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Mikrofluidni ¢ip a analyticka sestava pro charakterizaci a identifikaci mikrobt pomoci
optickych detek¢nich metod

Oblast techniky

Technické feseni se tyka mikrofluidniho €ipu a analytické sestavy pro charakterizaci a identifikaci
mikrobti. Lze ji vyuzit pro méfeni vlivu antibiotik na baktérie, pro uchovavéani bakterii
v mikrokomirkdch a k méfeni jejich vitality prostfednictvim riznych detekénich metod (napf.
fluorescence, ramanovské spektroskopie, atd.). Uvedenou sestavu je tedy mozné pripojit naptiklad
k Ramanovu spektrometru.

Dosavadni stav techniky

Rychlé a presna identifikace patogent je jednou z nejvetsich vyzev mediciny. VEasna identifikace
bakterii a jejich antimikrobialni rezistence by zjednodusila a zefektivnila nasazeni odpovidajici
1é¢by infekci, ¢imz by snizila ndklady na zdravotni péci, vyrazné pomohla zmirnit problém
s nartstajici antimikrobialni rezistenci, a predev§im v mnoha piipadech by pomohla zachranit
Zivoty.

Zlaty standard diagnostiky u vétSiny infekci vychazi z kultivace na agarovych plotnach a/nebo
hemokultur v automatizovanych systémech (pro infekce krevniho tecisté). Rutiné nasleduje
biochemicka identifikace a fenotypova charakterizace profilu citlivosti/rezistence
k antimikrobialnim latkam. Cas potiebny pro identifikaci je mezi 48 hodinami az n&kolika dny (pro
pomalu rostouci mikroby).

Existuji 1 sérologické a/nebo imunochromatografické metody, které jsou vysoce specifické
a mohou byt pouzity pro potvrzeni/vylouceni pritomnosti ur¢itych mikroba.

V poslednich dekadach dochéazi k mnoha snaham o zrychleni procesu klinické diagnostiky riznymi
metodami. Pfelomem byl nastup hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS (matrix assisted laser
desorption ionization-time of flight mass spectrometry), ktera je rychla, efektivni a relativné levna
metoda zalozena na fingerprintingu proteini v mikrobidlnich buiikach. Avsak iu MALDI-TOF MS
je pro presnou identifikaci krok kultivace potiebny a vyuziva pomérn€ nakladny spotfebni material.

Oproti molekularné-biologickym metodam (které také mozno vyuzit pro diagnostiku z malych
objemd vzorkil) ponechava Ramanova spektrometrie buiiky zivé, co umoziuje jejich dalsi
testovani. Pfiprava vzorku je jednoduché a rychlé, nevyzaduje nutné ndkladny spotiebni material.

Zavedeni dodate¢ného zdroje zafeni v technikdch mikroskopie lze vyuzit napiiklad k excitaci
fluorescence, k fotopolymeracim, k laserovému fezani biologickych preparatt a také k vytvareni
fokusovanych zativych poli pro manipulaci s ¢asticemi (napft. viry a bakteriemi).

Jednim ze zafizeni, které lze pouzit pro zavedeni dodate¢ného zdroje zareni kolmo viici optické
ose objektivu mikroskopu, je optickd pinzeta popsanad v uzitném vzoru ¢. CZ 21642. Podstata
optické pinzety spociva v tom, Ze silové u¢inky fokusovaného laserového svazku zacileného na
mikrometrové objekty (Zivé i nezivé) umozni prostorové zachyceni téchto objektd. Tyto objekty
jsou nasledné charakterizovany pomoci mikroskopu.

Uvedena opticka pinzeta je v podstaté adaptér, ktery umoziuje snadné zavedeni ultrafialového,
viditelného a infracervené¢ho zateni do optické cesty mikroskopu. Tento adaptér zahrnuje hlavni
¢ast adaptéru a kovové, s vyhodou invarové, téleso, které jsou vzajemné spojeny tak, ze zareni
vychazejici z kovového (invarového) télesa je kolmé vuci optické ose mikroskopového objektivu,
pfiCemz v hlavni ¢asti adaptéru je umisténo dichroidni zrcadlo, naklonéné vici optické ose
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mikroskopového objektivu pod tthlem 45°, za dichroidnim zrcadlem je umisténo sklenéné okénko,
svirajici s optickou osou mikroskopového objektivu uhel 45° a zaroven s dichroidnim zrcadlem
uhel 90°, na spodni stran¢ hlavni ¢asti adaptéru je priSroubovan upeviovaci Sroub pro piipojeni
adaptéru k t€lu optického mikroskopu, k upeviiovacimu Sroubu je pfipevnén opticky filtr blokujici
zafeni pouzitého zdroje zafeni a na vrchni strané hlavni ¢asti adaptéru je vlisovdna mosazna
objimka se zavitem pro pfipojeni mikroskopového objektivu. Kovové (invarové) téleso zahrnuje
zdroj zareni a ¢ocku, ktera je umisténa za zdrojem zateni, blize k hlavni ¢asti adaptéru.

Popsand optickd pinzeta umoziiuje manipulaci s ¢asticemi, ale nijak nefesi paralelni stanoveni

jejich vitality za riznych podminek, které je zasadni pro rychlou a pfesnou identifikaci patogend,
popiipadé pro studium vlivu riznych [é€iv na jednotlivé skupiny patogent.

Podstata technického fe$eni

Vyse popsané nevyhody fesi mikrofluidni Cip, ktery obsahuje mikrofluidni kandly a k nim
pripojené komory. Studované patogeny jsou ke komoram ptivadény uvedenymi mikrofluidnimi
kanaly a do jednotlivych komor mohou byt transportovany vyse popsanou optickou pinzetou. Pfi
jednom méfeni je mozné pouzit vice nezavislych komor, do kterych je mozné vlozit jak stejné tak
i rozdilné druhy bakterii a nasledné je vSechny ovliviiovat stejnym typem a koncentraci antibiotik.

Mikrofluidni Cip je umistény na podstave, kterd je umisténa kolmo k ose objektivu optického
mikroskopu, ke kterému je piipojena vyse popsana opticka pinzeta, a které dohromady tvori
analytickou sestavu. Mikroskopovym objektivem je svazek zaieni piiveden do mikrofluidniho ¢ipu
a slouzi k vybéru a zachyceni pozadovanych bunék.

Predkladané technické feseni umoziuje neinvazivni a nedestruktivni detekcei a dalsi charakterizaci
mikrobt a jejich citlivosti, pfipadné rezistence vii¢i antimikrobidlnim latkdm, a to piimo z lidskych
télesnych tekutin (krev, sliny apod.). V porovnani s jinymi dostupnymi metodami dokaze
analyticka sestava pracovat s nizkym mnozstvim mikrobd ve vzorku, dokaze identifikovat velké
mnozstvi moznych patogentl a jeji provoz je relativné levny.

Predmétem predkladaného technického feSeni je tedy mikrofluidni ¢ip pro mikroskopickou
analyzu, ktery obsahuje centralni kanal, opatieny na jednom konci alespon jednim vstupnim
kanalkem, pfipojenym ke vstupnimu otvoru pro kapalné médium, a na druhém konci alespoil
jednim vystupnim kandlkem, piipojenym k vystupnimu otvoru pro kapalné médium. Pocet
vstupnich a vystupnich kanalkd je variabilni podle ucelu mikroskopické analyzy. V jednom
provedeni muze mikrofluidni ¢ip obsahovat az 10 vstupnich a az 10 vystupnich kanalku,
umisténych na opacnych koncich mikrofluidniho Cipu.

Centralni kanal je v jedné své Casti uspofadan do meandru, ktery slouzi k promichani protékajici
kapaliny. Meandrem se rozumi n€kolik (typicky 3 az 5) ptlkruhovych zatacek centralniho kanalu,
kde dochazi zménou rychlosti kapaliny na vnitini a vné&j$i stran€ oblouku k promichani
a homogenizaci postupujici kapaliny. Polomér palkruhové zatacky centralniho kanalu je s vyhodou
v rozmezi od 100 um do 500 pm.

Mezi meandrem centralniho kanalu a vystupnim kanalkem je k centralnimu kanalu pfipojen
alesponn jeden boc¢ni kanalek opatfeny na svém konci mikrokomorou. Ta slouzi k umisténi
testovan¢ho vzorku, naptiklad bunck. Centralnim kanadlem a bocnim kanalkem je pfi
mikroskopické analyze k testovanému vzorku privadéno kapalné médium obsahujici testované
slou¢eniny a kombinace. Pocet bo¢nich kanalkd mize byt od 1 do n€kolika desitek, napiiklad od
1 do 50.

Vsechny kanalky mikrofluidniho ¢ipu, s vyjimkou vstupnich a vystupnich otvort, jsou po celé své
délce uzavieny vzduchotésnou a kapalinotésnou vrstvou.
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Mikrofluidni €ip je vyrobeny z opticky ¢istého materialu. Opticky ¢istym materidlem se rozumi
material, ktery ma velmi malé mnozstvi necistot a defektli, cozZ umoziuje volny prichod svétla bez
vyrazného rozptylu nebo absorpce.

Mikrofluidni ¢ip mé s vyhodou takové rozméry, aby byl kompatibilni s laboratornim mikroskopem.
S vyhodou ma mikrofluidni ¢ip rozméry plochy kryciho nebo podlozniho sklicka mikroskopu.
V jednom provedeni jsou rozméry mikrofluidniho ¢ipu v rozmezi od 20 mm x 40 mm x 0,5 mm
do 26 mm x 76 mm x 10 mm.

V jednom konkrétnim provedeni maji vstupni a vystupni kanéalky s vyhodou obdélnikovy priifez
250 pm x 20 um. Jednotlivé vstupni kanalky se postupné spojuji do centralniho kanalu o stejném
prafezu. Centralni kanal se dale s vyhodou jest¢ pred meandrem zazi, s vyhodou na prifez
100 pm x 20 pm. Za meandrem z centralniho kanalu odbocuje nékolik (jednotky az desitky)
bocnich kandlkd, s vyhodou o prafezu 20 pum x 20 pm a s vyhodou o délce 50 pm, které jsou
zakonc¢eny valcovou mikrokomorou, s vyhodou o priméru 150 pm.

Regulaci toku kapalného média ve vstupnich kandlcich je mozné piesné€ a rychle ménit koncentraci
latek (naptiklad koncentraci antibiotik) v mikrokomote.

V jednom provedeni je mikrofluidni Cip vyrobeny z opticky Cistého materidlu, vybraného ze
skupiny zahrnujici polydimethylsiloxan (PDMS), polymethylmethakrylat a sklo. Ptiprava
ptistrojové, chemické, finan¢ni i Casové strance, nezli ptiprava mikro€ipt z PDMS. S vyhodou je
tedy materidlem mikrofluidniho ¢ipu PDMS.

V jednom provedeni mtze byt mikrofluidni ¢ip vyroben metodou ,,soft lithography“ (mékka
litografie), odlévanim na masku z SU-8 vytvotenou UV litografii na kifemikovou desticku. Na
mikrofluidnim ¢ipu jsou mékkou litografii vytvoreny kanalky. Reliéfni kanalek je nasledné uzavien
vzduchotésnym a kapalino tésnym piilepenim kryciho sklicka, s vyhodou plasmatickou aktivaci,
které tuto strukturu uzavie a je dostatecné opticky vhodné pro ndsledné meéteni a ptipadnou
manipulaci optickou pinzetou.

Kanalky maji s vyhodou obdélnikovy nebo Etvercovy prifez, tento tvar je jednodussi vytvofit
metodou litografie nez kanalek o kruhovém ¢i plilkruhovém pritezu (tyto typy kanalkd se vyrabéji
spise chemickym leptanim). Dalsi vyhodou ¢tvercového nebo obdélnikového prifezu kanalku je,
ze nezkresluje obraz, protoze horni i spodni plocha jsou rovnobézné a rovinné. Valcova plocha by
tvotila jakousi ¢ocku a kazila by obraz méfené bakterie a mohla by deformovat svazek optické
pinzety. Vyhodou je i to, ze v ptipadé ¢tvercového/obdélnikového prifezu se nebude piilis ménit
rovina zaostieni objektivu pfi pozorovani bakterii a bakterie budou plavat kanalkem piiblizné ve
stejné vzdalenosti od kryciho skla a bude jednodussi je zachytit optickou pinzetou a zméfit jejich
spektrum.

Samotny centralni kanal je opatien vstupnimi a vystupnimi kanalky, s vyhodou obdélnikového
prafezu o rozmérech 250£50 pum x 25+£10 pum, které jsou pfipojené ke vstupnim a vystupnim
otvortiim pro kapalné médium, které je do/z nich pfivadéno/odvadéno pomoci hadi¢ek. Jednotlivé
vstupni kanalky se postupné spojuji do jednoho centralniho kanalu o stejném prifezu. Centralni
kanal se nasledn¢€ zaZzi alespoii na polovinu své ptivodni §itky, s vyhodou se centralni kanal zizi na
30 az 50 % své ptuvodni sitky. V jednom provedeni se centralni kanal zazi do kanalku o prifezu
100£20 um x 25410 pm.

V dalsi ¢asti je zuzeny centralni kanal usporadan do meandru (jedna se o 3 az 5 pilkruhovych
zatacek kanalku), kde dochazi zménou rychlosti kapaliny na vnitini a vnéjsi strané¢ oblouku
k promichani kapaliny, ktera se jinak pohybuje pouze laminarné a k miseni dochazi pouze diftizi)
zamicha a homogenizuje.
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Z centralniho kanalu za meandrem odbocuje nékolik (jednotky az desitky) bo¢nich kanalku,
s vyhodou obdélnikového prifezu o rozmérech 25+10 um x 2510 pm o délce 50+20 um, z nichz
kazdy je zakonéen mikrokomorou, s vyhodou valcového tvaru, vyhodnéji o priméru 150+£50 um
a vySce 25+10 um. Veskeré kapaliny, jak vstupni tak i vystupni, jsou pfivedeny do mikrofluidniho
¢ipu pomoci hadicek.

Mikrokomory jsou urcené pro umisténi vzorku. VySe uvedené vyhodné rozmeéry mikrokomor
umoznuji zkoumani i velmi malého mnozstvi vzorku (naptiklad bun¢k). Diky mikrokomoram
v mikrofluidnim ¢ipu je mozné vystavovat bunky stresovym faktoriim, véetné antimikrobidlnich
latek, v uzavieném prostredi.

Mikrokomora ma s vyhodou objem v rozmezi od 100 do 1100 mm?, vyhodnéji je ve tvaru vélce
o prameru 150£50 um a vySce 2510 um.

Predmétem ptedkladaného technického feSeni je dale analytickd sestava pro charakterizaci
a identifikaci mikrobli pomoci optickych detekénich metod, kterd obsahuje vySe popsany
mikrofluidni ¢ip, umistény na podstave, kterd je svou rovinou v podstaté kolma vici optické ose
objektivu mikroskopu.

Ve vyhodném provedeni je rovina podstavy (a tedy i v ni umisténého mikrofluidniho ¢ipu)
nastavitelnd viici optické ose objektivu mikroskopu, ktery je osazen optickou pinzetou popsanou
v CZ 21642. Pro optickou pinzetu je potfeba objektivli s vysokou numerickou aperturou (vétsi nez
1, s vyhodou je numericka apertura v rozmezi od 1,2 do 1,3). Pracovni vzdalenost téchto objektivii
je vrozmezi mezi 0,2 mm a 0,5 mm. Vzdalenost mezi objektivem mikroskopu a mikrofluidnim
¢ipem umisténym na podstavé je vtémze rozmezi minus tloustka kryciho skla
(0,15 mm + 0,05 mm).

Ve vyhodném provedeni je podstavou tfiosy stolek, s vyhodou tfiosy fiditelny stolek, ktery
umoznuje naklapéni mikrofluidniho Cipu vii¢i ose objektivu mikroskopu a tim paralelizovat méfeni
rychlym pfesunem kapaliny mezi jednotlivymi komorami. Je tak mozné métit vice vzorkl
najednou, kazdy v jiné mikrokomote, coz zna¢n¢€ urychluje méfeni.

V jednom provedeni je mikroskop pfipojen k Ramanovu spektrometru. Toto uspotadani umoziuje
studium vitality bakterii pomoci Ramanovy spektroskopie. V jednom uspotadani je mikroskop
soucasti Ramanova spektrometru, respektive optickd pinzeta a mikrofluidni Cip jsou vlozeny do
Ramanovského mikroskopu tak, Ze se opticka pinzeta naSroubuje mezi télo mikroskopu
a mikroskopovy objektiv a mikrofluidni Cip se vlozi do fiditelného stolku mikroskopu.

Opticka pinzeta je popsana v uzitném vzoru ¢. CZ 21642. Jedna se o adaptér, ktery umoziuje
snadné zavedeni ultrafialového, viditelného a infracerveného zafeni do optické cesty mikroskopu.
Tento adaptér zahrnuje hlavni ¢ast adaptéru a kovové téleso, které jsou vzajemné spojeny tak, ze
zateni vychazejici z kovového télesa je kolmé vici optické ose mikroskopového objektivu, pricemz
v hlavni ¢asti adaptéru je umisténo dichroidni zrcadlo, naklonéné vii¢i optické ose mikroskopového
objektivu pod uhlem 45°, za dichroidnim zrcadlem je umisténo sklenéné okénko, svirajici
s optickou osou mikroskopového objektivu uhel 45° a zaroven s dichroidnim zrcadlem uhel 90°,
na spodni strané hlavni ¢asti adaptéru je priSroubovan upeviovaci Sroub pro pripojeni adaptéru
k télu optického mikroskopu, k upevitovacimu Sroubu je pfipevnén opticky filtr blokujici zafeni
pouzitého zdroje zafeni a na vrchni strané hlavni ¢asti adaptéru je vlisovana mosaznd objimka se
zavitem pro pfipojeni mikroskopového objektivu. Uvedené kovové téleso je s vyhodou
z invarového materialu a zahrnuje zdroj zateni a ¢ocku, ktera je umisténa za zdrojem zateni, blize
k hlavni ¢asti adaptéru.

Opticka pinzeta obsahuje jeden chytaci a druhy analyza¢ni laserovy paprsek. Opticka pinzeta slouzi
pro vybér a zachyceni pozadovaného vzorku, umoziiuje bezkontaktni transport tohoto vzorku do
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mikrokomory a jeho analyzu Ramanovou spektroskopii s vyuzitim jednoho chytaciho a druhého
analyzac¢niho laserového svazku.

V objektivu mikroskopu jsou chytaci laserovy svazek a analyzaéni laserovy svazek optické pinzety
ptivedeny do mikrofluidniho Cipu.

Hadicky béhem provozu analytické sestavy ptivadéji do vstupnich otvorit mikrofluidniho Cipu
veskeré vstupni kapaliny a odvadeéji veskeré vystupni kapaliny z vystupnich otvorti mikrofluidniho
¢ipu. Ve vyhodném provedeni jsou pouzivany dva typy hadicek. Tenké hadicky o vnéj§im praméru
360420 um a vnitinim priméru 140+£20 pm vyrobené z materidlu PEEK a hadicky o vnéj$im
priaméru 1,5+0,1 mm a vnitinim praméru od 0,1 mm do 1 mm, tyto hadicky mohou byt vyrobené
téz z PEEKu nebo z teflonu.

Tenké hadicky se pouzivaji pro pfivod kapalnych vzorkd do ¢ipu z divodu nutnosti presnéjsi
manipulace s priatoky kapalin a jejich primér byva lépe definovany, silnéjsi hadicky slouZzi spise
k odvodu kapaliny z ¢ipu. Maji zpravidla vétsi vnitini prifezy, aby nedochazelo k jejich ucpavani.

Kryeci skli¢ko slouzi k uzavieni profilu mikrofluidniho kanalku, ktery je po odliti nebo otisténi
z masky tvoren otevienym reliéfem v opticky Cistém materidlu mikrofluidniho Cipu (plastu nebo
skle) a je potieba ho prekryt. Je vhodné pouzit kryci sklicko, protoze ma optické a rozmérové
vlastnosti vhodné a potiebné pro pouziti optické pinzety. Lze pouzit i jiné materialy, ale jejich
tloustka nesmi byt vétsi nez je pracovni vzdalenost mikroskopového objektivu s vy$si numerickou
aperturou a to je 0,15 mm az 0,5 mm. V jednom provedeni je pracovni vzdalenost optické pinzety
od kryciho sklicka v rozmezi od 0 do 100 pum.

Béhem provozu analytické sestavy jsou hadickami do mikrofluidniho Cipu pfivadény vstupni
kapaliny. Vzorek (naptiklad mikroby v nosném médiu) je privadén vstupnim kanalkem, centralnim
kanélem a nasledné je bocnim kanalkem transportovan do mikrokomory prostfednictvim optické
pinzety. Opticka pinzeta obsahuje jeden chytaci a druhy analyzacni laserovy paprsek. Diky tomu
je mozné vybrat a zachytit poZzadovany vzorek, bezkontaktné transportovat tento vzorek do
mikrokomory a analyzovat jej napfiklad Ramanovou spektroskopii s vyuzitim Ramanova
spektrometru. Po vycisténi centralniho kanédlu od zbytkti vzorki (mikrobti) jsou s vyhodou
vstupnimi kanalky, dale centralnim kanalem a nasledné¢ bocnimi kanalky do mikrokomory
prostfednictvim optické pinzety piivadény dalsi latky, jejichz vliv na vzorek miize byt zkouman
(naptiklad roztok antibiotik a média). Koncentrace téchto latek v mikrokomofe mize byt
ovliviiovana zménou rychlosti toku kapaliny ve vstupnich kanalcich. Vzorky jsou nasledn€ méteny
Ramanovou spektroskopii s vyuzitim Ramanova spektrometru.

Zateni nepruzné rozptylené zachycenym vzorkem (Ramaniiv rozptyl) nese informaci
o molekularnich vazebnych vibracich ve vzorku a napomaha urcit jeho chemické slozeni
s mikrometrovym prostorovym rozliSenim. Jediny laserovy svazek tak umozni bezkontaktné
a sterilné zachytit vzorky v kapalin€ a soucasné je diagnostikovat, aniz by byla poskozena jejich
struktura nebo fyziologie. VInova délka je volena tak, aby nedochdzelo k absorpci zafeni, a tim
1 k destrukci vzorku a soucasné, aby byl Ramantv rozptyl detekovatelny. Pro Zivé mikroorganismy
je vhodné volit delsi vinové délky (700 az 900 nm). Pti takto zvolené vinové délce, je mozné
pozadovany vzorek sledovat i n¢kolik hodin (tzv. Casosbérna métreni) nebo naopak sledovat velmi
rychlé dynamické procesy.

Analytickou sestavu podle predkladaného technického feseni lze s vyhodou pouzit pro méfeni
vlivu antibiotik na bakterie, pfi némz jsou bakterie uchovavany v mikrokomorach a jejich vitalita
je méfena prostfednictvim rdznych detekénich metod, naptf. fluorescence, Ramanovy
spektroskopie, atd.

Koncentrace antibiotik se méni v zavislosti na rychlosti toku média s antibiotiky ve vstupnich
kanalcich. Vitalita bakterii se méii naptiklad Ramanovou spektroskopii a hleda se koncentrace
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a typ antibiotik, které dané bakterie zabijeji. Pfi jednom méfeni je mozné pouzit vice nezavislych
mikrokomor, do kterych je mozné vlozit jak stejné, tak i rozdilné druhy bakterii a nasledné tyto
rozdilné druhy bakterii ovliviiovat stejnym typem a koncentraci antibiotik.

Predkladdané technické feSeni umoznuje rychlé, bezkontaktni a Setrné mefeni Ramanova spektra

zivych 1 nezivych vzorkl (napiiklad bakteridlnich bunck). Méreni je nedestruktivni, bakterialni
bunky méfeni preziji, a je tedy mozné je vyuzit pro nasledné analyzy.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1: Axonometricky pohled na analytickou sestavu.
Obrazek 2: Bo¢ni pohled na analytickou sestavu.
Obrazek 3: Nakres mikrofluidniho ¢ipu a schéma kanalu 6.

Piiklad uskuteénéni technického feSeni

Byla sestrojena analytickd sestava pro charakterizaci a identifikaci mikrobi Ramanovou
spektroskopii podle obrazkli 1 a 2. Analyticka sestava obsahuje mikrofluidni ¢ip 2, z jehoZ horni
strany po bocich vystupuji hadi¢ky 3 z materialu PEEK a ktery je svou spodni stranou ulozeny na
fiditelném tiiosém stolku, slouzicim jako podstava 4, ktery je umistén na horni ¢asti objektivu 5
mikroskopu (s numerickou aperturou 1,3), ktery je dale svou spodni ¢asti pfipojen k optické pinzeté
7 dle CZ 21642. Objektivem 5 mikroskopu jsou chytaci a analytické laserové svazky optické
pinzety 7 ptfivedeny do mikrofluidniho Cipu 2. Mikroskop je soucésti Ramanova spektrometru,
opticka pinzeta 7 a mikrofluidni ¢ip 2 jsou vloZeny do Ramanovského mikroskopu tak, ze opticka
pinzeta 7 se nasroubuje mezi t¢lo mikroskopu a mikroskopovy objektiv 5 a mikrofluidni ¢ip 2
(obrazek 3) se vlozi do fiditelného stolku mikroskopu.

Mikrofluidnim ¢ipem 2 (obrazek 3) prostupuje centralni kanal 6, k némuz jsou pfipojeny vstupni
6.1, vystupni 6.2 a bocni kanalky 12. Vstupni a vystupni kanalky maji obdélnikovy priliez
250 pm x 20 pm. Jednotlivé vstupni kanalky se postupné spojuji do centralniho kanalu 6 o prifezu
250 pm x 20 pm. Centralni kanal 6 se dale zuzuje na prafez 100 pm x 20 pm a jim prochazejici
kapalny obsah se nasledné¢ v meandru 11 zamicha a homogenizuje. Meandr 11 obsahuje
5 palkruhovych zatacek o poloméru 125 um. Z centralniho kanalu 6 odbocuje 10 bo¢nich kanalki
12 o prafezu 20 pm x 20 pm a o délce 50 um, které jsou zakonceny valcovymi mikrokomorami
o praméru 150 um a vysce 20 um.

Mikrofluidni €ip 2 byl vyroben metodou mekkeé litografie, odlévanim na masku z SU-8 vytvoienou
UV litografii na kiemikovou desti¢ku. Na mikrofluidnim ¢ipu 2 byly mékkou litografii z PDMS
vytvoreny reliéfni kanalky, které byly nasledné uzavieny vzduchotésnym a kapalino tésnym
ptilepenim kryciho sklicka plasmatickou aktivaci.

Béhem provozu analytické sestavy jsou hadickami 3 do mikrofluidniho €ipu 2 piivadény vstupni
1 vystupni kapaliny. Vzorek (napiiklad mikroby v nosném médiu) je ptivadén vstupnim kanalkem
6.1, dale centralnim kanalem 6 a nasledné je bo¢nim kanalkem 12 transportovan do mikrokomory
11 prostrednictvim optické pinzety 7. Opticka pinzeta 7 obsahuje jeden chytaci a druhy analyzaéni
laserovy paprsek. Diky tomu je mozné vybrat a zachytit poZzadované vzorky, bezkontaktné
transport tyto vzorky do mikrokomory a analyzovat je Ramanovou spektroskopii s vyuZzitim
Ramanova spektrometru. Nasleduje vyc¢isténi centralniho kanalu 6 od zbytkl vzorkd a pfivedeni
dalsich latek, jejichz vliv na vzorek mize byt zkouman, vstupnim kanalkem, dale centralnim
kanalem 6 a nasledné transport bo¢nim kanalkem do mikrokomory prostednictvim optické pinzety
7. Koncentrace téchto latek v mikrokomote miZze byt ovliviiovana zménou rychlosti toku kapaliny
ve vstupnich kanalcich. Vzorky jsou nasledné méfeny Ramanovou spektroskopii s vyuzitim
Ramanova spektrometru. Riditelny tfiosy stolek slouzici jako podstava 4 umoziiuje paralelizaci
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méfeni rychlym pfesunem mezi jednotlivymi mikrokomorami. Je tak mozné méfit vice vzorku
najednou, kazdy v jiné mikrokomoie, coZz zna¢n¢ urychluje meéfeni. Velice malé rozmeéry
mikrokomory umoziuji zkoumani i velmi malého mnozstvi vzorku (naptiklad bakterialnich bun¢k).

Prumyslova vyuzitelnost

Uplatnéni tohoto zafizeni muze byt jak ve vyzkumu, tak i v klinické diagnostice, ¢i jinych
aplikacich, kde je potfeba zkoumat bakterie na irovni jednotlivych bunék, ptipadné kde je zadouci
jejich kultivace v kontrolovaném mikroprostedi, véetné vystavovani riznym stresovym faktorim
(zména teploty nebo koncentrace rtiznych latek).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Mikrofluidni ¢ip (2) pro mikroskopickou analyzu, vyznaceny tim, ze obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alespoii jednim vstupnim kanilkem (6.1),
pfipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespon jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium,;

ptricemz centralni kanal (6) je v jedné své Casti uspotadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pfi¢emz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) ptipojen alespon jeden bo¢ni kanalek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pti¢emz mikrofluidni Cip je vyrobeny z opticky Cistého materialu.

2. Mikrofluidni ¢ip (2) podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze centralni kanal (6) a bo¢ni kanalek (12)
maji ¢tvercovy nebo obdélnikovy priiez.

3. Mikrofluidni ¢ip (2) podle kteréhokoliv z ptedchozich narokti 1 az 2, vyznaceny tim, Ze je
vyrobeny z polydimethylsiloxanu, polymethylmethakrylatu a/nebo skla, s vyhodou je vyrobeny
z polydimethylsiloxanu.

4. Mikrofluidni ¢ip (2) pro mikroskopickou analyzu, vyznaceny tim, Ze obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alespon jednim vstupnim kanalkem (6.1),
ptipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespon jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium;

pricemz centralni kanal (6) je v jedné své Casti uspofadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pricemz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) ptipojen alespoii jeden boc¢ni kanalek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pricemz mikrofluidni Cip je vyrobeny z opticky Cistého materialu;
a pticemz centralni kanal (6) a bo¢ni kanalek (12) maji ¢tvercovy nebo obdélnikovy priifez;
a ptficemz meandr (11) sestava ze tfech az péti pulkruhovych zatacek centralniho kanalu (6).

5. Mikrofluidni ¢ip (2) podle naroku 4, vyznadeny tim, ze ptlkruhové zatacky meandru (11)
centralniho kandlu (6) maji polomér v rozmezi od 100 pm do 500 um.

6. Mikrofluidni ¢ip (2) pro mikroskopickou analyzu, vyznaceny tim, zZe obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alespon jednim vstupnim kanalkem (6.1),
pfipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespon jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium,;

pficemz centralni kanal (6) je v jedné své Casti uspotadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pficemz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) pfipojen alespoii jeden bo¢ni kanalek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pfi¢emz mikrofluidni €ip je vyrobeny z polydimethylsiloxanu;

-8-
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a pricemz centralni kanal (6) a bo¢ni kanalek (12) maji ¢tvercovy nebo obdélnikovy prifez;

a pfi¢emz meandr (11) sestava ze tfech az péti pulkruhovych zatacek centralniho kanalu (6), pfi¢emz
prufez centralniho kanalu (6) mé rozméry od 100 x 15 um do 300 x 35 um a pulkruhové zatacky
centralniho kanalu (6) maji polomér v rozmezi od 100 pm do 500 pm.

7. Mikrofluidni €ip (2) pro mikroskopickou analyzu, vyznaceny tim, ze obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alesponn jednim vstupnim kanalkem (6.1),
pfipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespont jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium;

pticemz centrdlni kanal (6) je v jedné své Casti uspofadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pricemz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) pfipojen alespoii jeden bo¢ni kanélek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pticemz mikrofluidni Cip je vyrobeny z polydimethylsiloxanu a ma tvar kvadru o rozmérech
v rozmezi od 20 mm x 40 mm x 0,5 mm do 26 mm x 76 mm x 10 mm;

a pricemz centralni kanal (6) ma obdélnikovy prufez o rozmérech od 100 x 15 um do 300 x 35 um;

a pricemz bocni kanalek (12) ma ctvercovy nebo obdélnikovy prifez o rozmérech
25410 pm x 25+10 pum a délka bo¢niho kanalku (12) je v rozmezi od 30 do 70 um;

a pricemz meandr (11) sestava ze tfech az péti pilkruhovych zatacek centralniho kandlu (6), které
maji polomér v rozmezi od 100 pm do 500 pm.

8. Mikrofluidni Cip (2) pro mikroskopickou analyzu, vyznaceny tim, zZe obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alespoii jednim vstupnim kanalkem (6.1),
pfipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespon jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium,;

ptri¢emz centralni kanal (6) je v jedné své Casti uspotadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pfi¢emz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) ptipojen alespon jeden bo¢ni kanalek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pricemz mikrofluidni Cip je vyrobeny z polydimethylsiloxanu, polymethylmethakrylatu a/nebo skla
a ma tvar kvadru o rozmérech

v rozmezi od 20 mm x 40 mm x 0,5 mm do 26 mm x 76 mm x 10 mm;
a pficemz centralni kanal (6) ma obdélnikovy prifez o rozmérech od 100 x 15 pm do 300 x 35 um;

a pricemz bocni kanalek (12) ma ctvercovy nebo obdélnikovy prifez o rozmérech
25410 pm x 25+10 um a délka bo¢niho kanalku (12) je v rozmezi od 30 do 70 um;

a pfi¢emz meandr (11) sestava ze tfech az péti pilkruhovych zataéek centralniho kanalu (6), které
maji polomér v rozmezi od 100 um do 500 pm;

a pricemz mikrofluidni ¢ip (2) je ve formé reliéfu z polydimethylsiloxanu, jehoz vystupujici plocha
je vzduchotésné a kapalinotésné uzaviena krycim sklem (1).
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9. Mikrofluidni ¢ip (2) podle kteréhokoliv z pfedchozich narokti 1 az 8, vyznaceny tim, Ze
mikrokomora (10) mé objem v rozmezi od 100 do 1100 mm?.

10. Analyticka sestava pro charakterizaci a identifikaci mikrobti pomoci optickych detekcnich
metod, vyznacena tim, Ze obsahuje:

- Ramantiv mikroskop,

- optickou pinzetu (7) pro vybér, zachyceni a transport pozadovaného vzorku do mikrokomory (10),
ktera je umisténa mezi t€lem a objektivem (5) Ramanova mikroskopu, a pficemz analyticka sestava
je uzpisobena pro pfivedeni chytaciho laserového svazku a analyzac¢niho laserového svazku optické
pinzety (7) skrze objektiv (5) mikroskopu do mikrofluidniho ¢ipu (2);

- mikrofluidni ¢ip (2) pro mikroskopickou analyzu, umistény na podstavé (4), ktera je svou rovinou
v podstaté kolma vici optické ose objektivu (5) mikroskopu; ptfic¢emz mikrofluidni ¢ip (2) obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alesponn jednim vstupnim kanalkem (6.1),
ptipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespon jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium,;

pricemz centralni kanal (6) je v jedné své Casti uspofadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pricemz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) ptipojen alespoii jeden boc¢ni kanalek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pti¢emz mikrofluidni Cip je vyrobeny z opticky Cistého materialu.

11. Analyticka sestava pro charakterizaci a identifikaci mikrobti pomoci optickych detekcnich
metod, vyznacena tim, Ze obsahuje:

- Ramantv mikroskop, jehoz objektiv (5) ma numerickou aperturu vétsi nez 1;

- optickou pinzetu (7) pro vybér, zachyceni a transport pozadovaného vzorku do mikrokomory (10),
ktera je umisténa mezi t€lem a objektivem (5) Ramanova mikroskopu, a pfi¢emz analyticka sestava
je uzpisobena pro pfivedeni chytaciho laserového svazku a analyza¢niho laserového svazku optické
pinzety (7) skrze objektiv (5) mikroskopu do mikrofluidniho ¢ipu (2);

- mikrofluidni ¢ip (2) pro mikroskopickou analyzu, umistény na tfiosém fiditelném stolku,
uzpuisobeném pro naklapéni mikrofluidniho ¢ipu (2) viici ose objektivu (5) mikroskopu, ktera je
svou rovinou v podstaté kolma viici optické ose objektivu (5) mikroskopu; pti¢emz mikrofluidni Cip
(2) obsahuje:

- centralni kanal (6), opatfeny na jednom konci alespon jednim vstupnim kanalkem (6.1),
ptipojenym ke vstupnimu otvoru (8) pro kapalné médium, a na druhém konci alespon jednim
vystupnim kanalkem (6.2), pfipojenym k vystupnimu otvoru (9) pro kapalné médium,;

pficemz centralni kanal (6) je v jedné své Casti uspotadan do meandru (11) pro promichani kapaliny;

a pficemz mezi meandrem (11) centralniho kanalu (6) a vystupnim kanalkem (6.2) je k centralnimu
kanalu (6) pfipojen alespoi jeden bo¢ni kanalek (12) opatfeny na svém konci mikrokomorou (10);

pfic¢emz mikrofluidni Cip je vyrobeny z polydimethylsiloxanu, polymethylmethakrylatu a/nebo skla
a ma tvar kvadru o rozmérech

v rozmezi od 20 mm x 40 mm x 0,5 mm do 26 mm x 76 mm x 10 mm;

-10 -
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a pricemz centralni kanal (6) ma obdélnikovy prifez o rozmérech od 100 x 15 um do 300 x 35 um;

a pricemz bocni kanalek (12) ma ctvercovy nebo obdélnikovy prifez o rozmérech
25410 pm x 25+10 um a délka bo¢niho kanalku (12) je v rozmezi od 30 do 70 um;

a pficemz meandr (11) sestava ze tfech az péti pulkruhovych zatacek centralniho kanalu (6), které
maji polomér v rozmezi od 100 um do 500 pm;

a pricemz mikrofluidni Cip (2) je ve formé reliéfu z polydimethylsiloxanu, jehoz vystupujici plocha
je vzduchotésné a kapalinotésné uzaviena krycim sklem (1).

3 vykresy

Seznam vztahovych znacek:

1 — kryci sklicko

2 — mikrofluidni Cip

3 — hadicka

4 — podstava

5 — objektiv mikroskopu
6 — centralni kanal

6.1 — vstupni kanalek
6.2 — vystupni kanalek
7 — opticka pinzeta

8 — vstupni otvor

9 — vystupni otvor

10 — mikrokomora

11 - meandr

12 — bo¢ni kanalek

-11 -
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Obr. 1
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