hlavni roli v identifikacnich algoritmu. Také se zde nachazi zminka o nejsilnéjsi korelaci ve vinové délce
2310 nm — coZ odpovida alifatickym skupinam lipid(. To je dalsi dikaz o vyznamu lipid( pro bakterialni
identifikaci. V Obrdazku €. 43, kde jsou zndzornény vyznamné peaky pro identifikaci jsou v oblasti mezi
1900 a 200 nm tfi peaky, avSak popsdny jsou pouze dva — 1927 nm pro O-H kombinaéni méd vody a
1982 nm pro C=0 vazby v amidech. Mohl by autor popsat co je tfeti vyznamny peak?

Kapitola 5.1.4 NIR-MIR korelace spekter bakteridlnich bunék

Ctvrty experiment doplfiuje kapitolu 5.1.3 a objasfiuje interpretaci NIR spektra bakterie a jejich
korelaci k MIR. Nejvy3si korelace obsahu je ve vinovych délkdch 1818 - 2500 nm, coZ odpovida
vysledkdim predchozi prace. Majoritni peaky odpovidaji zakladnim biologickym polymerdm (proteiny,
lipidy i cukry). | kdyZz nemohlo byt korelované celé MIR spektrum, zda se Ze NIR oblast korelace je
dostate¢nd pro bakteridlni identifikaci. Cldnek, ktery publikuje tento vysledek, je momentainé
v recenznim tizeni v ¢asopise JNIRS.

Vtomto experimentu dosSlo kdalsi zméné pouzitych bakteridlnich kmen(, bez dodatecného
vysvétleni. V metodice je uvedeno, Ze byly pouZity vzorky z riznych fazi rGstu bakterie, avsak toto neni
dale rozebrano. Pfedchozi vysledky ukazaly, Ze lipidy tvori dlleZitou souédst bakteridlni identifikace a
existuji diikazy, Ze bakterie reguluje svou kompozici lipidG béhem ristu (Furse et. al., 2015, FEBS Lett;
Furse et al., 2017, Scientific Reports). Toto porovnani by mohlo byt velmi zajimavé a je skoda Ze zde
chybi.

Kapitola 6 Navrh Sirokopasmového optovlaknového biosenzoru s evanescentnim snimanim a
kavitnim zesilenim

Kapitola 6 se zabyva teoretickym designem biosenzoru pro NIR bakteridlni identifikaci. Je zde
objasnéno, proc je NIR spektrum atraktivnéjsi pro design nez MIR a dale se text vénuje evanesctnimu
snimani a zesilenim signalu pomoci kavity. Na zavér PK predstavuje findlni model senzoru, jeho
sestaveni a moznosti analyzy nasbiranych dat.

Tato kapitola predstavuje dalsi vyznamny ptinos dizertacni prace. Design biosenzoru je kompletni a
zda se, Ze obsahuje vSechny potfebné vypocty a je dobfe modelovan. Chybi mi pouze ¢ast vénovana
biologickému rozhrani biosenzoru. Pokud by PK pouZil selektivni biologickou vrstvu na povrchu
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biosenzoru, vedlo by to k dalSimu zvySeni sensitivity detekce. Je v pldnu biosenzor zkonstruovat? Jaka
by byla cena vyroby?

Celkové hodnoceni

PK predstavil dizertacni praci, ktera se vénuje aktudlnimu namétu — rychlé a levné detekci bakterialni
kontaminace. Tato prace vylepsila metodiku pro NIR bakteridlni identifikaci a predstavila zajimavy
design biosenzoru. Tato prace obsahuje origindlni pfinos pro védeckou obec a jeji jddro je dostate¢né
publikovano v mezinarodnich casopisech. Dizertacni prace a seznam védecké cinnosti dokazuje
védeckou erudici kandidata PK a odpovida obecné uznavanym pozadavkim k udéleni akademického
titulu.

V Bergenu 29. Listopadu, 2019

Martin Jakubec, PhD
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