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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva optimalizaci procesu méfeni a analyzou zmén indukovanych
antibiotiky v bunkach bakterii E.coli prostiednictvim Ramanovy mikrospektroskopie
kombinované s optickou mikromanipulaci (tzv. Ramanova pinzeta) Vv mikrofluidnich
systémech. Ramanova spektroskopie umoznuje nedestruktivni a rychlou analyzu chemickych
vazeb ve vzorku laserovym svazkem. Opticka mikromanipulace dovoluje pomoci zaostieného
laserového paprsku bezkontaktné a neinvazivné manipulovat objekty o rozmérech tfadovée
10°-10® m, napiiklad bakteriemi. Mikrofluidni systém slozeny z kanalk@i a komirek
v prithledném polymeru slouzi k izolaci, pozorovani a kultivaci bakterii v definovaném
prostiedi. Kombinace téchto metod poskytuje efektivni nastroj k pozorovani, manipulaci
a analyze mikroorganismut. Bakterie E. coli je mikroorganismus ptilezitostné patogenni pro
Clovéka a rychlejsi detekce jeji odezvy na antibiotika by usnadnila véasnou 1é¢bu vhodnymi
piipravky. V popsanych experimentech byla méfena spektra ¢istych bakterialnich kultur
a bunc¢k ovlivnénych antibiotiky s pouzitim optické pinzety 1 konvencni Ramanovou
spektroskopii. Ziskana spektra a jejich charakteristické znaky byla porovnana s literaturou
a bylo ovéreno, jak Siroce lze tuto metodu aplikovat a zda je méfeni spolehlivé
a opakovatelné.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with optimization of analysis process and measuring antibiotics
induced changes in E. coli cells via Raman spectroscopy, LTRS and microfluidic systems.
Optical micromanipulation by a laser beam allows noncontact and noninvasive manipulation
of objects on scale 10°-10® m, for example bacterial cells. Microfluidic device consists
of microchannels and microchambers in transparent polymer and it is used for isolation,
observation and cultivation of bacterial cells. Combination of these methods gives an effective
tool for observation, manipulation and analysis of microorganisms. E. coli is a microorganism
potentially pathogenic for humans and faster detection of its sensitivity to antibiotic treatment
would make the whole process of diagnostics and treatment easier. We performed laser
tweezer-Raman spectroscopy and conventional Raman spectroscopy of bacterial cells
and cells under antibiotic stress and collected Raman spectra and characteristic areas were
compared with literature to establish the reliability and usefulness of this method.
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mikrofluidika, Ramanova spektroskopie, opticka mikromanipulace, antibiotika, E. coli
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1 UVOD

Soucasné testovani Citlivosti patogeni na antibiotika a diagnostika pii podezieni
na bakteridlni infekci jsou pomérné zdlouhavé procesy a v mezicase, néz jsou dostupné presné
vysledky, je nutné podavat pacientim Sirokospektra antibiotika. Pokroc¢ilejsi metody, jako je
naptiklad analyza zaloZzend na polymerazové fetézové reakci (PCR), jsou sice rychlejSim
zpusobem ziskani dat o citlivosti patogenu, avSak také financné mnohem naro¢néj$i. Zde
ptichazi s vyhodou Ramanova spektroskopie ¢i metoda LTRS, které nabizi bezkontaktni,
neinvazivni, ¢asové a na piipravu vzorkli nenaro¢né méteni. Tyto parametry naznacuji, Ze by
mohlo do budoucna jit o alternativni moznost diagnostiky a stanoveni citlivosti na 1é¢iva pro
klinickou praxi.

Ramanova spektroskopie kombinovana s laserovou optickou pinzetou (Laser trapping Raman
spectroscopy, LTRS) a mikrofluidnimi zatfizenimi (tzv. laboratofemi na Cipu) je pomérné
nova experimentalni metoda, kterou lze bezkontaktni manipulaci, analyzu i tfidéni bunck
mikroorganismi provadét. Jedna se o technologii, zalozenou na principu sledovani zmén
vibraci molekulovych vazeb. Na zaklad¢ ziskaného Ramanova spektra Ize sledovanou buiku
pomoci laserové optické pinzety presunout na ur¢ené misto a provadét tak okamzité tiidéni
bunék podle vysledkt méfeni. Pokud je zvoleno optimalni nastaveni laserového zdroje, tak je
optickd mikromanipulace zcela neinvazivni proces a jelikoz nedochazi k poSkozeni
analyzovaného vzorku, je mozné bunky dale opakované Kkultivovat a zkoumat. Pouziti
mikrofluidnich zafizeni zase pfinasi tomuto Systému vyhodu sledovat interakce bunék a jejich
reakce na konkrétni podnéty ve velmi kratkém case. Navic lIze velice precizné a definované
urcovat veskeré podminky experimentu (koncentrace, teplota, pocet bun¢k atd.).

Popsany komplexni analyticky systém lze vyuzit pravé K testovani citlivosti patogennich
bakterialnich bunék na antibiotickou terapii. Ze vzorki krve ¢i moc¢i je mozné snadno
separovat jednotlivé buriky, které jsou pfedmétem analyzy. Vzhledem K rostouci antibiotické
rezistenci riznych patogennich kmenu je zadouci vyvoj metody rychlé identifikace a detekce
citlivosti na konkrétni antibiotika. Takova analyza v disledku umozni podani spravné terapie
pacientovi v co nejkrat§im Case.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda fungujici na principu analyzy vzorkem rozptyleného
informace o struktufe latek. Vyuziva laserového zdroje ke generovani charakteristického
rozptyleného zafeni, které je zaznamenano jako Ramanovo spektrum? 2. Specifita ziskanych
spekter pro konkrétni latky umoznuje piesnou identifikaci analyzovanych molekul?.

Mezi vyhody metody patii bezkontaktni nedestruktivni analyza vzorkd, moznost
hloubkové analyzy transparentnich materialt®, ¢i méfeni organickych i anorganickych vzorki
v riiznych skupenstvich®. Zaroven neni potifebnd specidlni Uprava vzorkdi pied analyzou
a ziskani zakladniho spektra neni piili§ ¢asové naroéné?.

Ackoli Nobelova cena byla za objev této metody udélena v roce 1930, rozsifeni Ramanovy
spektroskopie vsak nastalo az ve druhé poloviné dvacatého stoleti, kdy byl vynalezen laser.
Do té doby bylo pomérné problematické ziskat nezbytné budici monochromatické zareni —
vyuzivalo se raznych filtri a slozitych optickych soustav, coz ve vysledku vedlo
k nezadoucimu oslabeni pivodniho zafeni, a tedy zna¢né limitovalo tuto metodu. V soucasné
dob¢ se jako zdroje monochromatického zafeni vyuziva riznych druhii laseri, zejména pak
pevnolatkovy Nd:YAG laser® (krystal Yttrium Aluminium granatu dopovany ionty neodymu)
a plynovy He:Ne laser® (helium — neonovy). Lasery s kratsi vinovou délkou (napf. argonovy
nebo kryptonovy) nejsou idedlni, jelikoz indukuji ve vzorku silnou fluorescenci a zpiisobuji
fotochemickou degradaci vzorku. Nyni nachazi Ramanova spektroskopie uplatnéni v Siroké
Skale obori — v materidlovém inZenyrstvi a nanotechnologiich, farmakologii’ a dalsich
chemickych oborech a technologie je dale zdokonalovana naptiklad lokalnim zesilovanim
dopadajiciho zafeni (tzv. metoda SERS — Surface enharanced Raman spectroscopy)®.

Vystupem meéfeni je Ramanovo spektrum, standardné vyjadieno jako intenzita
rozptylené¢ho zéieni v zavislosti na vinoctu (reciproka hodnota vinové délky, nazyvana jako
Ramantiv posun). VInocet se pouziva, protoze je linedrn¢ vztazen k energii a tvoii tak
spektrum nezdvislé na excitani vlnové délce. V Ramanové spektru jsou aktivni pouze takové
vibrace, které vedou ke zméné polarizovatelnosti molekuly (pokud dochazi ke zméné
rozlozeni naboje v molekule)®. Jednd se o metodu komplementarni k infradervené
spektroskopii, kde podminkou absorpce IC zafeni je nenulova zména dip6l momentu
pii prechodu do vyssiho vibra¢niho stavu'®.

2.1.1 Polarizovatelnost a dip6l moment

Na nabité castice silove piisobi elektrické pole — pokud uvaZzime neutralni molekulu, ve které
je urcitym zplsobem rozloZen naboj, toto rozlozeni naboje v prostoru je dano elektronovou
hustotou p(¥) a naboji jednotlivych jader ql=Z;e. Pokud seéteme celkovou hustotu naboje
ptes cely prostor, dostaneme pro neutralni molekulu nulovou hodnotu. Na neutralni molekulu
vsak vné&jsi elektrické pole plisobi, jelikoz ndboj neni rozlozen rovnomérné® . Napiiklad
v molekule HBr je vyssi elektronova hustota okolo atomu bromu nez kolem atomu vodiku.
Na molekulu bromovodiku mizeme pohlizet jako na soustavu parcidlnitho kladného



a parcialniho zaporného naboje ve vzdalenosti r. Molekula HBr ma tedy nenulovy dipdlovy
moment, dany vztahem??,

f=q-r 1)

kde q je naboj a rje vzdalenost mezi naboji. Souvisejici veli¢ina — polarizovatelnost a udava,
jak je molekula citlivda na vné&jsi elektrické pole. Molekula v elektrickém poli o intenzité
E indukuje dipdlovy moment,

Uw=aE )

pficemz konstantou umérnosti je zde polarizovatelnost a. Hodnotu polarizovatelnosti Ize
stanovit vypoctem dipdlového momentu molekuly v elektrickém poli a molekuly mimo
elektrické pole. Rozdil dipdlovych momentii po vydé€leni intenzitou elektrického pole
poskytne hodnotu polarizovatelnosti? °.

2.1.2 Rozptyl zateni pfi interakci s molekulou
Pokud je vzorek vystaven zafeni, fotony cCastecné vzorkem prochazi, nékteré jsou
absorbovany a ¢ast je rozptylena. Pravé rozptylené fotony jsou klicové pro Ramanovu
spektroskopii. Rozptyl zafeni nastava dvojiho typu: Rayleightiv (elasticky) a Ramantv
(neelasticky)?.

Pokud je svétlo po dopadu na castici rozptylovano, témét veskery rozptyl je elasticky
(Raylieghtiv), pfi kterém nedochazi ke zménam energie. Pouze malé procento zafeni
je rozptyleno neelasticky a dochazi tak ke zméné energie oproti zdrojovému zafeni (pomer

Rayleighova a Ramanova rozptylu je znazornén na Obr. 1
Obr. 1)> 1112,
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Obr. 1: Rozptyl zateni po kontaktu s hmotou a znazornéni poméru elastického a neelastického

rozptylu zateni™.



Zdrojové zateni ve vSech zminénych ptipadech interaguje s molekulou vzorku a elektrony
se dostavaji do virtudlniho energetického stavu, ktery neni stabilni a bezprosttedné¢ dochazi
k vyzareni ziskané energie v podob¢ rozptyleného zatreni (viz Obr. 2). Rayleightiv (elasticky)
rozptyl (Obr. 2a) nezahrnuje energetickou zménu a takto rozptylené zafeni ma stejnou energii
(stejnou vinovou délku) jako zafeni zdrojové. Excitovany elektron dopada zpét na zakladni
hladinu?.

Pro Ramanovu spektroskopii klicovy Ramaniiv rozptyl rozliSujeme na dva mechanismy
a sice Stokestv a anti—Stokesiiv mechanismus. V procesu Stokesova rozptylu (Obr. 2b) je
elektron excitovan ze zakladniho stavu a vraci se zpét do ne¢kterého ze stavl vibracnich. Toto
zahrnuje absorpci energie molekulou a rozptylené zafeni ma proto mensi energii (delsi
vinovou délku), nez excitaéni zafeni. Naproti tomu anti-Stokestv mechanismus (Obr. 2c)
zahrnuje excitaci elektronu z nékteré vibrac¢ni hladiny a jeho ndvrat do hladiny zékladni
a dochazi zde taktéz ke zméné energie, ale takto rozptylené zafeni ma naopak vyssi energii
(kratsi vinovou délku)? 12,

© v | level
irtual leve
Energy (a) (b)
High4 Virtual level
Stokes Anti-Stokes
Incident light Rayleigh scattered light Raman scattered light Raman scattered light
VA VANVAW VANV NVEAW ™~ N, AVAVAVAVAN
Vibrational |
level | I Energydifferencearises ?
Low | Ground level @ @ £

Electron

Obr. 2: (a) Raylieghiiv, (b) Stokestiv a (c) anti-Stokestiv mechanismus rozptylu zaieni®

Pfevazujicim jevem je vzdy, pro Ramanovu spektroskopii bezvyznamny, Rayleightv
rozptyl. Raman@iv rozptyl je velice slaby, fadové pouze jeden z 107 foton je rozptylen
Ramanovsky. Pomér fotonid rozptylenych Stokesovym a anti-Stokesovym mechanismem je
zavisly na populaci danych stavli v molekule. Obecné je pii laboratorni teploté intenzita
Stokesova mechanismu rozptylu vyssi, protoze vice molekul je pfirozené¢ v zékladnim stavu
a dochdzi u nich k tomuto mechanismu rozptylu zéafeni. Pfi standardnim méfeni je Rayleightiv

rozptyl eliminovan filtrem a z praktickych divodi je zaznamenavan pouze Stokestv
rozptyl. Spektrum zobrazujici oba mechanismy rozptylu zéfeni je uvedeno na Obr. 3.
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Obr. 3: Srovnani intenzity elasticky a neelasticky rozptylenych fotoni*?

2.2 Opticka mikromanipulace

K manipulaci s objekty o rozmérech v fadu nanometri az desitek mikrometri lze vyuzit
mechanické vlastnosti svétla. Na mechanické ucinky svétla poukézal uz Johannes Kepler
a J. Maxwell o mnoho desetileti pozd€ji odvodil, Ze svétlo mize vyvolat radia¢ni tlak.
Experimenty dokazujici toto tvrzeni nasledné provedli na zacatku 20. stoleti Lebedev
a spol.’®, Skryty potencial mechanickych u¢inkt zafeni se oviem ukézal az ve druhé poloving
dvacatého stoleti, po objeveni laseru. Prikopnikem v oboru se stal Artur Ashkin — zjistil,
ze optickou silou Ize hybat Casticemi s mikrometrovymi rozméry a ptiSel s myslenkou optické
pasti vytvorené fokusovanym laserovym svazkem, nakonec publikovanou v roce 1978. V roce
2018 obdrzel za tento prillomovy objev Nobelovu cenu za fyziku4 °,

V dnes$ni dob€ je vyuZiti optické pasti pomérné¢ béznou zalezitosti v rliznych oblastech
vyzkumu, vyuzivd se napiiklad v biologii a medicindé k manipulaci s burikamil®,
¢i jednotlivymi organelami uvnitf bun€k. PouZiva se samostatné, ale Casto také v kombinaci

s mikroskopii* 1617,

2.2.1 Pocatky experimenti s optickou pasti

Arthur Ashkin zacal své experimenty s optickou mikromanipulaci v 70. letech v Bellovych
laboratofich. Prvni pokusy probihaly s manipulaci opticky zachytavanych dielektrickych
&astic suspendovanych ve vodé&!8, Ashkin pouzil vodni suspenzi latexovych kuliek o priméru
nékolika mikrometrii a vystavil je kontinudlnimu laserovému zéateni fokusovanému do bodu
o pruméru 12 pm. Nasledné pozoroval pohyb kulicek ve sméru Sifeni paprsku, ale také
ptitahovani kulicek do maxima intenzity paprsku tzv. gradientni silou. Tato sila ptisobi vzdy,
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pokud je rozdilny index lomu ¢éstice a okolniho média. V principu je ¢astice s indexem lomu
vétsim, nez je index lomu prosttedi, pritahovana smérem ke stiedu paprsku. Je to disledek
gradientu intenzity, ktery existuje mezi hranou a stiedem paprsku. Objev gradientni sily byl
inspiraci ke zkonstruovani prvni 3D optické pasti pomoci dvou paprski, které se $ifi proti
sobé 1% Ashkin také realizoval optické pasti ve vzduchu a vakuu s jednim vertikalnim
paprskem kompenzujicim gravitaci rozptylovou silou (tzv. optické levitace).

2.2.2 Opticka pinzeta

Az o 16 let pozdéji bylo zjiSténo, ze Castici je mozné zachytit pouze jednim laserovym
paprskem a byla zkonstruovana tzv. opticka pinzeta. Jedna se o zafizeni, které vyuziva
mechanického ucinku fokusovaného laserového zafeni k prostorovému zachycovani
a pfemistovani &astic o velikosti v intervalu desitek nanometrii az mikrometra* 1°,

Zakladni princip optické pinzety spociva v hybnosti fotont, ktera se mize pii kontaktu
s Castici ménit. Zména hybnosti je podle Newtonovych zakond spojena se silovymi U€inky
a tyto se projevi pohybem c¢astice. Paprsek musi byt piiveden do extrémné ostrého ohniska,
vytvarejici slozku sily plsobici proti rozptylu. Pro dosaZeni co nejvétsiho gradientu intenzity
se pouzivaji imerzni objektivy s numerickou apreturou vétsi nez 12,

U laserové pinzety s pfimou fokusaci svétla je opticka past vytvofena pomoci laserového
svazku s gaussovskym profilem intenzity, ktery je kolimovan a nasledné fokusovan
objektivem mikroskopu. Jedna se o statickou past a pfemisténi zachyceného objektu probiha
posuvem stolku, na kterém je preparat umistén?l. Pfistroj zalozeny na tomto principu
se v soucasné dobé¢ Siroce vyuziva pro optické zachyceni a manipulace mikroobjektti, prestoze
ptvodné byl uréen pro zachyceni atomii??.

Ashkin poprvé vyuzil optickou pinzetu K zachycovani a manipulaci s mikroorganismy
vroce 1987. Aby nedochazelo k poSkozeni zkoumanych organismu, bylo pii této aplikaci
nutné pouzit zafeni o vinové délce v infraervené oblasti!*. Vyzkumnici nejprve
demonstrovali schopnost tohoto systému zachytit mikroskopické objekty na submikronovych
koloidnich &asticich oxidu kiemicitého?®. Pozd&ji bylo dosazeno usp&$ného zachyceni &astic
o rozmérech piesahujicich vlnovou délku svétla. S pouzitim argonového laseru (4 = 514 nm)
Ashkinfiv tym sp&$né manipuloval s virem tabakové mozaiky a také s bakteriemi®*. Tyto
pocatecni pokusy o optickou mikromanipulaci byly vSak pro zachycované Zivé buiiky stale
fatalni. Sila zafeni v fadu desitek mW zpusobovala jejich smrt. Pouziti infracerveného laseru
Nd:YAG (1 = 1064 nm), jehoz svétlo témét neni zivymi organismy absorbovano, umoznilo
zachytit bakterialni buniky Escherichia coli paprskem silnym 50 mW po dobu mnoha minut
bez omezeni jejich mobility a sledovat jejich déleni. N&kolik naslednych experimenti pak
prokazalo nebyvalé moznosti této metody — méfeni piimo v zivych buikach ¢i manipulaci
subcelularnimi strukturami®.

Pokrocilost riznych biologickych experimentt klade stale vétsi pozadavky na parametry
optickych pinzet. Napiiklad je pro pokrocilé experimenty pozadovana schopnost
vicendsobného zachyceni s vysokou piesnosti. Generovani ndsobnych optickych pasti mtize
byt realizovano rozdélenim laserového paprsku déliCem paprsktt nebo optickou miizkou.
V soucasné dobé jsou pouzivangjsi technologii pro generovani vice paprskii modulatory
prostorového svétla (SLM). Jedna se o amplitudovou ¢i fazovou holografickou masku s matici
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pixelil individualné adresovanou pocitacem. Soucasny vyzkum optického chytani je také casto
tizce spojen s vyuzitim mikrofluidnich zafizeni®, tzv. systémi ,,laboratofe na &ipu®, které jsou
dale diskutovany v kapitole 2.4.

2.2.3 Fyzikalni zaklady optického chytani

Zakladem kvantitativniho popisu optickych sil ucastnicich se na chytani objektu do optické
pasti je teorie elektromagnetického pole, zaloZzena na Maxwellovych rovnicich. V zavislosti
na poméru vinové délky zatfeni a poloméru objektu se vyuzivaji rizné pristupy k vypoctu
téchto sil?’.

Pro velmi malé (Rayleigho) ¢astice, o poloméru r < 4/20, je moZné povazovat Castice
za indukované bodové dipoly?® 2. Sily piisobici na tyto &astice je mozné jednoznacné rozlisit
na rozptylové a gradientni. Rozptylové sily plsobi ve sméru vyvolavaciho zafeni a jsou
umérné jeho intenzité. Gradientni sily jsou tmérné gradientu optické intenzity a plsobi
ve sméru tohoto gradientu nebo proti nému. Intenzita a smér vysledné sily muze byt
stanovena sou¢tem gradientnich a rozptylovych sil. Castice je zachycena v rovnovaze
— v optické pasti, kterd je definovani nulovou silou a zapornym sklonem zavislosti sily na
poloze objektu. Chytani v 3D prostoru je tedy umoznéno piitomnosti gradientni sily. Rovnice
pro vypodet téchto sil mohou byt odvozeny analyticky z rovnic pro gradientni silu??,

- o 2
Fgrad =5v(|E| ) (3)

2 -
kde (|E | ) je Casoveé primérovand hodnota druhé mocniny amplitudy elektrického pole a « je
polarizovatelnost ¢astice, ur¢ena rovnici,

a=4-m-e-r3- (m2—1) 4)

m242

kde r je polomér castice, ¢ je permitivita prostfedi a m je pomér indexu lomu ¢Eastice

Nint @ indexu lomu prostiedi Next ; M = Nype/Nexe. Rozptylova sila je dana rovnici?®,

7 _ (S)-o
l:‘scatt “Neye:

(5)

kde c je rychlost svétla, (§ ) je Casové pramérovany Poyntingliv vektor a ¢ je G¢inny prufez,
popsany rovnici,

czg-ﬂ(k-r)4-r2- (ﬂ)z (6)

m242

2Ny . « v T . ;o1 ¥ . v
kde k= n}\n je vlnocet svétla v prostiedi, 4 je vinova délka svétla ve vakuu a » je polomér

Rayleighovy &astice®.
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K popisu sily fokusovaného gaussovského svazku na sférické a elipsoidni ¢astice vétsi nez
1120 je pouzivana zobecnéna Lorenz—Mieho teorie?’. Tato teorie je zaloZzena na Mieho teorii
popisujici rozptyl rovinné viny na sférické Castici. Pro jednodussi popis interakce zareni
s dielektrickym objektem o velikosti ndsobné pievysujici vinovou délku chytaciho svazku
(r>>5)), je mozné pouzit model paprskové optiky?’. Paprsky, dopadajici na optické rozhrani,
zde na povrch kulové dielektrické Castice, se na daném rozhrani odrazeji anebo prochazeji.
Uhly, které tyto paprsky sviraji vzhledem kroviné kolmé na zdroj zafeni, jsou dany
Snellovym zakonem. Pomér intenzity odrazeného a proslého zafeni je dan Fresnelovymi
koeficienty. Jak Snelliv zakon, tak Fresnelovy koeficienty zavisi na thlu dopadu paprsku
a na poméru indextl lomu mezi okolnim prostfedim.

Pokud zanedbame vliv odrazeného zareni, mizeme demonstrovat sily pusobici na kouli
ve fokusovaném gaussovském paprsku pomoci jednoduchého modelu. Paprsky o stejné
intenzité osvétluji povrch koule s indexem lomu vys§im, nez je prostiedi. Paprsky se pfi
vstupu lamou ke kolmici, pti vystupu od kolmice. Fotony dopadajlmho zafeni nasleduji smér
paprskil @ méni vektory hybnosti. Castice ptisobi na foton silou F podle druhého Newtonova
zakona. Podle tfettho Newtonova zakona dale plati, Ze fotony vyvijeji silu stejné intenzity
a opa¢ného sméru na danou castici.

Na Obr. 4 jsou znazornény sily pasobici na kulovou ¢astici v optické pasti. Fotony
nasledujici trajektorll a pusobi na objekt silou F a fotony nasledujlcl trajektorii b pusobi na
objekt silou Fb Vyslednici souctu vektord sil F a Fb je sila F, pusobici proti sméru Sifeni

fotonti. Koule je ptitahovana k ohnisku a amplituda vysledné sily je souctem piispévka sily
21,27,30

vSech jednotlivych paprski

Obr. 4: Schématické znazornéni optickych sil plsobicich na ¢&astici v optické pasti®.
A) Koule posunuta ve sméru osy paprsku. B) koule posunutid kolmo k ose paprsku. Sipky a, b
znazornuji drahu paprskt stejné intenzity. Optické sily jsou znaCeny jako ﬁa a ﬁb. Vysledna sila F
pusobi na stfed koule 0. Koule je pfitahovana smérem k ohnisku paprsku. V obou ptipadech soucet
silovych ptispévkil vSech paprski predstavuje celkovou silu plisobici na ¢astici.

14



2.3 LTRS

Princip metody LTRS (Laser Tweezer Raman Spectroscopy) spoc¢iva v sou¢asném zapojeni
optické pinzety a Ramanova mikrospektrometru. Schéma je zachyceno na Obr. 5.
Na vzorek dopadaji dva laserové svazky, jeden zajist'ujici pinzetu a druhy jako budici zdroj
pro spektroskopii, a odrazeji se od uzkopasmového (notch) filtru do objektivu mikroskopu.
Paprsky soubézné zajisti zachyceni méfeného objektu a excitaci potiebnou ke zméfeni
Ramanova spektra. Ramanovsky rozptylené zafeni je po prichodu objektivem oddéleno
filtrem, separovano dle vinové délky na disperznim prvku a detekovano CCD kamerou!? 1719,
Ramanovo spektrum, blize popsano v kapitole 2.1., je ziskano z analyzy vibraci vazeb
v molekulach vzorku?.

trapped K )
object
P

. notch
trapping + filter V; s = \/L -+ \}M
raman
beam i
Vs A V\1
scattered CCD
light
dispersive
element

Obr. 5: Schéma LTRS sestavy'’. Na vzorek dopadaji dva laserové svazky, jeden zajistujici chytani
a druhy jako budici zdroj pro spektroskopii. Odrazeji se od uzkopasmového filtru do objektivu
mikroskopu. Ramanovsky rozptylené zafeni je po prichodu objektivem oddéleno filtrem, separovano
dle vinové délky na disperznim prvku a detekovano CCD kamerou.
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2.4 Mikrofluidika
Mikrofluidni zafizeni jsou v soucasné dobé¢ diilezitou soucasti vyzkumu v riznych oborech,
jelikoz je trendem miniaturizace a automatizace, coz mikrofluidika nabizi.

Tyto miniaturizované systémy umozinuji manipulaci velmi malych objema roztoki (v fadu
10°-10"2 litr) v prostfedi kanalki o rozmérech jednotek ¢&i desitek mikrometrd,
v zavislosti na konkrétni aplikaci. Jedna se o malé zatizeni o celkovych rozmérech maximalné
nékolik centimetrti Ctvereénich, vyrobené ze skla, polymerd, kiemiku apod. Volba
konkrétniho materialu zavisi na pozadovanych vlastnostech, technologii vyroby a samoziejmé
ina cen&®l.

Kwvili ¢astému vyuziti mikrofluidnich zatizeni v kombinaci s optickou detekci jsou dulezité
i optické¢ vlastnosti pouzitych materiald. Tyto miniaturizované laboratorni systémy

vvvvv

vzorkll a ¢inidel a s okamzitou moZznosti detekce. Navic je mozné provadét velké mnozstvi
paralelnich experimentt®’ 3.

Mikrofluidika nachazi vyuziti v mnoha oborech, v&etné analytické chemie®?, produkce
energie®®, separace bunék &i molekularni biologie3* 3. S pokroky ve vyuZiti této technologie
pokro¢ily i metody, jakymi lze kanalky s pozadovanymi rozméry vyrabét®! — vyuZivaji
se metody mé&kke litografie, 3D tisk, tepelné vtisknuti (hot embossing) ¢i lisovani za horka.

Vyroba mikrofluidniho zatizeni probiha v nékolika krocich: nejprve je na kiemikovy wafer
metodou fotolitografie ptenesen vzor, ktery odpovidad pozadované strukture kanalkt. Déle je
piipravena smés polymeru a tvrdidla, kterd je odplynéna a nanesena na wafer v poZzadované
tlousStce. Vrstva polymeru je poté vytvrzena teplem a odd€lena od waferu. V zavislosti
na dal§im pouziti mize byt takto pfipraveny Cip naptiklad spojen s podloznim sklem, aby
doslo k uzavieni komuarek. Dal$i metody vyroby jsou podrobnéji popsany v kapitole 2.4.3.

2.4.1 Fotolitografie
Nezbytnou technologii v procesu vyroby mikrofluidnich zafizeni je fotolitografie. Jedna se
0 postup pouzivany pii vyrobé mikrostruktur pro selektivni opracovani ¢asti tenkych vrstev
nebo materialu substratu. Pro pienos geometrickych vzorti z fotomasky do chemického
fotorezistu naneseného na podloZce se pouziva svétlo (fotograficky proces) a rizné chemické
postupy pak umozni opracovat vrstvu materidlu pod rezistem. Je mozné tvofit velice malé
stuktury pfesné definovanych tvarii a rozméri. Nevyhodou technologie mize byt nutnost
prace v mimoiadné Cistych prostorech. Fotolitografie zahrnuje nékolik specifickych
technologii, jako nanolitografie, litografie optickym svazkem, ¢i skenovaci nanolitografie®.
Obecné lze popsat proces fotolitografie v nekolika krocich: nejprve je nutné provést
naneseni vrstvy fotorezistu na pevny substrat, poté nasleduje vytvrzeni, dale se na fotorezist
vybranou technologii vytvoti pozadovany vzor, a nakonec dojde k vyvolani obrazu. Podrobny
popis vyroby je popsan v kapitole 2.4.2.

2.4.2 Priprava kiemikového waferu se vzorem mikrofluidnich kanalku

Ktemikovy substrat je nejprve vycistén acetonem a vysusen pii 120 °C, aby byla zajisténa
dobra ptilnavost fotorezistu k povrchu. Jako fotorezist se casto pouziva naptiiklad epoxidova
pryskytice SU-8. Druhym krokem je naneseni vrstvy fotorezistu SU-8 metodou spin coating.
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Kiemikovy wafer se umisti na rotaéni podstavec, nanese se potfebné mnozstvi fotorezistu
a vhodnou volbou rychlosti otaceni, zrychleni a viskozity fotorezistu se dosahne pozadované
tloustky vrstvy. Nasleduje odpafeni rozpoustédla z naneseného SU-8 a vytvrzeni vrstvy
ultrafialovym zatenim (jelikoz je SU-8 negativni fotorezist, ¢ast vystavena UV zafeni je
vytvrzena a neozaiena ¢ast se rozpusti ve vyvijeci lazni). Wafer se vypéka pii zvySené teploté,
aby doslo k dokonalému vytvrzeni ozafeného fotorezistu a poté nasleduje samotny vyvoj
rezistu v rozpoustédle, kdy se nesitovany fotorezist SU-8 odstran. V tomto kroku vznika
na substratu pozadovany vzor. Epoxidova pryskyfice SU-8 mize byt vyvijena Cinidlem
PGMEA (propylenglykolmonomethylether acetat), pomoci ethyllaktatu nebo DAA
(diacetonalkoholu). Jako posledni krok mize byt pfipadné provedeno posledni zapékani pii
vysoké teploté, kterym se minimalizuje moznost tvorby prasklin a povrch vyrobku se celkove
vytvrdi®’. Proces a jednotlivé kroky jsou popsany na Obr. 6.

Substrate SU-8 Soft
( Pre-treatment } @ { Coatmg J :>
uv Ilght

e/&w

SU-8 Post exposure
Development Baking
Expose the SU8 to a 365nm UV light trough a

ﬂ photomask, as negative photoresist the exposed

UV light

part will become hard

Isopropanol Air jet

A /4 : Hard Baking :
1 1
I:> : (optional) |
- e ;
Develop the Clean with Dry with clean
uncrossed SU8 Isopropanol air or N2

Obr. 6: Proces piipravy kiemikového waferu se vzorem®

2.4.3 MeéEKka litografie PDMS

Dalsi metodou, ktera je klicova pro piipravu mikrofluidnich ¢ipti, je mékka litografie. Tato
technologie umoZznuje praci se Sirokym spektrem elastomert (tedy mékkych materidli).
Nejcastéji se vSak pro ucely ,laboratofe na ¢ipu‘ pouziva polydimethylsiloxan (PDMS), ktery
se odléva na kiemikové substraty. Silikonovy elastomer PDMS mé hned nékolik vhodnych
vlastnosti, jako je napiiklad nizkd cena, biokompatibilita ¢i snadnd manipulace®. Vyroba
probiha tak, ze se PDMS odlije na pfipraveny substrat se vzorem z fotorezistu, necha
se vytvrdit a po odlouceni od substratu se odlitky piekryji naptiklad krycim sklem, nebo dalsi
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vrstvou PDMS. Vrstvy musi vykazovat silnou permanentni vazbu, které je vétSinou dosazeno
opracovanim sty¢nych ploch kyslikovym plazmovym vybojem. Pokud je slouceni vrstev
provedeno spravné, je mozné pracovat v komirkach s kapalinami pod tlakem az 350 kPa%,
Postup mekké litografie je blize uveden v kapitole 4.3.

Existuje také nekolik dal$ich technik vyroby mikrokanalkovych struktur. Reliéf lze
vytvofit pomoci odlévani replik, odlévani v kapilarach, mikrokontaktniho tisku
a mikrotransportniho odlévani®l.

Deposit
photoresist

Silicon wafer Silicon wafer

Add mask -500 nm — 500 pm

/ 500 nm =500 1m

hask

—.

LWV light exposure;
rermcve rmask;
dissolve photoresist

Pour on PDMS; /

cure (65°C); peel away PDMS

Master

Embossed microstructures

Obr. 7: Vyroba PDMS vrstev s mikrostrukturami. (a) — (d) se vztahuje k vyrob& pevné vzorovaci
formy pomoci fotolitografie. (e) a (f) ukazuje proces meékké litografie a vznik konecné vrstvy
s mikrostrukturou®
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Pti odlévani replik je PDMS vrstva se vzorem pouzita jako forma, do které je odlit vybrany
polymer. Po vytvrzeni je polymer od formy odd€len a vzory z vrstvy PDMS jsou, podobné
jako pii vyuziti fotolitograficky vytvotfené predlohy, obtistény na povrchu polymeru.
Odlévani replik umoznuje oproti fotolitografii pouziti SirSi Skaly materiali (lze naptiklad
odlévat z biokompatibilnich materidlt, jako je agar nebo agar6za), vyhodou je, ze dochazi
k replikaci 3D struktur v jednom kroku a stejna forma je opakované pouzitelna*®.

Pti kapilarnim odlévani je stejné€ jako u odlévani replik PDMS vrstva se vzorem pouZita
jako forma. Vzory na PDMS vrstvé vSak musi nejprve pfijit do kontaktu se substratem
(naptiklad krycim sklem). Nasledné jsou vzniklé¢ dutiny vyplnény kapalnym polymerem.
Po vytvrzeni je PDMS odstranén a na povrchu substratu ziistavaji hotové mikrostruktury>°.

Mikrokontaktni tisk pracuje s PDMS vrstvou jako s razitkem. Vzorovana vrstva PDMS je
smocena v tzv. molekularnim inkoustu a po kontaktu se substratem je inkoust z vyvySenych
ploch vzoru pienesen na povrch daného substratu. Pouzivaji se rizné inkousty obsahujici
malé biomolekuly, proteiny nebo suspenze bunék>?.

V mikrotransportnim odlévani je vzorovany povrch PDMS vypInén kapalnym polymerem.
Po odstranéni prebytku polymeru je PDMS vrstva je pfevracena a uvedena do kontaktu
se substratem. Po vytvrzeni se vzniklé vrstvy oddé€li a na povrchu substratu ziistava vznikla
mikrostruktura. Podobné jako u odlévani replik mize byt stejnd vzorovana vrstva PDMS

opakované pouzivana®.
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Obr. 8: (a) odlévani replik (b) kapilarni odlévani (c) mikrokontaktni tisk (d) mikrotransportni

odlévani®’
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2.5 Bakterie Escherichia coli

Escherichia coli je tyCinkovita, gramnegativni, fakultativné anaerobni, spory netvofici
bakterie, objevena bakteriologem Theodorem Escherichem v roce 1885. E. coli se pfirozené
vyskytuje ve stievni mikroflote teplokrevnych zivo&ichi*C,

Jakozto Casty modelovy organismus pro genetické a klinické studie patii E. coli k nejlépe
prostudovanym mikroorganismim. Naptiklad Joshua Lederberg jako prvni r. 1947 pozoroval
a popsal na bakterii E. coli vyménu genetického materialu tzv. konjugaci. Je také nejcastéjsi
bakterii vyskytujici se v klinickych vzorcich. Jeji pfitomnost je fyziologicka pouze
ve stfevech, kde je prospesna produkci latek branicich rozsifeni patogennich bakterii a podili
se také na tvorbé nékterych vitamina (napf. vitaminu K). Pokud se nachazi i v krvi, mize byt

ptivodcem bakteriémie — zplisobit sepsi®® L.

2.5.1 Sepse a priibéh diagnostiky
jsou vii¢i podanému antibiotiku rezistentni. Sepse je svétoveé nejcastéjsi pricinou smrti
v nemocnicich na jednotkach intenzivni péée, mortalita dosahuje az 36 %*2.

Pti podezieni na sepsi jsou pacientovi odebrany hemokultury a tyto vzorky se odesilaji

ke kultivaci. Primérné sedmnact hodin®® trva uréeni piitomnosti bakterii, jejich druhu
a citlivosti na antibiotika kultiva¢ni analyzou.
Lécbu je vSak nutné zahajit ihned pfi podezieni na sepsi, a proto jsou jako prvni nitrozilné
podavana Sirokospektra antibiotika. Po pfesném stanoveni pritomnych patogenti nasleduje
cilena antibiotickd terapie. Tento proces je pomérné zdlouhavy a pokud je krevni vzorek
odebran az po podani antibiotik, je citlivost znacné¢ omezend. Pravé k t€émto tradiCnim
metodam diagnostiky by mohly byt alternativou mikrofluidni systémy s optickou detekci.

2.6 Kaultivace bunék in vitro

Pti kultivaci v laboratornich podminkach zaznamenavame u bunck nékolik fazi vyvoje, které
jsou graficky znazornény jako rastova kiivka. Rast populace bakterii je zpiusoben
mnohocetnym binarnim délenim, které se opakuje. Rozmnozovani podléha jistym vliviim
prostiedi a jeho pribéh je mozné graficky demonstrovat na rustové kiivce (Obr. 9).
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Obr. 9: Rustova kiivka bakterialnich bunék®

Rozlisitelné jsou Ctyfi rustové faze. Nejprve je rychlost ristu nulova, bakterie se v kultufe
nemnozi, adaptuji se na nové prostiedi, zvétSuje se objem a hmotnost buiky, roste citlivost
vuci vnéjsim vliviim, prodluzuji se a syntetizuji makromolekuly — tzv. Lag faze. Po Case dojde
k déleni bun¢k a rychlost rastu se zvysi az dosahne exponencialniho piirustku, tato faze
je nejdalezitéjsi, bakterie se intenzivné mnozi, rychlost riistu je nejvétsi a generacni doba
nejkrat$i. Populace exponencidlné roste, faze trva do vyCerpani zivin — exponencialni faze
(log faze). Nasleduje doba zpomalovani rychlosti rustu, az do stavu, kdy je pocet bunék
konstantni, rtstova rychlost je nulova — staciondarni faze (bakterie se mnozi a zéaroven
odumiraji, vy€erpavaji se ziviny, akumuluji se sekundarni metabolity). Po ¢ase rychlost
odumirani pfevazi a dochazi k poklesu poctu zivych bunék a fazi odumirani, mize dochazet
ke tvorbé klidovych stadii*.

2.7 Antibiotika

Antibiotika jsou lécivé latky, ptisobici na mikroorganismy — bakterie, n€které parazity
a houby. Jsou produkovany jinymi houbami a bakteriemi, ale nyni se nejéastéji vyuZzivaji
jejich (polo)syntetické derivaty. Jejich ucinek je bakteriostaticky (zastavuje mnoZeni cilového
mikroorganismu) ¢i baktericidni (mikroorganismy usmrcuje). Toto déleni vSak neni zcela
urujici, nebot mnoho bakteriostatickych latek v zavislosti na koncentraci pusobi také
baktericidng. Mezi antibiotika se fadi i nékterd chemoterapeutika®® 4. Era antibiotik byla
zahajena vroce 1929 objevem penicilinu, a pfestoze pocet dosud izolovanych
a charakterizovanych antibiotik se pohybuje v fadu stovek, v medicin€ je vyuzita velice mala
cast téchto latek, jelikoZz vétSina je vysoce toxickd. Hlavni indikaci jsou onemocnéni
bakteridlntho a fungalniho plvodu, na zacatku jejich pouZivani byla vSak povaZovana
za témét zazracné a vSemocné léky. Pii stanoveni ddvkovani je nutné zjistit minimalni
a je to dilezity parametr urovany pii rutinnim mikrobiologickém testovani pro stanoveni
spravného lé¢iva pacientovi.
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2.7.1 Cefotaxim

Cefotaxim patii mezi cefalosporiny 3. generace. Cefalosporiny jsou skupinou
betalaktamovych antibiotik (zédkladem struktury je p-laktamovy kruh kondenzovany
s heterocyklem). Uginek betalaktamovych antibiotik je baktericidni a mechanismem jejich
ucinku je inhibice syntézy bunécné stény. Cefalosporiny ptesnéji brani vytvoteni trojrozmérné
struktury bunécné stény, kterd je tvofena peptidoglykanovymi vldkny spojovanymi
pusobenim enzymu transpeptidazy, transglykosiddzy a karboxypeptidazy. Nosici téchto
enzymu jsou PBP (penicilin binding protein). Cefalosporiny se ireverzibilné navazou na PBP
a znemozni tvorbu potfebnych enzymii. Buiiky pisobenim cefalosporinti lyzuji*t 44,

Tato skupina antibiotik ma pomérné Siroké spektrum ucinku, pouZivaji se casto pii
akutnich infekcich, kdy neni mozné cekat na vysledky kultivace. Skupina zahrnuje pét
generaci lécivych latek, rozliSenych dle spektra pasobeni, schopnosti priniku bunéénou
sténou ¢i farmakokinetickych vlastnosti*,

Obr. 10: Struktura Cefotaximu

2.7.2 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin patii mezi antibiotika skupiny chinoloni 2. generace (fluorované chinolony).
Utinek chinolont je baktericidni, dochazi k ovlivnéni DNA bakterialnich bun&k. Princip
ucinku spociva ve vazbé na komplex DNA a DNA gyrazy (enzymu zodpovédného za spravné
splétani a rozplétadni fetézci bakteridlni nukleové kyseliny v pribéhu G faze bunééného
cyklu). Proces tedy vede k zabrané replikace bakterialniho chromozomu tim, Ze narusuje
prostorovou strukturalizaci DNA. Ciprofloxacin se vyuziva pti 1é¢bé infekci traviciho traktu
a mocovych cest.

O 0O

OH

Obr. 11: Struktura Ciprofloxacinu
23



2.7.3 Tetracyklin
Tetracyklin je antibiotikum 1. generace, ze skupiny tetracyklint. Jednd se o Sirokospektra
antibiotika, jejichz ucinek je bakteriostaticky. Mechanismus t¢inku je inhibice proteosyntézy.
Uvnitt buiiky se reverzibilné vaze na receptor 30S podjednotky ribozomi. Zde zabrani vazbé
aminoacyl-tRNA a mRNA a nemize proto dojit k ptidavani aminokyselin na prodluzujici se
peptidovy fetézec. Dochazi k inhibici proteosyntézy a zastave rustu bakterie.

Tato antibiotika byla v minulosti ¢asto vyuzivana v pediatrii, pozdé¢ji se vSak ukazalo,
ze poskozuji zubni sklovinu a ristové chrupavky a jsou pro déti zcela nevhodna.

Obr. 12: Struktura tetracyklinu
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dobé¢ je diagnostika bakteridlnich infekci provadéna pomoci kultivaéni analyzy
a uplatnéni nachazi také metody zaloZené na polymerazové fetézova reakci (PCR), ktera je
zalozena na vyhledavani znamych genu rezistence. Je snaha tyto ¢asové ¢i finanéné naroéné
metody diagnostiky postupné nahradit anebo piinést k nim novou jednodussi alternativu.
Metoda zalozend na PCR navic neumoznuje stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC)
ucinné latky a je mozné ji vyuzit pouze na znamé genové sekvence. Autofi B. Suberviola
a spol. v ¢lanku Microbiological Diagnosis of Sepsis: Polymerase Chain Reaction System
Versus Blood Cultures*® srovnavaji zminéné metody z ¢asového hlediska. Autofi uvadéji,
ze Casova narocnost metody kultivace krevnich vzorkl je primérné 17 hodin (fj. nejkratsi
doba k ziskani prvnich vysledkid) a metoda PCR poskytne vysledky pramérné po Sesti
hodinach od pocatku testovani. Bylo zaroven zjisténo, Ze PCR analyza muze odhalit
mikroorganismy i ve vzorku, ktery pii tradi¢ni kultivaci pozitivni na mikroorganismy neni.
Inovativni zplsoby stanovovani citlivosti patogeni vici antibiotikim a stanoveni MIC
zahrnuji vyvoj metod jako jsou naptiklad MALDI-TOF MS, fluorescenci aktivované tiidéni
bunék (FACS) ¢i techniky zalozené na Ramanové spektroskopii. Mnohé nové techniky vsak
stale vyzaduji jisté pripravy vzorki pfed méfenim a v tomto ohledu je velice vyhodna prave
Ramanova spektroskopie v kombinaci s mikrofluidikou, kde je mozZné provadét analyzy
V podstaté ptimo ze vzorku télnich tekutin. Nyni je standardni metodou stanoveni MIC test na
bazi mikrodilu¢ni bujonové metody (BMD), kdy je definované mnozstvi bakterialni kultury
inkubovano s odpovidajicim mnoZstvim antibiotik po dobu 16 az 20 hodin®.

Diplomova prace navazuje na praci Z. Pilaita a spol., ktefi se problematice
mikroorganismi a jejich stanoveni pomoci Ramanovy mikrospektroskopie vénovali ve svych
predchozich pracich Effects of Infrared Optical Trapping on Saccharomyces cerevisiae
in a Microfluidic System'® a Microfluidic Cultivation and Laser Tweezers Raman
Spectroscopy of E-coli under Antibiotic Stress'® ’. Autofi provedli pilotni méfeni odezvy
bun€k na piitomnost antibiotik pomoci systému Ramanovy mikrospektroskopie kombinované
s optickou pinzetou a tato prace si klade za cil optimalizovat metodu méfeni a rozsifit
poznatky ptivodnich autord.

V praci bylo vyuzito také poznatku J. Kirchhoff a spol., kteti v praci Simple ciprofloxacin
resistance test and determination of minimal inhibitory concentration (MIC) within two hours
using Raman spectroscopy*® provadéli srovnani Ramanovych spekter bunék E. coli
Vv prostiedi antibiotik a v ¢istém médiu, ovSem bez pouziti optické pinzety. Stanovovali
citlivost bun&k na ciprofloxacin (AST) a jeno MIC. Casova niroénost této metody byla
stanovena celkové na dvé hodiny od pocatku stanoveni k vysledku analyzy. Jedna
se o markantni rozdil v porovnani scasovymi udaji u zavedenych metod*® (kultivace
sedmnact hodin, PCR Sest hodin). Autofi Kirchhoff a spol. popisuji na urcitych vinoctech
Ramanova spektra bun¢k za pritomnosti antibiotika ciprofloxacinu signifikantni zmény, které
jsou dle jejich zavéri vyznamné a rozhodujici pfi vyhodnoceni inhibice ristu patogenu
a stanoveni MIC 1éc¢iva. Klicové pasy Ramanova spektra bunék, které autofi zminuji, budou
blize diskutovany v ramci vysledka v kapitole 5.
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V ramci diplomové prace je cilem ziskat Ramanova spektra bunck ovlivnénych riznym
typem antibiotik, nalézt a porovnat s literaturou konkrétni charakteristické pasy ve spektru,
a overit, zda jsou Ramanova spektra bunék opakovatelna, univerzalni a spolehliva natolik,
7e lze na jejich zakladé usuzovat na citlivost patogenu k antibiotiku. Zaroven je cilem
porovnat, zda je spektrum ziskané pomoci méteni systémem s optickou pinzetou vhodnéjsi
(poskytuje kvalitnéjsi spektra) a pripadné optimalizovat nastaveni tohoto systému tak,
aby bylo mozné data spolehlivé ziskavat.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzity material a piistroje

Kultivace bunék:

Bunky:

Derivatizace
povrchu skla:

Antibiotika:

Ptistroje:

Dalsi material:

Caso Broth
Agar

E. coli 785

PDMS
trichloroktadecylsilan
methylalkohol
ethanol absolutni

diethylether

cefotaxim sodné sul
tetracyklin

ciprofloxacin

Opticky mikroskop
Ramantiv mikrospektrometr
Opticka pinzeta

Ozonizator

Bioreaktor

Centrifuga

Stiikackové pumpy NE1001
Autoklav

Flowbox

zkumavky centrifugacni,

typ Falcon, s membranovym
filtrem TubeSpin®

injekéni stiikacky 1ml
luer-lock konektory
mikrofluidni hadicky

Sigma — Aldrich
Carl Roth

Pathogen Biobank, Fridrich
Schiller University of Jena

Sylgard 184, Dow Corning

Sigma — Aldrich
112-04-9

Penta

67-56-1

Penta

64-17-5

Penta

60-29-7

Sigma — Aldrich
64485-93-4
Sigma — Aldrich
60-54-8

Sigma — Aldrich
85721-33-1

Olympus 1X70

Renishaw In Via Raman

Ustav piistrojové techniky AV CR
Certizon

BioSan

Eppendorf

New Era Pump Systems, Inc.
Tuttnauer 1730 MK
ThermoFisher Scientific

BioSan
Terumo
IDEX Health & Science LLC

IDEX Health & Science LLC
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4.2 Priprava bunék

4.2.1 Priprava kapalného média CASO Broth

M¢édium bylo pfipraveno rozpusténim ptislusného mnozstvi praskového CASO Broth
(pouzita komeréni smés obsahuje agar a kaseinovy pepton o koncentraci 15 gdm= a séjovy
pepton a chlorid sodny o koncentraci 5 gdm=). Tato smé&s byla rozpusténa v deionizované
vod¢é vzdy tak, aby byla dosazena koncentrace 3 % hm. Nasledné byla provedena sterilizace
pripraveného média v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 min.

4.2.2 Priprava média CASO s piidavkem agaru

Zivna ptida na piipravu kultivaénich misek byla pfipravena rozpusténim piislusného mnozstvi
CASO Broth a agaru v deionizované vodé¢ vzdy tak, aby byla dosazena koncentrace 3 % hm.
CASO a 2%hm. agaru. Nasledné byla provedena sterilizace ptipraveného roztoku
v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 min. Po vychladnuti byl pfipraveny roztok rozdélen
na sterilni Petriho misky.

4.2.3 Kultivace bunék

Veskeré manipulace byly provedeny za sterilnich podminek v lamindrnim boxu. Burky,
ziskané od partnerského pracovisté (Biobanka patogent, Fakultni nemocnice Jena, Némecko)
Z krevnich vzorki pacienti se sepsi, zakonzervované zamrazenim, byly kultivovany
na Petriho miskach s piipravenou agarovou zivnou ptidou. Po naneseni pfislusnych bunék
kfizovym roztérem na zivnou pudu pokracovala kultivace v termostatu (inkubatoru) po dobu
24 hodin pfi teploté 37 °C. Misky byly dale uchovavany pfti teploté 4 °C nejdéle 20 dnii, poté
byly buriky steriln¢ vzdy stejnym zptisobem picockovany na novou pudu.

4.2.4 Priprava inokula

Ptiprava suspenze bun¢k v tekutém médiu CASO Broth byla provadéna v centrifugacni
zkumavce typu Falcon 50 ml s konickym dnem, ve které objem pouzitého sterilizovaného
média Cinil 15 ml. Do média byly zaockovany z vybrané agarové plotny buiiky a suspenze
byla dale kultivovana v automatickém bioreaktrou pii 37 °C, po dobu potiebnou k dosaZeni
optimalni hodnoty optické hustoty, kterd se liSila v zavislosti na konkrétnim experimentu.
Nakonec byl odebran 1 ml kultury, ktera byla odstiedéna, promyta 1 ml PBS a znovu
odstfedéna, aby se zamezilo interakci pozadi z média ve spektrech.

4.3 Mikrofluidni ¢ipy
Na realizaci experimentii byla vyuzita mikrofluidni zatizeni vyrobena na Ustavu pfistrojové
techniky AV CR. Design kanalkii byl zvolen na zakladé piedchozich zkusenosti s pouzitim
v obdobnych experimentech'’.

Cipy byly vyrobeny z polydimethylsiloxanu (PDMS) mékkou litografii. Smés monomert
a tvrdidla v poméru 10:1 byla promichana, odplynéna za snizeného tlaku a nanesena
do polykarbonatového ramecku na kifemikovy wafer s pfislusSnym vzorem. Po vytvrzeni bylo
zbytkové PDMS odstranéno, Cip byl odebran z waferu a kanalky byly uzavieny nalepenim
PDMS vrstvy na podlozni sklo (viz Obr. 13), pomoci aktivace povrchi PDMS a skla
kyslikovou plazmou. Proces vyroby je detailnéji uveden v kapitole 2.4.
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Obr. 13: Slougeni PDMS a sklenéné vrstvy mikrofluidniho &ipu®®

Konkrétni uspotfaddani komtirek v pouzitych ¢ipech je uvedeno na

Obr. 14. Na experimenty, pii kterych byla pofizovana Ramanova spektra, byly pouzity Cipy
s pruto¢nou komorou (Obr. 14 C-E), které jsou z vrchu kryté kiemennym sklem. Diky tomu
je mozné pofizovat spektra bez interference signdlu PDMS, zéaroven je vétSi prostor pro
manipulaci s objektivem a mensi pozadi ze skla.

(150:1) 2 1 A

Q_ thin PDMS area inlet tubing
PDMS top cover slip )

bottom cover slip

Obr. 14: Mikrofluidni ¢ipy pouzité k experimentlim. Rozméry jsou uvedeny v um: (A) Hlavni kanalek
¢ipu, pouzitétho na experimenty s optickou mikromanipulaci a kultivacni experimenty.
(B) Detail komirek v cipu. (C) Jednokomorovy Cip pouzity na LTRS experimenty.
(D) Pohled na fez ¢ipem. (E) Detail hlavni ¢asti ¢ipu s komorou.
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4.4 Povrchova tprava sklenéného povrchu kanalku v ¢ipu
Byla provedena povrchova uprava skla, aby bylo ovéteno, zda takovou upravou lze dosdhnout
lepsi miry adheze bunék v mikrofluidnim kanalku, jako popisuji autoii Ong a spol.*’ .

Roztok pro derivatizaci povrchii kanalkti byl pfipraven nadédvkovanim ptislusného
mnozstvi methanolu, do kterého byl rozpustén trichloroktadecylsilan tak, aby vysledna
koncentrace odpovidala 0 %; 0,1 % a 0,5 %. Roztok byl vzhledem Kk nestalosti pfipravovan
bezprostiedné pred pouzitim a uchovavan pouze po dobu nutnou k manipulaci.

4.41 Leptani povrchu

Pro ucely porovnani byly povrchové upravovany podlozni skla pro mikroskopii. Sklo bylo
nejdiive vycCisténo smési ethanolu a diethyletheru v poméru 1:1 a nasledné bylo ozonizovano
v uzaviené komofte s pfivodem ozonu po dobu 30 minut. Na ozonizovany povrch byl nanesen
roztok trichloroktadecylsilanu, vzdy byly pfipraveny 3 vzorky skla na kazdou koncentraci
trichloroktadecylsilanu. Roztok na sklo ptisobil po dobu 15 minut. Zbytek ¢inidla byl odsan,
sklo bylo oplachnuto ¢istou vodou a vysuSeno. Na sklo bylo dale naneseno 0,5 ml buné¢né
suspenze a bunky byly ponechany k usazeni 60 min. Poté bylo sklo proplachnuto 3x
opakovanym ponofenim do vodni 1azné a na mikroskopu byly pofizeny snimky zachycenych
bunék. Pomoci softwaru ImageJ byl nakonec porovnan pocet piichycenych bunck v zavislosti
na stupni upravy skla.

4.5 Mérici sestava

Mg¢feni probihalo pomoci sestavy kombinujici mikrofluidiku, Ramanovu mikrospektroskopii
a optickou mikromanipulaci (LTRS). Systém je popsan v kapitole 2.3 a byl pouzit na zakladé
zkusenosti autorti Pilat a spol.Y’. Mikrofluidni ¢ast byla sloZena z pistovych pump, Vv poétu
zavislém na konkrétnim experimentu, 1 ml injekcni stiikacky, konektorii luer-lock, a kapilar
(vnitini pramér 360 uM). Na jednom konci byl Cip dale piipojen k mikrofluidni pumpé.
Zapojeni je zndzornéno na. Pritok kapalin v experimentech byl vzdy volen 100 ul/h. Schéma
viz Obr. 15 a Obr. 16.

LTRS

\ objektiv |

e -

PC i
/ i |USB rozbocovat Y L
: \}‘rmmr-
PR 7—\\

> g
zaznam spekter // mikrofluidni ¢ip N

. _—
obsluha laserové pinzety — \
\

stiikackova pumpa 2 U odtokovy zasobnik

Obr. 15: Schématické znazornéni LTRS sestavy.
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Obr. 16: Schéma Ramanova mikrospektroskopu a Ramanova mikrospektroskopu s optickou pasti*’.

4.6 Davkovani bunék do mikrofluidniho ¢ipu a zapojeni do mérici aparatury
Hotovy mikrofluidni ¢ip byl pomoci kapilary piipojen ke stfikacce naplnéné nejprve Cistym
CASO médiem, kterym byly kanalky proplachnuty. Poté byla stiikacka v pumpé vyménéna
za médium s bunikami o pfislusné optické hustoté a buiiky byly umistény optickou pinzetou
do pozic vkomurkach (Obr. 17). Na snimku 9A byla spusténa opticka past
a bezprostfedné doslo k zachyceni n¢kolika bunék. B stolkem s preparatem je pohybovano
tak, aby se zachycené bunky dostaly krckem do pfislusné komirky. C pti manipulaci dochéazi
ke ztraté nekolika zachycenych bunék. D optickd past se nachdzi v cilové komirce a stale je
zachyceno né€kolik bungk. E past je vypnuta a zachycené buriky jsou uvolnény do prostoru.
Aby bylo vylouceno poskozeni bunc¢k pifi manipulaci laserem, jeho sila byla nastavena
na minimalni efektivni hodnotu pro chytdni a ¢as manipulace byl omezen na co nejkratsi
dobu, fadov¢ jednotky sekund.

Nakonec byla buné€né suspenze v pumpé vyménéna za médium s piisluSnym antibiotikem,
a za n€kolik sekund (viz kapitola 4.6.1) difuzi doSlo ve vSech komirkach k vyrovnani
koncentrace antibiotika.
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Obr. 17: Manipulace bunék pomoci optické pinzety. Pozice chytaciho svazku je zvyraznéna ¢ervenym
bodem. (A) byla spusténa opticka past a bezprosttedné doslo k zachyceni nékolika bunék. (B) stolkem
S preparatem je pohybovano tak, aby se zachycené buiiky dostaly kr¢kem do piislu$né komurky. (C)
pii manipulaci dochdzi ke ztrat€é nékolika zachycenych bunék. (D) opticka past
se nachazi v cilové komirce a stale je zachyceno nékolik bunék. (E) past je vypnuta a zachycené
bunky jsou uvolnény do prostoru. Regulaci optické hustoty pouzité bunécné kultury lze rovnéz
dosahnout vhodné koncentrace bunék, kdy je mozné pohodIné chytat pouze jednotlivé bakterie, pokud

je to potiebné.

4.6.1 Rychlost difuze v mikrofluidnim ¢ipu

Pro ovéfeni rychlosti difuze kapalin Vv mikrofluidnim ¢&ipu byl proveden experiment
s obarvenym CASO médiem. Na opticky mikroskop byl vlozen &ip, ktery byl stfikackou
naplnén nejprve cistym médiem a poté bylo pomoci pumpy s nastavenym pritokem
100pl/min pumpovano médium obarvené. Rychlost difuze od za¢atku pumpovani do zaplnéni
vsech kanalkid (délky 300um) obarvenym médiem byla naméfena 78 s.

4.6.2 Meéreni skrz PDMS vrstvu a zavislost signalu na hloubce zaostieni laseru

Aby bylo zjisténo, zda lze méfit Ramanova spektra v mikrofluidnim kanalku skrz vnéjsi
vrstvu PDMS, byl proveden sbér spekter ze suspenze bunék E. coli 785 v CASO médiu
v riznych hloubkach zaostfeni laserového svazku v kanalku (viz Obr.18) a tato spektra byla
nasledné porovnana.
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Obr.18: Méfeni spekter v rizné hloubce zaostteni (bo¢ni pohled na fez ¢ipem)
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4.6.3 Méreni spekter z jednotlivych bunék E. coli a bunék po piidavku antibiotik
Klasickou Ramanovou mikrospektroskopii a Ramanovou mikrospektroskopii ve spojeni
s optickou pinzetou (viz kap. 4.5) byla naméfena spektra Cisté kultury bunck E. coli 785
a bunc¢k ovlivnénych pfitomnosti riznych druhti antibiotik (cefotaximu, ciprofloxacinu
a tetracyklinu). Nastaveni pfistroje je uvedeno v Tab. 2. VSechna dale uvedena spektra jsou
pramérem dvaceti jednotlivych potizenych spekter.

Vysledna spektra byla zpracovana softwarem ProcessRaman, vyvinutym Mgr. Martinem
Silerem, PhD. na UPT AV CR. Odstranéni nezadouciho zafeni pozadi a fluorescence bylo
provedeno pouzitim RCF*® (Rolling Circle Filter). Vhodnym nastavenim tohoto filtru
je mozné efektivné odstranit zatfeni pozadi bez vyznamného zkresleni sledovanych hodnot.
Spektra byla normalizovdna na 1 001 cm™. Dale byl vybran rozsah sledovaného vlno&tu
(700 cm™?-1 700 cm™?). V nasledujicim textu budou dale znaeny poméry Ramanovskych
intenzit na definovanych vinoc¢tech jako lwy, kde indexy x a y oznacuji ptislusny vinocet.

Stanoveni poméru intenzit charakteristickych past ve spektru bylo provedeno vybérem
maximalni hodnoty intenzity v oblasti 1456-1464 cm™ a voblasti 1481-1489 cm™.
Vsechny grafy byly dale zpracovany programem Microsoft Excel.

Byly stanoveny také poméry intenzit pika charakteristickych pro oblast pasobeni
jednotlivych antibiotik. Pro ciprofloxacin li0o1/1009, pro cefotaxim ligo1/1061 @ pro tetracyklin
l1001/1061.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Efektivita povrchové upravy skla

V experimentech s chemickou upravou (derivatizaci) vnitinich povrchti mikrofluidnich ¢ipa
bylo cilem zlepSit adhezi bakterialnich bunék, pro ucely pozorovani tvorby biofilmu. Uz
vizualnim zhodnocenim (viz. Obr. 19) je patrné, ze derivatizace vyrazné prispéla
ke zvySeni adheze bun¢k na sklo. Toto pozorovani doklada Obr. 20, na kterém je znazornén
pocet zachycenych bunck v zavislosti na provedené upravé skla. Provedenym experimentem
bylo ovéfeno, ze uvedenym zptisobem tpravy skla 1ze dosahnout poZzadovaného efektu, a tedy
byla tato metoda dale vyuzivana k piipravé mikrofluidnich ¢ipti jak na mikroskopické
pozorovani, tak pro méfeni Ramanovych spekter.

)

0% C1sSiCls 0,1% C1sSiCls " .0,5% CisSiCls

Obr. 19: Snimky povrchové upravenych skel se zachycenymi bunikami
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Obr. 20: Porovnani po¢tu zachycenych bunék v zavislosti na povrchové tpravé skla
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5.2 Rustova faze bunék E. coli 785 pouzitych k méreni

Na experimenty byly pouzity bunééné kultury kultivované po dobu nezbytnou k dosazeni
exponencialni faze, vzdy nejméné 90 minut. Byly monitorovany rastové kiivky a kultura byla
odebrana v okamziku dosazeni potfebné hodnoty optické hustoty a optimalni ristové faze.
Ilustra¢ni typicka ristova kiivka bunék E. coli 785 je uvedena na Obr. 21.

opticka hustota bunék

0 1 2 3 4 5 6
¢as [hod]

Obr. 21: Rustova kiivka bunék E. coli 785.
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5.3 Zavislost intenzity signalu na hloubce zaostFeni laserového svazku

Spektra, na jejichz zaklad¢ byl zvolen vinocet pro nasledné porovnani intenzit signalu bunék
a PDMS v zavislosti na hloubce zaostieni reprezentuje Obr. 22. Ramanova spektra, ziskana
v rizné hloubce komirky ukazuji, Ze optimalni hloubka zaostieni laserového svazku je mezi
5-15 um vysky kanalku (viz Obr. 23), ve které byl pozorovan dostate¢né intenzivni signal

bun¢k a zdroven mensi vliv signdlu ze samotného PDMS. Nastaveni pfistroje je uvedeno
v Tab. 1.

Tab. 1: Nastaveni Ramanova mikrospektrometru

stied spektra 1200 cm*
vlnova délka excitacniho zafeni 532 nm
pocet akumulaci 30
¢as integrace 1s
opakovani na variantu 9
l signal bunék a PDMS
signal PDMS (Cistého)
El
5,
3
s
]
kS
650 750 850 950 1050 1150 1250 1350 1450

vinoéet [cm™]

Obr. 22: Spektra, dle kterych byl uréen vinocet pro nasledné porovnani. Vybrany vinocet je oznacen
Sipkou — pro buiiky fenylalanin (1001 cm™, zaostfeno v 10 pum hloubky kanilku) a pro PDMS
Si—CeHs (700 cm™, zaostieno nékolik pm pod dnem kanalku)
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Obr. 23: Zavislost méfeného Ramanova signalu PDMS na vinoétu 700 cm™ (Si~CeHs) a bakterie
E. coli 785 na vlnoétu 1 001 cm™ (fenylalanin) na hloubce zaostfeni v mikrokanalku z PDMS a skla
(dno kanalku). Vyznacené chybové usecky reprezentuji 2SD.
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5.4 Vyhodnoceni Ramanovskych spekter

V nasledujici kapitole je uvedeno porovnani ziskanych spekter pomoci Ramanovy
mikrospektroskopie a LTRS pro jednotliva antibiotika. Autofi ¢lanku Simple ciprofloxacin
resistance test and determination of minimal inhibitory concentration (MIC) within two hours
using Raman spectroscopy*® uvadgji, ze vypocet poméru intenzit pasti na vinoctech okolo
1458 cm™ a 1 485 cm™ udava miru ristu ¢i inhibice riistu bunék antibiotikem a ukazuji, ze
je zde koncentrac¢né zavisly prubeh. Na zékladé intenzit téchto past pak ptimo stanovuji MIC
ciprofloxacinu. Obecné je intenzita na vlno¢tu 1 458 cm™ povazovana za rostouci s rostouci
koncentraci ciprofloxacinu a na 1 485 cm™ klesajici, viz obrazek Obr. 24.

14401460 14801500
Wavenumber [1/em)]

Obr. 24: Trend rostouci intenzity signalu na 1 458 cm™ a klesajici intenzity na 1 485™ s rostouci
koncentraci ciprofloxacinu dle Kirchhoff a spol.*®

Nasledujici vysledky, uvedené v kapitole 5.4.1 az 5.4.4 ukazuji zavislosti a poméry klicovych
past spektra pro jednotlivd antibiotika. VSechna uvedend spektra jsou primérem dvaceti
jednotlivych spekter. Nasteveni mikrospektrometru je uvedeno v Tab. 2. VSechny oznacené
piky byly identifikovany a jejich piehled je uveden v Tab. 3. Pik oznaceny Cervenou
hvézdickou je pik normalizace. Piky oznafené cernou hvézdiCkou jsou pouzity pro dalsi
analyzu.

Tab. 2: Nastaveni mikrospektrometru

stied spektra 1200 cm
vlnové délka excitaéniho zareni 532 nm
pocet akumulaci 30
Cas integrace 1s
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5.4.1 Ramanova spektra bunék E. coli 785 v pFitomnosti ciprofloxacinu

intenzita [a.u]

749 781

0 T T T
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1093 B CIPRO+

CIPRO-
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1336 1585

1303 1485*

1229 1452*

700 800 900 1000

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

vinocet [cm™]

Obr. 25: Primérné Ramanovo spektrum opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v ptitomnosti

a bez (+/-) ciprofloxacinu (n=20).
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Obr.26: Primérné Ramanovo spektrum opticky zachycenych buné¢k E. coli 785 v ptitomnosti

a bez (+/-) ciprofloxacinu (n=20)
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5.4.2 Ramanova spektra bunék E. coli 785 v pFitomnosti cefotaximu

1099
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Obr. 27: Primérné Ramanovo spektrum opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v ptitomnosti
a bez (+/-) cefotaximu (n=20)
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Obr. 28: Primérné Ramanovo spektrum opticky zachycenych buné€k E. coli 785 v pfitomnosti
a bez (+/-) cefotaximu (n=20)
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5.4.3 Ramanova spektra bunék E. coli 785 v pFitomnosti tetracyklinu
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Obr. 29: Primérné Ramanovo spektrum opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v ptitomnosti
a bez (+/-) tetracyklinu (n=20)
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Obr. 30: Primérné Ramanovo spektrum opticky zachycenych bunék E. coli 785 v pritomnosti
a bez (+/-) tetracyklinu (n=20)
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Tab. 3: Piky v Ramanové spektru E. coli a jejich identifikace

17,49, 50

V.l nocet Naméfv'eny Charakteristicka
dle literatury vinocet :

[em ] [cm ] vibrace

728 749 tryptofan

783 781 nukleové kyseliny (C, T)

857 857 tyrosin

961 972 C-C,C-N-N
1001 1001 fenylalanin
1095 1099 DNA:OPO"
1126 1120 C—N

1170 1174 C—Hz, lipidy
1257 1229 Amid 11
1 340 1 336 nukleové kyseliny
1 360 1363 tryptofan
1453 1461 C—Ha, lipidy
1582 1585 nukleové kyseliny
1 660 1658 Amid |
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5.4.4 Porovnani poméru intenzit na vinoétech 1 458 cm™ a 1 485 cm!

1,4 [ Cista kultura E.Coli W kultura s pfidavkem antibiotika

1,2
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cefotaxim ciprofloxacim tetracyklin

Obr. 31: Poméry Ramanovych pikti opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v ptitomnosti
a bez ptitomnosti antibiotika. Chybova tsecka reprezentuje 2SD.
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Obr. 32: Poméry Ramanovych piku opticky zachycenych bunék E. coli 785 v pfitomnosti
a bez pfitomnosti antibiotika. Chybova tsecka reprezentuje 2SD.
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Z porovnani pomeru intenzit lissgi4gs na obrazku Obr. 31 a Obr. 32 je patrné, ze vSechna
antibiotika nevykazuji stejny trend, jako uvadéji pro opticky nezachycené vzorky bunck
ovlivnéné ciprofloxacinem Kirchhoff a spol.*® a cefotaximem Pilat a spol.l”. Podatilo se ovéFit
vysledky  pavodnich  autord, kdy u vzorki  spridanym  ciprofloxacinem
I cefotaximem byl pozorovan shodné rostouci trend v poméru intenzit l14sg/1485, coZ odpovida
vysledkim ptvodnich autort. U tetracyklinu byl navzdory ocekavani pozorovan trend
opacny.

Nabizi se zde n€kolik vysvétleni — pouzita kultura kmene E. coli 785 mohla byt jiz na
zaCatku experimentu vici tetracyklinovym antibiotiklim rezistentni a tento fakt by vyznamné
ptispél k ovlivnéni vysledného spektra. Zména ve spektralni odezveé bakteridlniho vzorku
muze byt zplsobena také pouzitym mirné odlisného typu bunék, nez ktery pouzili autofi
puvodni studie a tyto bunky mohou reagovat na antibioticky stres jinym zplsobem, coz
v zavéru svého pozorovani pripousti i Kirchhoff a spol.®. Navic Ize predpoklddat, Ze zména
spektralni odezvy je Castecné zpisobena také odliSnym mechanismem ucinku
tetracyklinovych antibiotik, jak je popsano v kapitole 2.7.3. Dal§im moZznym vysvétlenim
zmén ve spektrech je, Ze antibiotikum samotné, navazané v buiikach bakterii ma intenzivni
ramanovskou odezvu a z tohoto diivodu se signaly ve spektru piekryvaji pravé v oblasti, ktera
je pfedmétem analyzy.

Spektra a vysledky ziskané méfenim pomoci systému LTRS jsou pravdépodobné

ovlivnéna pfimo optickou mikromanipulaci — bud'to tepelnym efektem nebo fotochemicky.
Tetracyklin pfi méfeni LTRS jako jediny vykazuje stejny trend, tak jako pii méfeni bez
pinzety, coz mize souviset s jeho chemickou strukturou ¢i médem ucinku.
Pomér ramanovskych intenzit Iissg14e5 pro kultury bez antibiotika byl v ramci
experimentalnich setd vyrovnany, ovSem V setu zachycenych bunék se pohyboval kolem
3 a u nezachycenych bunék byl asi 0,8. V nasledujicich experimentech by bylo vhodné
zahrnout nezachycené kontroly do méteni zachycenych bunck, aby bylo mozné odlisit, zda
ma samotné optické zachyceni vliv na pomér 14581485, nebo zda $lo o variaci ve vlastnostech
vstupniho vzorku E. coli. Vysledky méfeni vykazuji statisticky vyznamné rozdily, které maji
pomérn¢ vysokou spolehlivost okolo 2c. V podminkach podobnych uspotadani pouzitému
v Kirchhoff a spol. (bez optické pinzety) se podafilo potvrdit vysledky uvedené v tomto
¢lanku a ovéfit jejich platnost pro druhé antibiotikum (Cefotaxim), coz bylo poprvé zminéno
v ¢lanku Pilat a spol. 2018. V ostatnich experimentdlnich podminkach se vSak vysledné
pomery li4sg/1485 vyznamné lisily.
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5.45 Poméry intenzit piku charakteristickych pro pusobeni jednotlivych antibiotik

Byly stanoveny také poméry intenzit pikd charakteristickych pro oblast plisobeni
jednotlivych antibiotik. Pro ciprofloxacin se jednd o pomér intenzit ligou/1000, jelikoz jde
0 antibiotikum, které svym mechanismem pusobeni vede k zabrané replikace bakterialniho
chromozomu tim, Ze naruSuje prostorovou strukturalizaci DNA.

Vysledky méfeni v opticky nezachycenych bunkach potvrzuji tento mechanismus
(viz Obr. 33, kdy u bungk s pridavkem antibiotika dochazi ke znaénému poklesu intenzity na
vlnoétu 1099 cm?, coz je vlnodet spojovany s fosfodiesterovou vazbou DNA. Opticky
zachyceny vzorek vSak vykazuje opac¢nou tendenci.
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Obr. 33: Pomér Ramanovych pika opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v pfitomnosti
a bez (+/-) ciprofloxacinu. Chybova usecka reprezentuje 2SD.
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Obr. 34: Pomér Ramanovych piki opticky zachycenych bunék E. coli 785 v pritomnosti
a bez (+/-) ciprofloxacinu. Chybova usecka reprezentuje 2SD.
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Pro cefotaxim byl zvolen pomér intenzit liooi/1661, jelikoz jde o antibiotikum, které svym
mechanismem plisobeni brani vytvofeni trojrozmérné struktury bunééné stény. Po piidani
antibiotik by proto mélo dojit ke snizeni intenzity na vlnoétu 1661 cm™, ktery odpovida
amidu I. Tento predpoklad se vSak nepotvrzuje ve vzorku opticky nezachyceném ani opticky
zachyceném (viz Obr. 35 a Obr. 36). Je pravdépodobné, Ze vinocet 1661 cm? zahrnuje
i signal dalSich proteini mimo buné¢nou sténu a jelikoz ptsobeni antibiotika neovliviiuje
proteosyntézu jako celek, vysledny pomér zvolenych pikli zménam zptisobenym antibiotikem
neodpovida. Pivodné bylo na zakladé literatury*® ptedpokladano, Ze signil neporusené
bunééné stény vs. narusené struktury bude odlisny, toto se vSak experimentalné nepotvrdilo.
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Obr. 35: Pomér Ramanovych piki opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v pritomnosti
a bez (+/-) pritomnosti cefotaximu. Chybova tsecka reprezentuje 2SD.
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Obr. 36: Pomér Ramanovych piki opticky zachycenych bunék E. coli 785 v pritomnosti
a bez (+/-) cefotaximu. Chybova tisecka reprezentuje 2SD.
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Pro tetracyklin byl zvolen pomér intenzit lioo1/1225, protoze mechanismem ptsobeni je inhibice
proteosyntézy. Po pfidani antibiotik by proto mélo dojit ke snizeni intenzity na vlnoctu
1225 cm?, ktery odpovida vibraci amidické vazby (amidu Ill), ve srovnani s vlnoétem
1001 cm, odpovidajicim vibraci benzenového jadra v aminokyseliné fenylalaninu. Vysledky
méfeni v opticky nezachycenych butikach potvrzuji tento ptedpoklad (viz. Obr.37), kdy
u bun¢k s ptidavkem antibiotika dochazi ke znaénému poklesu intenzity. Opticky zachycené
buiiky spolehlivé vykazuji opacny trend.
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Obr. 37: Pomér Ramanovych pikil opticky nezachycenych bunék E. coli 785 v pfitomnosti
a bez (+/-) tetracyklinu. Chybova tisecka reprezentuje 2SD.
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Obr. 38: Pomér Ramanovych pika opticky zachycenych bunék E. coli 785 v pfitomnosti
a bez (+/-) tetracyklinu. Chybova tisecka reprezentuje 2SD.
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Vysledky stanoveni poméru intenzit pikll charakteristickych pro piasobeni jednotlivych
antibiotik byly porovnany také s ¢lankem Evaluation of Escherichia coli Cell Response to
Antibiotic Treatment by Use of Raman Spectroscopy with Laser Tweezers®'. Autofi zde
pii detekci reakce bun¢k E. coli na penicilin G—streptomycin a cefazolin odhalili ¢asové
a koncentraéné zavislé zmény intenzit ramanovskych pikdi na vlnoétech 729, 1 245
a 1660cm™. Pii detekci reakce bunék na cefazolin se tyto zmény projevily pouze
na vlnoétech 729 a 1 245 cm™. Pro méfeni spekter byl pouzit laser o vlnové délce 4 = 785 nm
a vykon laseru optické pasti byl nastaven na 28 mw.

Pii1 porovnani s vysledky ziskanymi v této diplomové praci lze konstatovat, Ze ve shodé
s autory byl nalezen stejny trend v oblasti piisobeni tetracyklinu (1 225 cm™), kde ve vzorku
s pfidanym antibiotikem také doSlo k poklesu intenzity (autofi pouzili penicilin G
—streptomycin a cefazolin a pozorovali pokles intenzity oproti vzorku bez antibiotika). Trend
zde byl ovSem nalezen shodné pouze u vzorku opticky nezachycenych bun¢k, kdezto autori
provadéli pouze experimenty s optickou pinzetou.

V oblasti ptisobeni cefotaximu (1 660 cm™) byl také nalezen shodny trend, po pridani
antibiotik doslo k narustu intenzity ve sledované oblasti (autofi tento trend pozorovali pro
penicilin G-streptomycin, u cefazolinu jej nenalezli). V této praci byl popsany trend u vzorka
s cefotaximem nalezen shodné jak u vzorku opticky nezachycenych bungk, tak u vzorku
bunék zachycenych. Je namisté podotknout, Ze cefotaxim, stejné jako penicilin G a cefazolin
patii do skupiny betalaktamovych antibiotik, coz naznauje, Ze by tato oblast mohla byt
signifikantni pro detekci uCinnosti prave této skupiny antibiotik.
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6 ZAVER

Byla vyrobena mikrofluidni zatizeni navrzena a vhodna specidlné pro kultivaci, pozorovani
a mikromanipulaci a analyzu bun¢k. Jesté¢ pied samotnym pouzitim byl sklenény povrch
kanalki v hotovych mikrofluidnich Cipech opracovan pomoci trichloroktadecylsilanu, aby
bylo dosazeno vyssi miry ptilnavosti bun€k k povrchu skla. Tato metoda upravy povrchu byla
vyhodnocena jako vhodna k dalsimu pouziti, zvlasté pro pozorovani tvorby bakteridlniho
biofilmu. Vyhodnoceni experimentu ukazalo, ze dochazi k nasobné vyssi ptilnavosti bunék
nez pti pouziti Cipli s neopracovanym povrchem.

Byla ovétena funk¢énost manipulace bunék pomoci optické pinzety a stanovena optimalni
opticka hustota pouzité bunécné kultury. Pro ovéteni rychlosti difuze kapalin v mikrofluidnim
¢ipu byl proveden experiment s obarvenym CASO médiem. Rychlost difuze byla namé&fena
78 s.

Déle bylo provedeno stanoveni optimalni hloubky zaostfeni laserového svazku pro méreni
Ramanovy spektroskopie bun¢k v mikrofluidnich systémech ze skla a PDMS. Bylo zjisténo,
ze optimalni hloubka zaostteni se pohybuje mezi 5-15 um vysky kanalku, kde byl pozorovan
dostate¢n¢ intenzivni signal bunék a zaroven mensi vliv signalu ze samotného PDMS.

Piipravené vzorky bunék E. coli 785 byly kultivovany se tfemi vybranymi druhy antibiotik
(ciprofloxacin, cefotaxim, tetracyklin) a nasledné byla provedena spektralni analyza za pouziti
Ramanova mikrospektrometru a LTRS. Na zakladé literarni reSerSe byl proveden soubor
experimentti k optimalizaci mikromanipulace, pozorovani a méfeni Ramanovych spekter
modelového mikroorganismu a dale byl zhodnocen vliv zvolenych antibiotik dle
mikrospektroskopickych méteni.

Podatilo se potvrdit diive publikované vysledky autorti Kirchoff a spol*®., kde byly shodng
S pivodnimi autory pozorovany signifikantni rozdily v pomérech intenzit pik l14s8/1485 pii
Ramanové spektroskopii bunék ovlivnénych ciprofloxacinem a cefotaximem. U tetracyklinu
se tento trend nepotvrdil, a naopak byl stanoven obraceny pomér intenzit na zminénych
vInoctech.

P¥i porovnidni dal§i &asti vysledkd s autory®, ktefi stanovovali podobné ukazatele
u antibiotik penicilin G-streptomycin a cefazolinu, byla nalezena ¢aste¢na shoda v trendech
u cefotaximu a tetracyklinu.

Pfi méfeni LTRS dosSlo k neocekdvanému jevu, kdy byl opacny pomér intenzit pikl
l14s8/1485 nalezen u vSech provedenych méfeni. Vzhledem Kk extrémnimu posunu poméri
l14s8/1485 Mezi variantami s optickym chytanim a bez chytani (bez ohledu na pfitomnost
antibiotika) je predstavitelné, Zze bude mit pouzity vykon v optické pasti tak zasadni vliv
na vysledny pomér li4ss/48s, Ze pouZiti optické pinzety pro tato méfeni nebude mozné. Jasné
tim vSak vtakovém pfipad¢ identifikujeme spektralni charakteristiku, kterd se bc¢hem
optického zachytdvani vyrazn€¢ méni. V takovém piipadé bude zasadni dalSimi experimenty
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zjistit, zda nedochazi k poskozeni buné¢k, jaky chemicky proces spektralni zméné odpovida
a jestli existuje moznost buiiky zachytit pod limitem poskozeni.

K objasnéni konkrétnich souvislosti mezi zménami v poméru l14s8/1485, druhem antibiotika
a pouzitim optické pasti by bylo Vvramci dalstho zkouméni Zadouci provést méteni
Ramanovych spekter s riznymi koncentracemi antibiotika (i bez antibiotika) a s riznymi
intenzitami optické pasti. Tyto experimenty mohou rozlisit, jak ovlivni poméry ramanovského
signalu optické zachytavani, a za jakych podminek lze tento vliv efektivné potlacit a dale
vyuzivat vyhod méfeni v optické pasti. Dal§im krokem bude také zjistit, jak konkrétné
se fyzikalni a molekularni mechanismy na zménach ve spektru podileji.

Zavérem lze konstatovat, ze cile prace byly splnény: podafilo se realizovat uzitecné
povrchové upravy mikrofluidnich ¢ipd, v mikrofluidnich systémech se zdatrila méfeni difuze,
opticka mikromanipulace bun€k a méfeni Ramanovych spekter bakterii. Taktéz se povedlo
nezavisle potvrdit vysledky méfeni Ramanovy spektroskopie bakterii ovlivnénych antibiotiky
Z nékolika zdroji a doplnit tato méfeni o dal§i piekvapivé zavéry, které mohou vyrazné
ovlivnit nadhled na pouziti LTRS v analyze interakce bakterie — antibiotikum. Vysledky
obsazené v této praci budou déle rozvijeny a budou stat v zdkladech dalSiho vyzkumu
Ramanovy spektroskopie, mikrofluidnich technologii a dalSich optofluidnich technik
S uplatnénim v analyze jednotlivych bunék, ve farmakologii a v mediciné.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

AST
BMD
CASO
CCD
DAA
FACS
He:Ne
LTRS

antibiotic sensitivity testing (testovani citlivosti na antibiotika)
mikrodilu¢ni bujonova metoda

casein soya broth

charged couple device

diacetone alcohol

fluorescence activated cell sorting

helium neonovy laser

laser trapping Raman spectroscopy

MALDI-TOF matrix assisted laser desorption ionization — time of flight mass spectroscopy

MIC
Nd:Yag
PBS
PCR
PDMS
PGMEA
RCF
SERS
SLM
SU-8
pik

minimalni inhibi¢ni koncentrace

laser s yttrium aluminium granatem dopovanym ionty neodymu
pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
polydimethylsiloxan

propylene glycol methyl ether acetate

rolling circle filter

surface enharanced Raman spectroscopy

spatial light modulator (modulatory prostorového svétla)
negativni fotorezist

vrchol na kiivce zaznamenavajici urcity trend, nékdy také spektralni pas apod.
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