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Streszczenie

STRESZCZENIE

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie wysokoprzepustowej metody
badania odpornosci na antybiotyki na poziomie pojedynczych komorek bakterii. Badania
opisane w tej rozprawie doktorskiej mozna podzieli¢ na konstrukcje systemu
mikroprzeplywowego (A, B, C) i wykorzystanie tego systemu do badan nad odpornos$cia
na antybiotyki pojedynczych komérek (D).

A. Precyzyjne i dokladne rozcienczanie substancji w kroplach o
objetosci rzedu jednego mikrolitra

W tej czesci rozprawy za cel postawiono skonstruowanie mikroprzeptywowego
urzadzenia, stuzacego do generowania szeregu rozcienczen probki, tak by rozcienczenia
byly mozliwie jak najbardziej powtarzalne i by do kazdego rozcienczenia z szeregu
dodawa¢ osobno inng probke o stalym stezeniu. Uwagi wymagat problem
niedoskonatego wykonania wielu nominalnie identycznych kopii geometrii kanatow do
odmierzania objetosci kropel.

Opracowano rozwigzanie, ktére wykorzystuje jedng kopie putapki hydrodynamicznej do
przeprowadzania wszystkich operacji odmierzania kropel w protokole rozcienczania, co
pozwala na osiggnigcie stalego wspolczynnika rozcienczen z wysoka precyzjg i
dokfadnos$cig. Ponadto opracowano metode dodawania do kazdej kropli z szeregu
precyzyjnie odmierzonej kropli innej substancji.

Ta czeg$¢ badan jest opisana w rozdziatach 3.1.14.1.

B. Pasywna emulsyfikacja szeregu mikrolitrowych kropel

Celem tej czesSci rozprawy bylo opracowanie geometrii kanatu, ktora pasywnie
generowalaby szeregowe rozcienczenie substancji w serii kropel, a nastepnie
emulsyfikowataby otrzymane krople z rozcienczong probkg. Opracowane rozwigzanie w
sposob pasywny generuje z jednej kropli probki i szeregu kropel rozcienczalnika szereg
monodyspersyjnych emulsji, z ktorej kazda emulsja zawiera inne stezenie probki.
Emulsyfikacja odbywa si¢ na progu (ang. microfluidic step emulsification, MSE) 1 jest
wolna od objetosci martwych probek dzigki pochylni, prowadzacej krople przeznaczone
do emulsyfikacji do progu emulsyfikujacego.

Zbadano zachowanie kropli w geometrii MSE. Zbadano wplyw napigcia
powierzchniowego 1 predkosci przeplywu na parametry generowanych emulsji 1 na
czestotliwos$¢ generacji kropel. Opracowano pasywne rozwigzanie problemu zatykania
dysz przez krople powstajacej emulsji. Opracowano paralelizacj¢ modutu
emulsyfikujacego ze zwroceniem uwagi na oddzialywania miedzy dyszami i na wptyw
przeptywu fazy ciaglej wokot emulsyfikowanych kropel na proces emulsyfikacji.
Zaobserwowano takze ruch wsteczny ptyndow przy pasywnym odrywaniu kropel emulsji
na progu.

Ta czg$¢ badan jest opisana w rozdziatach 3.2. 1 4.2.
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C. Separacja emulsiji, ich inkubacja i detekcja wzrostu bakterii

Celem tej czesci rozprawy bylo opracowanie metody generacji szeregu emulsji
nanolitrowych kropel pozywki bakteryjnej z bakteriami i z roéznym st¢zeniem
antybiotyku, rozdzielenia tych emulsji bez usuwania ich =z wurzadzenia
mikroprzeplywowego, inkubacji tych emulsji w podwyzszonej temperaturze, i detekcji
sygnatu fluorescencyjnego z inkubowanych kropel. W skonstruowanym urzadzeniu
wykorzystano nowatorska metod¢ separacji emulsji w szeregu w przewodzie
polietylenowym przy uzyciu trzeciej fazy cieklej, ktéra nie mieszata si¢ z pozostatymi
fazami w ukladzie. Ta metoda pozwolila na identyfikacje emulsji bez koniecznos$ci ich
chemicznego znakowania. Inkubacja odbywata si¢ w przewodzie polietylenowym, ktéry
mozna bylo odlagcza¢ od modulu generujacego emulsje. Detekcja sygnatu
fluorescencyjnego z kazdej kropli byla prowadzona przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego.

Ta cze$¢ badan jest opisana w rozdziatach 3.3.14.3.

Badanie odpornosci na antybiotyk z uwzglednieniem efektu
inoculum do poziomu populacji sktadajgcych sie z jednej komérki

Celem tej czesci rozprawy byla analiza przezywalnosci bakterii w izolowanych
populacjach w obecnosci antybiotyku o rdéznym stezeniu przy roznej liczebnosci
poczatkowej populacji bakterii, wigcznie z badaniem populacji sktadajacych si¢ z
pojedynczej izolowanej komorki. Kazda populacja byta zamknieta w kropli, co izolowato
dang populacje od pozostatych populacji. Wyznaczono z wysoka przepustowoscig
poziom odpornosci na antybiotyk w zaleznosci od poczatkowej liczebnosci populacji.
Pokazano takze wplyw stezenia antybiotyku na morfologie populacji bakterii. Wskazano
takze na mozliwo$¢ dystrybucji poziomu odpornosci w izogenicznej populacji bakterii,
wskazujagc na zmiennos$¢ fenotypowa. Opisane tu badania z zakresu mikrobiologii,
wykonane klasycznymi metodami, bylyby niezwykle czasochtonne lub co najmniej
nietrywialne.

Ta cze$¢ badan jest opisana w rozdziatach 3.4. 14.4.
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Summary

SUMMARY

The aim of this doctoral dissertation was to develop a high-throughput method of
screening and analyzing antibiotic resistance at the level of single bacterial cells. The
research conducted by the author can be divided into the construction of the microfluidic
platform (A, B, C) and the application of this platform to studies of antibiotic resistance
at the single-cell level (D).

A. Precise and accurate dilution of samples in microliter droplets

In this part of the dissertation the goal was to develop a microfluidic device that would
generate a series of dilutions of a sample so that the dilutions would be as reproducible
as possible, and so that it would be possible to add a precisely metered portion of another
sample to each of the dilution the series.

The problem of imperfect fabrication of numerous copies of channel geometries for
metering of droplets needed to be addressed. The developed and here described solution
allows for achieving a constant dilution factor with high precision and accuracy by
metering all the droplets participating in the dilution process in a single metering trap. An
add-on module was developed that allowed for addition of precisely metered droplets
with another sample to each droplet in the dilution series.

This part of work is described in the chapters 3.1. and 4.1.

B. Passive emulsification of multiple aqueous microliter plugs

The goal of this part of the dissertation was to develop a microchannel geometry that
would produce a dilution series in droplets and later enforce emulsification of this series.
The developed solution passively generates a dilution series and later emulsifies the series
passively by step emulsification. The emulsification of droplets is free of dead droplet
volumes because of a slope that leads to the emulsification module.

The behavior of the droplet in the step emulsification module was analyzed and the
influence of surface tension and flow rate in the system on the parameters of the generated
emulsions and on the frequency of droplet generation was elucidated. A passive solution
to the problem of nozzle clogging was developed. Parallelization of the passive nozzles
was also done with remarks to the interplay between nozzles and the influence of gutter
flow on emulsification in a parallelized step emulsification system. Backflow of liquids
during droplet breakup in step emulsification was registered directly for the first time.

This part of work is described in the chapters 3.2. and 4.2.
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C. Separation, incubation, and detection of signals from emulsions

The aim of this part of the dissertation was to develop a method of generation of series of
nanoliter droplet emulsions of bacterial medium with bacteria in the same concentration
and with antibiotic diluted between emulsions that would allow for separation of these
emulsions without removing them from the microfluidic device, for incubation of these
emulsions, and for detection of fluorescent signals from each droplet from each emulsion.
A novel method of separation of emulsions with a third immiscible liquid phase was used
to separate emulsions and to gather them in a polyethylene tubing. This new method
allowed for identification of reaction conditions with only knowing the order of generated
emulsions without chemical labeling of droplets. Incubation was possible in the tubing,
and the detection was done with a confocal microscope.

This part of work is described in chapters 3.3. and 4.3.

D. Screening of antibiotic resistance and the inoculum effect down
to the single-cell level

The aim of this part of the dissertation was to analyze the viability of bacteria in isolated
populations in the presence of an antibiotic at different concentrations with different
initial number of the bacterial cells in the populations, including populations containing
only single isolated cells. Each population was separated from others in droplets of
bacterial medium. Dependency of the level of antibiotic resistance on the initial number
of cells in the populations was measured at high throughput. Influence of antibiotic
concentration on the morphology of bacterial populations was shown. A hint towards a
distribution of antibiotic resistance in a population of isogenic cells was found, suggesting
phenotypic heterogeneity. The assays described here would be laborious and time-
consuming or non-trivial if the methods described in A, B and C were not employed.

This part of work is described in the chapters 3.4. and 4.4.
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Summary

Lista skrotow:

cv coefficient of variance, wspédtczynnik wariancji

MH Pozywka Mueller-Hinton

MIC Minimum Inhibitory Concentration, minimalne stezenie (antybiotyku) hamujgce
(wzrost bakterii)

MSE Microfluidic Step Emulsification, emulsyfikacja wymuszona geometrig kanatu

PC Polycarbonate, poliweglan

PCR Polymerase Chain Reaction, reakcja tancuchowa polimerazy

PDMS Poli(dimetylosiloksan)

PMMA  Poli(metakrylan metylu), szkto akrylowe

scMIC single cell Minimum Inhibitory Concentration, minimalne stezenie hamujqce

wzrost pojedynczej izolowanej bakterii
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Motywacja i cel badan

MOTYWACJA | CEL BADAN

Walka z odpornos$cig bakterii na antybiotyki jest kluczowa dla problematyki zdrowia
publicznego. Wedlug danych Komisji Europejskiej rocznie w Unii Europejskiej 25
tysiecy osob umiera na skutek zakazenia bakteriami odpornymi na co najmniej jeden
antybiotyk (dane za 2009 rok),! zaé na calym $wiecie rocznie z tego powodu umieraé
moze nawet 700 tysiecy osob>. W Stanach Zjednoczonych Ameryki rocznie z powodu
infekcji bakteryjnych odpornych na antybiotyki umiera ok. 23 tysiecy osob (dane Center
for Disease Control and Prevention za 2013 rok>. Poza oczywistg konieczno$cig ochrony
zdrowia 1 zycia ludzi, istotny jest jeszcze aspekt ekonomiczny infekcji wywotanych przez
bakterie odporne na antybiotyki: wedlug Komisji Europejskiej w samej tylko Unii
Europejskiej roczny koszt leczenia oso6b zainfekowanych takimi bakteriami i
spowodowane przez to straty produktywnosci pracownikdéw to okolo pottora miliarda
Euro'. Skala wystepowania bakterii odpornych na antybiotyki jest nie do przecenienia:
wedhug raportu AMR w Polsce ok. 70 % testowanych izolatow klinicznych bakterii
Escherichia Coli i powodujacej zapalenie pluc bakterii Klebsiella Pneumoniae bylo
odpornych na co najmniej jeden antybiotyk (Srednia UE dla E. Coli 58,6 %, dla K.
Pneumoniae 34,5 %).* Niestety, rokrocznie spada liczba nowych antybiotykow
dopuszczonych do uzycia w praktyce klinicznej.> W polaczeniu z coraz powszechniej
wystepujacymi szczepami bakterii odpornych na antybiotyki, przepowiada to zgota
ponurg przysztos¢ w przypadku nie podjecia walki ze zjawiskiem odpornosci bakterii na

antybiotyki.

Jednym z aspektow tej walki jest nabywanie odpornosci przez bakterie wcze$nie]
wrazliwe na antybiotyk. Z tego punktu widzenia wazny jest efekt inoculum, ktory opisuje
fakt, iz do powstrzymania wzrostu mniejszej populacji bakterii potrzeba mniejszego
stezenia antybiotyku niz w przypadku bardziej licznej populacji bakterii. W praktyce
klinicznej stosuje si¢ standardowe stezenie bakterii z pewng tolerancja, jednak wykazano,
ze nawet w zakresie tego tolerowanego rozrzutu stezen poczatkowych bakterii widaé
roznice w mierzonych warto$ciach MICS. Duze znaczenie ma efekt inoculum odchylony
w strong wigkszych stezef bakterii, bowiem dla duzych populacji bakterii antybiotyk
przepisany przez lekarza moze by¢ niewystarczajacy do powstrzymania infekcji’?®.
Ekstremalnym przypadkiem efektu inoculum odchylonego w stron¢ niskich stezen

bakterii jest populacja bakterii, zawierajaca tylko jedng komorke. SteZenie antybiotyku
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niezb¢dne od zahamowania wzrostu pojedynczej, izolowanej komorki bakteryjnej to z
ang. single cell minimum inhibitory concentration, scMIC. Wydawa¢ by si¢ moglo, ze
efekt inoculum odchylony w strong niskich stezen bakterii nie jest problematyczny
klinicznie, bowiem standardowe stezenie antybiotyku i tak powstrzyma wzrost nizszego
stezenia bakterii niz standardowe. Jednakze wykazano, ze ste¢zenie antybiotyku
przewyzszajace scMIC, ale nie hamujace wzrostu calej populacji bakterii, wywiera presje
ewolucyjna na wigkszych populacjach bakterii w kierunku nabycia odpornosci na ten
antybiotyk®, co czyni z parametru scMIC niezwykle wazny i interesujacy temat badan z
punktu widzenia ewolucji odpornosci na antybiotyki. W praktyce klinicznej za$ latwo
sobie wyobrazi¢ pacjentow, ktorzy stwierdzajac, ze nie s3 juz chorzy, przestaja
przyjmowac antybiotyk lub przyjmuja mniejsze dawki niz zalecone przez lekarza: w ten
sposob tacy pacjenci mogliby si¢ przyczynia¢ do nabywania odpornosci na antybiotyki
przez bakterie poprzez przyjmowanie zbyt niskich porcji antybiotyku'®. Jednakze
wyznaczanie wartosci scMIC klasycznymi metodami mikrobiologii jest zmudne i cechuje

si¢ niskg przepustowoscia.

Niniejsza rozprawa doktorska traktuje o szeregu interdyscyplinarnych projektow,
majacych na celu skonstruowanie systemu mikroprzeptywowego do efektywnego
oznaczania scMIC. Celem badan bylo opracowanie poszczegdInych elementdéw systemu,
opisanie ich z punktu widzenia ich przydatnosci jako samodzielnych modutow
mikroprzeplywowych, a finalnie ich integracja w wysokoprzepustowy system w celu

uzyskania informacji o odpornosci na antybiotyki pojedynczych komorek.
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Zastosowania mikroprzeptywéw w biologii i medycynie

1.1. Mikroprzeptywy i techniki mikroprzeptywowe

Mikroprzeptywy to stosunkowo mtoda dziedzina nauki, traktujaca o przeptywach ptynow
w kanatach o wymiarach mniejszych niz 1 mm. W kanatach o tak matych rozmiarach

najczesciej liczba Reynoldsa,

Re = %L (1)

v
gdzie:
u — predko$c¢ charakterystyczna ptynu
|l — wymiar charakterystyczny
v — lepko$¢ kinematyczna ptynu

tj. stosunek sil bezwladnosci do sil lepkosci, osigga bardzo niskie wartosci, co oznacza

rezim laminarny przeptywu ptynéw w kanatach.

Ponadto, mate rozmiary kanatdéw mikroprzeptywowych sprawiaja, ze grawitacja odgrywa
w nich duzo mniejszg role niz w kanatach czy rurach o duzych srednicach. Maty wptyw
grawitacji w uktadach mikroprzeptywowych jest wyrazony niska liczba Bonda, opisujaca

stosunek sit grawitacji do sil napigcia powierzchniowego:

* g 12
BO:PQ
g

> (2)
gdzie:
p — gestosc
g — przyspieszenie ziemskie

[ — wymiar charakrystyczny

o — napiecie powierzchniowe
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W przeplywach odbywajacych si¢ w tak malej skali znaczenia nabieraja sily
powierzchniowe, ktore sa wyrazone w liczbie kapilarnej, opisujacej stosunek naprezen

scinajacych do sit kapilarnych:

Ca=%2 (3)

gdzie:

U — lepkos¢ dynamiczna ptynu

V — predkos$¢ charakterystyczna ptynu

o — napiecie powierzchniowe

Przytoczone tu cechy technik mikroprzeplywowch wskazuja na wiele mozliwosci
wykorzystania tych technik do wykonywania skomplikowanych operacji na plynach,
ktore to operacje nie bytyby mozliwe lub bylyby nietrywialne w urzadzeniach opartych
na kanatach o wigkszych §rednicach. W przyrodzie wystepuje wiele przyktadow kanatow
mikroprzeplywowych, takich jak naczynia wlosowate ukfadu krwiono$nego ssakow,
jednak techniki mikroprzeplywowe zostaly zaproponowane do kontrolowanego
przeptywu plyndéw w systemach opracowanych przez cztowieka dopiero w latach 90. XX
wieku!' i od tamtej pory ciesza sie niegasnacym zainteresowaniem naukowcow i
inzynierow na catym $wiecie!>!6.

Poczatkowe badania nad technikami mikroprzeptywowymi przyniosty rezultat w postaci
podwalin pod calg dziedzing nauki, takich jak szybkie prototypowanie uktadow
mikroprzeptywowych przy pomocy migkkej fotolitografii!’, zintegrowanych z kanatami
mikrozaworéw pneumatycznych'®, czy urzadzen wykonujacych podstawowe operacje
chemii analitycznej, takie jak generacja liniowych gradientow stezenia'®. Poczatkowo
prezentowane uktady mikroprzeptywowe byly oparte tylko na jednej fazie cieklej. Jak
wspomniano wczesniej, w ukladach mikroprzeptywowych dominuje przeplyw
laminarny, tj. w prostym kanale ciecz uklada si¢ w warstwy o r6znej predkosci przeptywu
w zalezno$ci od odleglosci warstwy od $cianki kanatu. W ruchu laminarnym w prostym

kanale nie zachodzi mieszanie pomi¢dzy warstwami inaczej niz na drodze dyfuzji, co

Strona 19



Zastosowania mikroprzeplywéw w biologii i medycynie

oznacza, ze wymieszanie dwoch ptyndw dostarczonych do kanatu jednofazowego ukiadu
mikroprzeplywowego wymaga bardzo dlugiego kanatu lub bardzo dlugiego czasu
wspolnego przeptywu tych dwoch ptynow.

1.1.1. Techniki mikroprzeptywowe oparte na kroplach

Prawdziwy przetom w rozwoju technik mikroprzeplywowych stanowito wprowadzenie
wielofazowych urzadzen mikroprzepltywowych. Takie uktady wykorzystuja dwie (lub
wiecej) niemieszajace si¢ fazy plynne: faze ciagla, ktora zwilza §cianki kanatow 1 fazg
rozproszong, ktora nie zwilza §cianek. Faza rozproszona wystepuje w takich uktadach w
postaci kropel zawieszonych w fazie ciaglej. Krople, przeptywajac przez kanal,
doswiadczajg dziatania sit tarcia przy $ciankach kanatu zupehie jak pojedyncza ptynaca
faza ptynu. Roéznica polega na tym, ze kropla jest ograniczona z kazdej strony przez
granic¢ faz z fazg ciagla. Warstwa ptynu w kropli, znajdujaca si¢ najblizej Scianki kanatu,
porusza si¢ wolniej niz warstwa w §rodku kanatu. Ograniczenie przestrzenne, wynikajace
z obecnosci granicy faz, sprawia ze warstwa plynu z pobliza $cianki przemieszcza si¢ do
tylu kropli 1 staje si¢ warstwg Srodkowa, szybko ptynaca, za$ warstwa S$rodkowa
przemieszcza si¢ do czota kropli i rozlewa si¢ w strong¢ $cianek kanatu, stajac si¢ warstwg
wolno ptyngcg. Ten fenomen zwany jest transformacja piekarza (ang. baker’s
transformation)*® ze wzgledu na podobienstwo nastepujacych po sobie rozcigganiu i
sktadaniu warstw ptynu do czynnosci wykonywanych na cie$cie przed upieczeniem
chleba (Ryc. 1). Transformacja piekarza sprawia, ze mieszanie w kroplach zachodzi
btyskawicznie (nawet milisekundy)?! w poréwnaniu do mieszania w kanatach uktadow
opartych na pojedynczej fazie. Mieszanie w kroplach moze by¢ jeszcze przyspieszone
przez wykorzystanie roznego rodzaju geometrii kanaldow zaburzajacych przepltyw
laminarny, czy nawet zwyklych zakretow w kanalach®!. Szybkie mieszanie w kroplach

umozliwia znaczne zmniejszenie dlugosci kanalow w ukladach i otwiera nowe

mozliwos$ci wykorzystania technik mikroprzeptywowych wykorzystujacych krople.
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Ryc. 1. Schemat mieszania w kroplach w uktadach mikroprzeptywowych. a) Eksperymetalnie
pokazane mieszanie. Water — woda, oil — olej, out — wylot. Generacja kropel z potgczonych
strumieni czyste] wody i wody z barwnikiem. b) Przedstawienie schematyczne mieszania.
Reorient — reorientacja, stretch and fold — rozciqgnqé i ztozyé. Warstwy w kroplach wpierw
ustawiajq sie réwnolegle wzdtuz osi dlugiej kanatu. Nastepnie kropla jest reorientowana w
zakrecie kanatu, za$ warstwy zmieniajq potozenie jak na schemacie. Po kilku cyklach
rozciggania i skladania w kropli jest wiele cienkich warstw, miedzy ktérymi mieszanie moze
zachodzié na drodze dyfuzji. Rycina pochodzi z artykutu Song et al.?2

1.1.2. Transport masy w uktadach opartych na kroplach

Olbrzymiga zaleta technik kroplowych jest tez fakt, iz krople mozna traktowac jako osobne
reaktory chemiczne. Jezeli kropla nie zwilza $cianek kanatow, to pomiedzy kropla a
Scianka zawsze powinien znajdowac si¢ film fazy ciaglej. Zastosowanie surfaktantow
dodatkowo zapobiega osadzaniu si¢ materiatu z wnetrza kropli na $ciankach kanatow i
utrudnia koalescencje (zlewanie sie) kropel po ich zetknieciu?}. Dobor surfaktantow jest
kluczowy ze wzgledu na planowane wykorzystanie reaktoroéw kroplowych. Przyktadowo,
jezeli planowany eksperyment zaklada hodowle organizméw zywych w kroplach,
korzystnie jest wykorzysta¢ surfaktant fluorowany, ktéry nie bedzie oddziatywal z
mnozacymi si¢ organizmami. Wybdr fluorowanego surfaktantu pociagga za soba
koniecznos$¢ uzycia fluorowanego oleju jako fazy ciaglej, co niesie ze sobg dodatkowa

korzys¢: oleje fluorowane cechuja si¢ bardzo wysoka rozpuszczalno$cia gazow, co
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oznacza wysokie natlenowanie kropel nawet podczas dhugiej inkubacji w podwyzszone]
temperaturze przy minimalnym ruchu kropel stymulujacym wymian¢ masy miedzy
kroplami a fazg ciggla?**°. Odpowiednio wysoki poziom tlenu w kroplach jest wymagany
w przypadku prac nad organizmami, ktére cechuje oddychanie tlenowe. Wykorzystanie
olejow fluorowanych jako fazy ciaglej wymaga uzycia specjalnych modyfikacji
chemicznych $§cianek kanatow, aby zapewni¢ odpowiednie zwilzanie tych $cianek przez
fazy ptynne lub wykorzystanie fluorowanych zwigzkéw do konstrukcji uktadu®®?’.
Surfaktanty fluorowane nie s3 jedynymi czgstkami, umozliwiajagcymi skuteczne
oddzielenie poszczegdlnych kropel od srodowiska: wykorzystywane sg surfaktanty
pozbawione fluoru lub tez np. amfifilowe nanoczastki ciata stalego, osadzajace si¢ na

»28 - Emulsje

powierzchni miedzyfazowej, tworzace tzw. ,pickering emulsions
stabilizowane czgstkami statymi cechujg si¢ ograniczonym transportem masy pomig¢dzy

kroplami emulsji w poréwnaniu do surfaktantow.

Mimo iz krople w uktadach mikroprzeptywowych czy w emulsjach
generowanych w takich uktadach sg traktowane jako osobne reaktory chemiczne, nie sg
to ukfady catkowicie zamkniete. Wspomniano tu juz o przeptywie masy pomiedzy
kroplami a fazg ciggla na skutek dyfuzji gazu do kropel, jednak nie jest to jedyna forma
transportu miedzyfazowego w wielofazowych uktadach mikroprzeptywowych. Z punktu
widzenia mikroprzeptywow istotne procesy starzenia emulsji to koalescencja i
dojrzewanie Ostwalda. Dojrzewanie Ostwalda polega na transporcie masy pomi¢dzy
kroplami emulsji z kropel mniejszych do wiekszych, ze wzgledu na energetycznie
korzystny stosunek powierzchni do objetosci duzych kropel. Dojrzewaniu Ostwalda
mozna skutecznie zapobiega¢ przez wykorzystanie surfaktantow do stabilizacji emulsji i
przez generowanie monodyspersyjnych emulsji, co nie jest trudne w przypadku technik
mikroprzeplywowych (wigcej o emulsyfikacji w rozdziale 1.1.3.). Koalescencja kropel
takze moze by¢ ograniczona uzyciem odpowiedniego surfaktantu: w przypadku dwéch
kropel nieotoczonych surfaktantem nie ma przeszkdd sterycznych przy zetknigciu kropel,
a im wieksza powierzchnia styku kropel, tym wieksza szansa na ich koalescencjg®®3!.
Ponadto, przed zetknigciem si¢ dwoch kropel z przestrzeni migdzy tymi kroplami musi
zosta¢ usunigta faza ciagla, co jest utrudnione w przypadku obecnos$ci surfaktantu na
powierzchni kropel: ptynace w swoim kierunku krople maja nierownomiernie roztozony

na powierzchni surfaktant (mniejsza liczba czastek od czota kropli), a powstaly gradient
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stezenia surfaktantu wywotuje efekt Marangoniego, utrudniajacy usunigcie filmu fazy

ciaglej z pomiedzy kropel i wydtuzajacy czas koalescencji (Ryc. 2)*.

Ryc. 2. Efekt Marangoniego i stabilizacja kropel przez surfaktant. a) Ruch ptynéw w kropli i
otaczajgcym jq ptynie jest wskazany przez czarne strzatki. b) W obecnosci surfaktantu
przeptyw ptynu powoduje nieréwnomierne roztozenie czqstek surfaktantu na powierzchni
kropli, co pociqga za sobq opdr wobec przeptywu ptynu wokét kropli (czerwone strzatki). c)
W przypadku kolizji kropel nastepuje usuniecie fazy ciqgtej spomiedzy kropel. d) W
obecnosci surfaktantéw opér (czerwone strzatki) spowodowany przez gradient stezenia
surfaktantu na powierzchni kropel wydtuza czas usuwania fazy ciggtej spomiedzy kropel, co
stabilizuje krople i utrudnia koalescencje. Rycina pochodzi z artykutu J. C. Baret?3.

Nawet w przypadku zastosowania surfaktantu w monodyspersyjnej emulsji kropel i przy
minimalnych ruchach fazy ciagglej moze zachodzi¢ transport masy pomigdzy kroplami.
Taki transport odbywa si¢ poprzez mikroskopijne kropelki fazy rozproszonej
(pecherzyki) lub przez micele, ktore odrywaja sie od wigkszych kropel i sg stabilizowane
przez surfaktant (Ryc. 3)**. Wykazano, Ze transport masy przez kropelki moze zachodzié
takze w kroplach emulsji podwdjnych®®, a takze Zze emulsje stabilizowane czastkami
statymi wykazuja mniejszy transport przez kropelki, o czym wspomniano wyzej. Co
cieckawe, transport migdzy kroplami emulsji podwdjnych moze by¢ skutecznie
zahamowany, jezeli zewng¢trzna faza emulsji podwdjnej (skorupa, ang. ,shell”) ma

mniejszg grubo$é niz $rednica powstajacych micel®*

. Kropelki odrywaja si¢ od duzych
kropel na skutek ruchu fazy ciaglej i moga ze soba przenosi¢ czastki hydrofilowe, takie
jak antybiotyki, ktére maja mala rozpuszczalno$¢ w fazie ciagglej. Transport miedzy
kroplami poprzez kropelki lub micele musi by¢ uwzgledniony na etapie planowania

eksperymentow. Opisywane tu kropelki majg zbyt male wymiary, by przenosi¢
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najczescie] wykorzystywane w badaniach bakterie E. coli, zatem w eksperymentach
opisanych w calej niniejszej pracy zaklada si¢, ze transport bakterii miedzy kroplami

emulsji moze zachodzi¢ jedynie na skutek koalescencji kropel.

Ryc. 3. Powyzej: Hipotetyczne struktury umozliwiajgce transport wody i czgstek hydrofilowych
pomiedzy kroplami wody w emulsji. a) Micele. Micellar structure — struktura micelarna,
aqueous core — wodny rdzen, oil — olej. b) Pecherzyki z fluorowanym rdzeniem i wodnq
ostonkg. Woda jest przeniknieta na wylot przez czgstki surfaktantu lub surfaktant tworzy
dwuwarstwe. Vesicular structure — struktura pecherzykowa, fluorinated core — fluorowany
rdzen, oil — olej. Gdyby transport miedzy kroplami zachodzit przez micele, tempo transportu
wody powinno zaleze¢ od stezenia surfaktantu, co nie jest zgodne z obliczeniami na
podstawie eksperymentéw przeprowadzonych przez autoréw badania. Rycina pochodzi z
pracy Grunera i wspédtpracownikéw33, Ponizej: wzér strukturalny surfaktantu uzywanego w
pracy Grunera i wspdtpracownikéw3? i w niniejszej rozprawie, za: Holtze i wspétpracownicy33.

1.1.3. Generacja kropel

Aby uzyska¢ mozliwie powtarzalne warunki reakcji miedzy reaktorami kroplowymi, ich
objetos¢ musi by¢ mozliwie zblizona. Wysoka polidyspersja (wysoki rozktad objetosci
kropel emulsji) oznacza inne warunki mieszania w kroplach, inne warunki wymiany
ciepla i masy (np. tlenu) migdzy kroplami a fazg ciggla, zmniejszenie stabilno$ci emulsji
(dojrzewanie Ostwalda), problemy z manipulacja kroplami (krople o r6Znych wymiarach
beda si¢ roznie zachowywa¢ w kanatach i modutach mikroprzeplywowych). Poza tym
utrudnione staje si¢ interpretacja eksperymentow tzw. ,,cyfrowej biologii”, w ktorych w

kroplach przechowuje si¢ co najwyzej jedng czastke lub komorke — wysoki rozklad
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objetosci kropel emulsji nie gwarantuje rozkladu czastek w emulsji zgodnego z

rozktadem Poissona (wigcej o cyfrowej biologii w rozdziale 1.3.1.).

Najczesciej do generacji kropel korzysta si¢ z technik pasywnych, tj. takich, w ktorych
oderwanie kropel od gléwnej objetosci fazy rozproszonej jest wymuszone przeptywami
ptynéw w specjalnie dobranych geometriach kanaléw. Najprostsza geometrig do
emulsyfikacji w mikroprzeplywach jest zlacze trojdzielne typu T (ang. T-junction). W
takiej geometrii kanal doprowadzajacy faze rozproszong styka sie prostopadle z kanatem
doprowadzajacym faze ciggla do zlacza 1 odbierajagcym powstate ze zlgcza krople. Zigcze

T zostalo zademonstrowane w tej aplikacji przez Thorsena et al.>°

1 opisane bardzo
dokladnie z punktu widzenia mechaniki ptynéw>’. Pokrétce, mechanizm generacji kropel
w zlaczu T zalezy od wartosci liczby kapilarnej Ca w ztaczu. Poniewaz w danym uktadzie
eksperymentalnym mamy zwykle do czynienia z konkretnym zestawem substancji
(ptynéw 1 surfaktantow) oraz z konkretng geometrig, zmiany wartosci liczby kapilarnej
przy stato$ci wspomnianych czynnikOw utozsamiane sg czg¢sto ze zmiang predkosci
przeptywu ptynéw w uktadzie. W przypadku niskich wartosci liczby kapilarnej porcja
fazy rozproszonej jest dostarczana do zlacza, co owocuje zablokowaniem zilgcza dla
plynacego bez przerwy oleju. Prowadzi to do zwigkszenia ci$nienia po stronie kanatu
doprowadzajacego olej, co skutkuje deformacja fazy rozproszonej ($cisnigciem, ang.
squeezing) a w konicu oderwaniem kropli od gtéwnej objetosci fazy rozproszonej®’ (Rye.
4a). Dla wyzszych wartos$ci liczby kapilarnej znaczace staja si¢ sily $cinajace, a krople
fazy rozproszonej odrywane sg przez faze ciagla jeszcze zanim zablokuja ztacze. Mamy
wtedy do czynienia z tzw. kapaniem (ang. dripping) (Ryc. 4b). W przypadku wysokich
wartosci liczby kapilarnej sity $cinajace sa dominujace, faza rozproszona jest rozrywana
nie w zlaczu, ale dopiero w kanale odprowadzajacym (Ryc. 4c). Taki mechanizm
generacji kropel to odrywanie strumieniowe (ang. jetting). Krople uzyskane przez
squeezing sa wigksze niz $rednica kanalu i monodyspersyjne, krople uzyskane przez
dripping sa mniejsze niz Srednica kanalu 1 monodyspersyjne, krople uzyskane przez

Jjetting sa polidyspersyjne®.
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Ryc. 4. Mechanizmy generaciji kropel w geometrii ztqcza T (ang. T-junction). a) Sciskanie, ang.
squeezing — przy matych wartosciach liczby kapilarnej kropla wypetnia caty kanat. b)
Kapanie, ang. dripping — przy posrednich wartoéciach liczby kapilarnej kropla nie wypetnia
catego kanatlu, jest wezesniej odrywana od reszty objetosci fazy rozproszonej. c) Odrywanie
strumieniowe, ang. jetting — przy duzych wartosciach liczby kapilarnej faza rozproszona
wchodzi do kanatu i dopiero tam nastepuje odrywanie kropel. Rycina pochodzi z pracy
Zagnoniego et al.3? po adaptacji przez Zhu i Wanga?38,

Poza zlaczem T istnieje wiele innych geometrii do pasywnej generacji kropel. Poza

Y40,41

modyfikacjami ztacza T, takimi jak ztgcze , s3 to geometrie koncentrujace przeptyw

fazy rozproszonej (ang. flow focusing)****, geometrie umozliwiajace wspolny przeptyw

dwoéch faz w tym samym kierunku (ang. co-flow)*>46

, Czy geometrie wymuszajace
emulsyfikacj¢ nawet bez dodatkowego przeptywu fazy ciaglej oparte na kanatach
mikroprzeptywowych (ang. microfluidic step emulsification, MSE)*’ czy na porowatych

membranach (ang. membrane emulsification)*s.

1.1.4. Emulsyfikacja wymuszona geometriq kanatu

Wszystkie metody oparte na wspomnianych powyzej geometriach wymagajg ruchu fazy

cigglej irozproszonej. Wyjatkami sag emulsyfikacja membranowa i MSE. W emulsyfikacji
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membranowej faza rozproszona jest przepychana przez porowatag membrang. Krzywizna
fazy rozproszonej zwigcksza si¢ w miar¢ przechodzenia tej fazy przez pory, az do
momentu w ktérym kropla odrywa si¢ od reszty fazy rozproszonej*”. W MSE mamy do
czynienia z podobnym mechanizmem, w tym przypadku faza rozproszona przechodzi z
plytkiego kanatu mikroprzeptywowego do glebokiego zbiornika*°.

MSE nie jest nowym konceptem, a raczej odkryciem na nowo znanego z inzynierii
chemicznej procesu barbotazu, tj. napowietrzania reaktora przy pomocy gazu
wtlaczanego przez maly otwor zanurzony pod powierzchnig tego ptynu. Potempiryczne
modele, omawiajace rozmiar oderwanego od otworu bagbla powietrza i czgstotliwos¢

51,52

powstawania babli, pojawity si¢ w literaturze juz w latach 60. XX stulecia” ~“, a by¢ moze

jeszcze wezesnie]. MSE jest jednak na tyle atrakcyjng metodg produkeji kropel, iz istotne
stato sie dokladne opisanie tego procesu juz po roku 200043033753,
Pierwsze urzadzenie mikroprzeptywowe oparte na MSE zaproponowali Kawakatsu i

wspolpracownicy*’, niedlugo po nich Sugiura i wspétpracownicy™.

W MSE przejscie pomigdzy plytkim kanatem a glebokim zbiornikiem nazywane jest
progiem (ang. step). Cze$¢ fazy rozproszonej, ktora przekracza prog w kierunku
zbiornika, nazywana jest jezykiem (ang. tounge). Jezyk, opuszczajacy ptytki kanat i
pokonujacy prég, stopniowo powigksza sig, co skutkuje zmniejszaniem krzywizny jezyka
(Ryc. 5). Spadek krzywizny w jezyku powoduje wzrost krzywizny fazy rozproszonej w
plytkim kanale, z ktérego doptywa faza rozproszona. Miejsce wzrostu krzywizny w fazie
rozproszonej wystepuje blisko progu i jest nazywane przewezeniem (lub szyjka, ang.
neck) (Ryc. 5), gdyz obserwowane z géry przypomina zwezenie pojawiajace si¢ w fazie

rozproszonej doprowadzanej przez kanat>

. Powstawanie przewezenia powoduje spadek
ci$nienia fazy ciaglej wokot przewezenia, co powoduje ruch wsteczny ptynu ze zbiornika
do przewezZenia, co napedza zweZanie sie przewezenia.*’ Krzywizna fazy rozproszone;j
jest ograniczona, tj. promien krzywizny w kanale nie moze by¢ wigkszy niz potowa
wysokosci lub szerokos$ci tego kanatu, co sprawia, ze w trakcie cigglego dostarczania fazy
rozproszonej do progu w pewnym momencie ci$nienie Laplace’a w szyjce nie moze by¢

wyrownane przez spadajace ci§nienie wewnatrz rosngcego balonu. W tym momencie faza

rozproszona pgka w miejscu przewezenia, zas balon w zbiorniku staje si¢ osobng kropla.
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Ryc. 5. A) Schemat emulsyfikacji wymuszonej geometriq (ang. microfluidic step emulsification,
MSE). Widok od boku. Faza rozproszona (niebieska) przechodzi nad progiem do szerokiego
i gtebokiego zbiornika wypetnionego fazq ciqgtq. Faza rozproszona rozszerza sie w komorze,
zas$ zweza w kanale wlotowym. Zwezenie fazy rozproszonej powoduje spadek cisnienia w
kanale i przeptyw wsteczny fazy ciqgtej zaznaczony na schemacie strzatkami. Rycina
pochodzi z pracy Pita i wspdtpracownikéw>é. B) a) zdjecie fazy ciqgtej wchodzqcej do
zbiornika. Zaznaczane jest miejsce formowania przewezenia (ang. necking). b) Kymograf
przedstawiajqcy linie zaznaczonqg w (a), zmieniajgcq sie w czasie. W momencie t*, w ktérym
formujqca sie kropla osiqga promien R* nastepuje separacja fazy rozproszonej od $cianki
kanalu i formuje sie przewezenie. Rycina pochodzi z pracy Mittala i wspdtpracownikéw30. V)
Schemat zwielokrotnionej dyszy do MSE z grawitacyjnym oczyszczaniem dysz z powstajgcych
kropel. Widoczna wysoka gestos¢ upakowania powstajgcej emulsji. Za: Stolovicki i
wspétpracownicy®”. D) schemat urzqdzenia do MSE ze zwielokrotnionq dyszq. Dispersed
phase — faza rozproszona, step — prég, continuous phase — faza ciqgta. Za: Ofner i
wspdtpracownicy38,

Powyzej pewnej krytycznej wartosci liczby kapilarnej (Ca), rezim emulsyfikacji
MSE przechodzi w rezim strumieniowy (ang. jetting), co oznacza zanik emulsyfikacji*’.
Warto$¢ liczby kapilarnej ros$nie wraz ze wzrostem predkosci przeptwu, co sprawia, ze
cechg MSE jest niska czgstotliwos¢ generacji kropel w poroéwnaniu do innych metod
emulsyfikacji, np. w poréwnaniu do modutéw opartych na koncentracji przeptywu (flow
focusing). Z drugiej strony, moduty do MSE mozna stosunkowo latwo paralelizowa¢ w
celu zwigkszenia catkowitej czestotliwos$ci generacji kropel przez urzadzenie®. Techniki
emulsyfikacji oparte na pasywnym mechanizmie MSE cieszyly si¢ w ostatnich latach
duza popularno$cia wsrod naukowcdw na catym $wiecie, co doprowadzito do znacznych

postepow w tej dziedzinie.
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Emulsje wygenerowane na progu cechuja si¢ wicksza monodyspersja niz emulsje
otrzymane przy pomocy np. zlaczy typu ,,T” czy koncentracji przeptywu, co jest skutkiem
niemal identycznych warunkéw fizycznych generowania kolejnych kropel na progu®.
Jednakze, jezeli prég zostanie zablokowany przez powstajaca emulsje, kolejne
generowane krople wykaza wigksze zrdznicowanie w rozmiarach. Aby rozwigzac ten
problem, zaproponowano szereg technik: przeptyw fazy ciggtej w zbiorniku®’, zbiornik o
rosnacej glebokosci, ktory wykorzystuje tendencje kropel do zachowania sferycznego
ksztalttu aby oddali¢ nowe krople od progu®, wykorzystanie sity wyporu do oddalenia
kropel od progu’’, wykorzystanie sity wyporu w kombinacji z sila od$rodkowa®’,

przycigganie magnetyczne rozproszonej fazy ferrofluidu ponad progiem®!.

Najczesciej uktady mikroprzptywowe sga zorientowane poziomo, co sprawia, ze s3
kompatybilne jedynie z metodami oczyszczania progu z kropel powstatej emulsji
opartych na (1) przeptukiwaniu zbiornika ruchem fazy ciggtej*°, (2) zmiennej glebokosci
zbiornika®®, i (3) usuwaniu kropel ferrofluidu przy pomocy magnesu®'. Ogdlnie w
technikach mikroprzeptywowych pozadana jest jak najwigcksza redukcja ilosci
uzytkowanego do pracy sprzetu, w tym kontekS$cie zmienna glebokos$¢ zbiornika
przewyzsza zalety przeplukiwania (wymaga dodatkowego zrodta ci$nienia) czy metod
opartych na magnetyzmie. Niestety, systemy wykorzystujace zmienng glebokos¢
zbiornika cechuje ograniczona predkos$¢ przeptywu i czgstotliwo$¢ generacji kropel,

poniewaz samodzielna ucieczka kropel z progu jest raczej powolna.

1.1.5. Optywanie kropel przez faze ciqgtq w kanatach

o prostokqtnym przekroju poprzecznym

Rozwazajac proces generacji kropel w uktadach mikroprzeptywowych, nalezy wzia¢ pod
uwage podstawowa cech¢ geometrii kanaldéw mikroprzeptywowych, wynikajaca z
ograniczen technicznych produkcji tych kanalow: kanaly mikroprzeplywowe maja z
reguty przekroj poprzeczny prostokatny (najczesciej kwadratowy). Kanaty formuje si¢ na
rozne sposoby, najczestsza metoda jest fotolitografia®®, wykorzystuje si¢ takze innego

3, elektronowa®), poza tym uzywa si¢ sterowanych

rodzaju litografie (jonowa®
komputerowo frezarek®. Techniki litograficzne pozwalaja na otrzymanie kanalu o
ptaskim dnie i zaokraglonych krawedziach pomigdzy dnem a $ciankami, za$ frezowanie

skutkuje kanatami o niemal prostokatnym przekroju poprzecznym. Po uzyciu
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ktorejkolwiek ze wspomnianych technik produkcji kanatow, otrzymuje si¢ trzy z czterech
bokéw kanalu: dno i dwie $cianki boczne. Zamkniecie kanatu z goéry ptytka powoduje
powstanie katow prostych pomigdzy ptytka a Sciankami kanatlu. Mozna otrzymywac
okragle w przekroju poprzecznym kanaty np. odpowiednio frezujac ptytke, jednak wiaze
si¢ to z koniecznos$cig ucigzliwego dopasowywania do siebie dwoch ptytek z wycietymi
kanatami (co nie jest problemem w przypadku gdy kanaty zamyka si¢ plaska ptytka bez
wycietych kanatow — taka ptytka jest zasadniczo taka sama na catej powierzchni). Innym
sposobem na prace z okraglymi kanatami jest wykorzystanie zestawu szklanych kapilar,
jednak 1 w tym przypadku niezbedne jest precyzyjne dopasowanie do siebie wszystkich
elementow uktadu®®, w dodatku kapilary sa mniej elastyczne jezeli chodzi o zakres ich
zastosowan — uktady oparte na kapilarach stuzg gtéwnie do produkc;ji kropel, nie do
manipulacji nimi. Aby otrzymac¢ okragle kanaty, mozna takze wykorzysta¢ przewody
polimerowe jako kanaty mikroprzeplywowe, za§ moduty stuzace do generacji kropel
frezowa¢ w niewielkich kawatkach (,kostkach”) sztywnego polimeru, tak by frez
poruszat si¢ tylko w osi pionowej podczas frezowania (tak by uzyskac¢ okragte kanaty w
kostkach). Wykorzystanie przewodoéw do transportu plynow jest szybsze niz produkcja
uktadu mikroprzeptywowego, jednak wybor modutow mikroprzepltywowych opartych na
kostkach teflonowych kompatybilnych z ta technikg ograniczaja si¢ na razie do modutu
produkujacego duze krople?® i zaworu?’. Niemniej najpowszechniej wystepujacym
ksztattem przekroju poprzecznego kanatdéw mikroprzeptywowych jest prostokat lub

ksztatt do niego zblizony.

Ze wzgledu na napigcie powierzchniowe krople daza do ksztattu sferycznego. Jest to tym
bardziej widoczne, im wigkszy jest stosunek powierzchni do objetosci kropli, a zatem gdy
kropla ma malg $rednicg, tak jak krople wykorzystywane w technikach
mikroprzeplywowych. Gdy kropla zostanie $ci$nigta, np. w kanale mikroprzeptywowym,
takze stara si¢ zachowaé sferyczno$¢ i nie wypetia calkowicie $wiatla kanatu®’. W
kanale o prostokatnym (najczestszym) przekroju poprzecznym ,katy” tego kanalu
pozostaja wypetnione faza ciagla i tworza tzw. rynsztoki (ang. gutter). Obecnos¢
rynsztokdw oznacza, ze faza cigglta moze optywac¢ krople $cisnigta w kanale, co ma
znaczace przelozenie na problemy techniczne zwigzane z operacjami na kroplach, np. z
pasywna generacja emulsji, gdzie przeplyw oleju powoduje rozny sposob dziatania dysz
emulsyfikujacych majacych kontakt z duzym strumieniem przeptywajacego rynsztokiem
oleju 1 dysz oddalonych od rynsztokéw. Z drugiej strony przeptyw fazy ciaglej przez
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rynsztoki umozliwia zaprojektowanie pultapek hydrodynamicznych do chwytania kropel,

0 czym nizej.

1.1.6. Szeregowe rozcienczanie proébki

Przygotowanie szeregu rozcienczen probki jest jedng z najczesciej wykonywanych i
jedng z najwazniejszych czynnosci laboratoryjnych w chemii analitycznej, biochemii i
biologii eksperymentalnej. Przyktadowo, oznaczenie minimalnego stezenia hamujacego
antybiotyku (MIC) wymaga szeregu, typowo dwukrotnego, rozcienczen tego

antybiotyku®®®. O

pisanie kinetyki enzymu czy jego inhibitora wymaga szeregu
rozcienczen reagentow’’. W zoptymalizowanej wersji cyfrowego PCR (dPCR), ktora
wykorzystuje algorytmy do zredukowania liczby kompartymentow potrzebnych do
oznaczen zawartosci DNA w probce, niezbgdna jest seria rozcienczen docelowego DNA
w probee’!72,

W wielu procedurach eksperymentéw z zakresu biochemii czy chemii analitycznej istotne
sg precyzja 1 doktadnos$¢ przygotowania szeregu rozcienczen. Precyzja pomiaru oznacza
zgodno$¢ migdzy wynikami kolejnych pomiarow, za$§ dokladno$¢ pomiaru okresla
odchylenie wynikow od prawdziwej wartosci mierzonej. Pomiar dokladny, ale
nieprecyzyjny nalezy powtorzy¢ wielokrotnie w celu uzyskania wiarygodnej informacji
na temat wartosci szukanej, natomiast pomiar precyzyjny, ale niedokladny zaowocuje
nieprawdziwg warto$cig szukanego parametru. W przypadku szeregowego rozcienczania
probek nalezy rozwazy¢ propagacje bledu pomiarowego przy kazdym kolejnym
rozcienczeniu — btgd pomiaru akceptowalny przy pierwszym rozcienczeniu moze urosnac
do nieakceptowalnego poziomu przy kolejnych rozcienczeniach z szeregu. Przyktadowo,
ocena parametréw kinetycznych enzymu zalezy bezposrednio od precyzji szeregu

rozcieficzen reagentow’>,

1.1.6.1. Rozcienczanie w uvkladach jednofazowych

Szeregi rozcienczen byly juz demonstrowane w jednofazowych uktadach
mikroprzeptywowych™. Jak wspomniano w podrozdziale 1.1., jedng z pierwszych
aplikacji systemow mikroprzeptywowych byla generacja liniowego gradientu
substancji'®. Paegel et al.”> opracowali system, w ktorym korzystano z pompowania

perystaltycznego wokoét pierscienia mieszajacego, aby odmierza¢ i miesza¢ kolejne
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porcje rozcienczalnika. System ten pozwolil na przygotowanie teoretycznie
nieskonczonej liczby rozcienczen w szeregu z niemal doskonatlg liniowo$cig rozcienczen:
R?=0.999, gdzie R? opisuje liniowo$¢ wykresu logarytmicznego intensywnosci
fluorescencji w odniesieniu do numeru rozcienczenia w szeregu. Jednakze w tym
systemie wszystkie posrednie rozcienczenia z szeregu byly niedostepne dla
eksperymentatora, poniewaz zachowywana byla tylko prébka w stezeniu przygotowanym
w ostatnim kroku rozcienczania. Wspotczynnik rozciefnczenia, definiowany jako
stosunek stezen dwoch kolejnych probek, wynosit w tym uktadzie pomiedzy 5 a 25, w

zalezno$ci od geometrii urzadzenia. Ahrar et al.”®

zademonstrowali jednofazowy system
mikroprzeplywowy, ktory moze rozciencza¢ probke bardzo precyzyjnie 1 dokladnie
dwukrotnie, zachowujac przy tym posrednie stezenia probki z szeregu rozcienczen.
Opisana liniowo$¢ rozcienczen wahala sie pomiedzy R>=0.995 a R?=0.997 w trzech
probach. System opisany przez Ahrara et al. wymagat do pracy wielu miniaturowych
zaworow: 26 zaworéw pneumatycznych zostalo wykorzystanych do przygotowania
siedmiu powtdrzen rozcienczenia w szeregu, za§ do przygotowania wigkszej liczby
powtorzen nalezaloby wykorzystaé wigcej zaworow. Ponadto, zaprezentowany system

nie pozwalal na fatwy transfer rozcienczonych probek poza uktad mikroprzepltywowy, co

pozwolitoby na wykonywanie dalszych operacji na ptynach, np. na emulsyfikacj¢ probek.

1.1.6.2. Rozcienczanie w vkladach dwu- i wielofazowych

W  przeciwienstwie do mikroprzeptywowych uktadéw jednofazowych, uklady
wielofazowe (kroplowe) pozwalaja na manipulowanie bardzo matymi objetosciami
probek z duza doza elastycznosci (ruchem kropel mozna skutecznie zarzadzad)’’.
Ponadto, mikroprzeptyowowe uklady wielofazowe umozliwiaja stosunkowo prosty
transfer kropel z probkami z uktadéw do dalszych analiz. Te cechy zainicjowaty rozwdj

wielu uktadow kroplowych, shuzacych do generacji szeregéw rozcienczen.

Mozna wyr6zni¢ kilka podstawowych podejs¢ do zagadnienia uzyskiwania rozcienczen
w kroplach. Jednym z nich jest rozcienczanie probki opierajace si¢ na rozproszeniu
Taylora-Arisa. Do dhlugiej kropli ptynacej przez gtéwny kanat wstrzykiwana jest z duza
predkoscig niewielka objetos¢ probki z bocznego kanalu. W trakcie przeptywu st¢zona
miejscowo probka ulega rozproszeniu w calej dlugosci duzej kropli, tak, ze gdyby
sporzadzi¢ wykres stezenia probki w osi podtuznej kropli, widoczny byltby rozktad

zblizony do normalnego. Emulsyfikacja takiej dtugiej kropli np. przy uzyciu koncentracji
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przeptywu prowadzi do generacji duzej liczby kropel o zmiennym st¢zeniu probki,
przyktadowo 10 000 tysigcy kropel przypadajacych na jedno oznaczenie inhibicji
enzymatycznej zademonstrowanych przez Millera i wspotpracownikéw’® (Ryc. 6). Inng
metoda generowania szeregu rozcienczen jest kontrolowana zmiana objgtosci kropel

L7°. Mozliwe

rozcienczalnika i probki, co zostalo wykorzystane np. przez Churskiego et a
jest takze dodawanie matych i roznych objetosci probki do przeptywajacych przez kanat
kropel® a takze zacigganie kropel probki o roznym stezeniu z plytki wielodotkowej — w
tym przypadku trudno uzyska¢ krople mniejsze niz kilkaset nanolitrow. Inna
rozpowszechniona metoda szeregowego rozcienczania probki oparta jest na
unieruchomionej w pulapce hydrodynamicznej kropli z probka, do ktorej dostarczany jest

szereg mniejszych kropel rozcienczalnika®' 3

. Male krople kolejno tacza sig¢ z
unieruchomiong kropla przez koalescencje, nastepuje wymieszanie probki, nastgpnie ze
wzgledu na natur¢ pulapki objetos¢ polaczonej kropli, odpowiadajaca objetoscia
dostarczonej matej kropli, odrywa si¢ od unieruchomionej kropli, a do unieruchomione;j

kropli dostarczana jest kolejna mata kropla.
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Ryc. 6. Schemat dziatania generatora gradientéw stezenn w kroplach opartego o rozktad
Taylora-Arisa. A) Schemat systemu. Autosampler — system pozycjonujqcy do pobierania
probek z ptytek wielodotkowych, capillary — kapilara, microfluidic device — uktad
mikroprzeptywowy, pumps — pompy, computer — komputer. Prébki sq pobierane przy pomocy
autosamplera i przez kapilare wttaczane pompami do uktadu mikroprzeptywowego, gdzie
generowane sq krople i zbierane sq z nich sygnaty optyczne. B) Rozktad Taylora-Arisa w
kapilarze. Conc. profile — profil stezenia. Strzatki oznaczajq ruch laminarny. Bezposrednio po
wstrzyknieciu badanej prébki do kapilary profil stezenia prébki wzdtuz osi diugiej kapilary
cechuje sie nagtymi zmianami ze stezenia minimalnego do maksymalnego a nastepnie ze
stezenia maksymalnego do minimalnego. Po przejsciu przez kapilare rozkiad stezen zaczyna
przypominaé krzywq Gaussa, stezenie gtadko zmienia sie z minimalnego do maksymalnego
a potem z maksymalnego do minimalnego. C) Schemat catego uktadu mikroprzeptywowego
z zaznaczeniem miejsca generacji kropel (D) i miejsc detekcji sygnatéw z kropel (E). Strzatki
zaznaczajq kierunek przeptywu ptynéw, duze komory (szare) rozdzielone waskimi przejsciami
to czesc stuzqca do inkubacji kropel. D) Miejsce generacji kropel. From capillary — z kapilary,
enzyme — enzym, oil — olej, substrate — substrat. Gtadkie profile stezen potencjalnego
inhibitora docierajg do generatora kropel, gdzie tqczq sie z enzymem i substratem.
Wygenerowane krople majq state stezenie enzymu i substratu i zmienne stezenie badanej
probki. E) Przewezenie, w ktérym miesci sie jednoczesnie tylko jedna kropla, stuzy do detekqji
sygnatéw z kropel. Rycina pochodzi z pracy Millera i wspdtpracownikéw?8.
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1.1.6.3. Putapki hydrodynamiczne i rozcienczanie szeregowe

Powtarzajacym si¢ w wielu pracach rozwigzaniem, umozliwiajacym prowadzenie
rozcienczen szeregowych w ukladach mikroprzeptywowych, jest wykorzystanie putapek
hydrodynamicznych®!#284  tak jak wspomniano powyzej. Pulapki hydrodynamiczne
oparte s3 na kanatach przetokowych (bypassach) i geometrii blokujacej przeptyw kropli,
ale nie fazy ciagglej. Pulapki byly wykorzystywane np. do lgczenia kropel® czy do
unieruchamiania ich w zweZajacym si¢ kanale®®. Pierwsza pulapka na krople
wykorzystana do szeregowego rozcienczania probki zostala pokazana przez Niu ef al. w
2011 roku®!. Skfadala si¢ ona z przestrzeni na chwytang krople otoczong filarami
zbudowanymi z tego samego materialu, co reszta uktadu. Za filarami znajdowata si¢
przestrzen tworzaca bypass, przez ktory przeptywata faza cigglta (Ryc. 7). W pulapke
fapana byla ,,duza” kropla z probka o rozmiarze 6 nl. Wyjscie z putapki bylo duzo wezsze
niz wejscie do niej, co sprawiato, ze schwytana kropla nie przechodzita przez wyjscie ze
wzgledu na konieczno$¢ duzego zwigkszenia swojej krzywizny w waskim przejsciu, co
jest niekorzystne energetycznie. Faza ciagla nie przepychata kropli przez wyjscie z
putapki ze wzgledu na bypass, ktory sprawial, ze wlasciwie caly ruch fazy ciaglej byt
kierowany zamiast do popychania kropli w kierunku wyjscia z putapki, to do bypassu o
niskim oporze hydrodynamicznym. Nastepnie do putapki kierowano mniejsze krople bez
probki o objetosci 1 nl. Krople taczyty si¢ ze soba przez koalescencje. Staly ruch fazy
ciggtej powodowal stale mieszanie wewnatrz potlaczonej kropli. Poniewaz objetos¢
potaczonej kropli przekroczylta objetos¢ pulapki, kropla przedostawata si¢ przez waskie
wyjscie z pulapki mimo niekorzystnego energetycznie przejScia przez etap wysokiej
krzywizny kropli. W efekcie cze$¢ polaczonej kropli znajdowata si¢ w kanale za
wyjsciem z putapki i obok wyjscia z bypassu. Faza ciagla z bypassu nastepnie odrywala
objetos¢ kropli znajdujacej sie¢ za wyjsciem z pulapki. Ta oderwana kropla zawierata
rozcienczong probke, zas jej objetos¢ byta zblizona do objetosci dostarczonej wezesniej

do putapki matej kropli bez probki.
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Ryc. 7. Powyzej: Rozcienczalnik szeregowy oparty o putapke hydrodynamicznqg. a) Schemat
uktadu. Dilution chamber — komora rocieficzania, pillars — kolumny. Kropla-matka (Vm) z
probkq jest chwytana w putapke, ktéra ma szeroki zbiornik (D2), ale wgskie wyijscie (D1), ktére
uniemozliwia kropli ucieczke. Strzatki w kanale wskazujq kierunek przeptywu fazy ciqgtej,
strzatki w kropli-matce wskazujq kierunek mieszania w tej kropli. Widoczna jest kropla-cérka
(V4) opuszczajqca rozcieniczalnik. b) Operacja rozcienczania. Mata kropla czystej wody zbliza
sie do kropli (O ms), po czym krople sie tqczq (10 ms). Nastepuje mieszanie, zas nadmiar
objetosci rowny objetosci kropli, ktéra wtasnie potgczyta sie z kroplg matkq, opuszcza putapke
przez wgskie wyijscie (20 ms). Faza ciqgta, ptyngca przez bypass za kolumnami, odcina
nadmiar kropli, ktéry opuscit putapke (35 ms). c) Kolejne krople opuszczajqce rozcienczalnik.
Zdjecia pochodzq z publikacji Niu et al.8'. Ponizej: rozciehAczalnik ze statycznymi kroplami.
Bypass channel — kanat przetokowy, Branch with fluidic trap — odnoga kanatu z putapkaq. I:
Napetnianie szeregu putapek prébka. li: Rozciericzanie prébki przy pomocy jednej dlugiej
kropli rozcienczalnika. lii: Dynamika rozcienczania. Strzatki wskazujgq czoto kropli
rozcienczajqcej barwnik fluorescencyiny. Za: Sun i wspdtpracownicy?®e.
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Na tej podstawie powstat szereg podobnych rozwigzan, umozlwiajacych np. uzyskanie
szeregu unieruchomionych kropel o zmiennym stezeniu probki®’ czy duzo bardziej
kompaktows konstrukcje putapek®. W systemach wykorzystujacych takie pulapki
precyzja rozcienczen jest limitowana przez niedoskonale mieszanie w kropli powstalej z
polaczenia kropli probki i kropli rozcienczalnika. Problemem jest to, iz w wigkszosci
opisywanych rozwigzan mieszanie takie trwa bardzo krotko, przez co nie jest
powtarzalne. Ponadto, w systemach opisanych przez Sun et al.®’ i przez Derzsi et al.®®
krople z rozcienczong probka byly unieruchamiane w uktadach mikroprzeptywowych bez
mozliwosci ich transferu do dalszej analizy lub do wykorzystania w nastepnych
operacjach na ptynach, np. w emulsyfikacji. W dotychczas zademonstrowanych uktadach
mikroprzeplywowych, wykorzystujgcych putapki hydrodynamiczne do uzyskania
szeregu rozcienczen, uzyskanie powtarzalnego wspotczynnika rozcienczen wymaga
istotnego nakladu pracy: wspotczynnik rozcienczen uzyskany po wymieszaniu kropli
probki z kropla rozcienczalnika w pufapce nie jest rowny stosunkowi objetosci kropel
probki 1 rozcienczalnika, co jest wynikiem niedoskonatego mieszania kropel w
pulapkach®. Wspétczynnik rozcienczen w takich systemach rozni sie rowniez miedzy
roznymi pulapkami o tych samych zalozonych wymiarach, co jest efektem btedow w
produkcji uktadow mikroprzeptywowych: r6zne geometrie putapek oznaczaja rdézne
warunki mieszania w Igczonych kroplach, co pocigga za sobag r6zne wspoiczynniki
rozcienczen przy takich samych parametrach przeptywu®. Precyzja w tych systemach
byla ograniczona do kilku procent (np. 5 % niepewnos$¢ generacji objetosci kropli
rozcienczalnika®! nawet przy doskonatych warunkach mieszania) z powodu ograniczone;
precyzji formowania kropel w geometrii T-junction, lub z powodu bazowania na

mechanizmie dyspersji Taylora-Arisa’®.

W pracy Korczyka et al.#* zaprezentowano dwa systemy stuzace do otrzymywania
szeregowych rozcienczen probki w kroplach. Obydwa te systemy byty oparte na uktadach
zawierajacych wiele pulapek hydrodynamicznych i pozwalaty na tatwy transfer kropel
rozcienczonej probki z ukladow rozcienczajacych do innych ukladow. Jeden z
opisywanych systemow gwarantowatl mieszanie kropel rozcienczalnika i probki jedynie
w putapce hydrodynamicznej, co skutkowalo ograniczonym wymieszaniem zawartosci
kropel. Drugi z omawianych systemow zapewniat dobre wymieszanie zawartos$ci kropel
probki i rozcienczalnika w kanatach pomigdzy kolejnymi pulapkami, zwigkszajac

precyzje rozcienczen. Mimo to wykorzystanie w obydwu systemach wielu pulapek (wielu
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niedoskonatych kopii pulapki w pojedynczym uktadzie mikroprzeptywowym)
ograniczylo precyzje rozcienczen z uwagi na bledy w produkcji putapek®. Putapki
Korczyka et al. to migdzy innymi pulapki odmierzajace (ang. metering) 1 faczace (ang.
merging) krople. Pulapki te maja podobna konstrukcje: putapki odmierzajace sktadaja sie
prostego kanatu, w ktérym postawiona jest bariera znacznie zwezajaca $wiatlo kanahu
(Ryc. 8). Przed barierg znajduja si¢ dwa bypassy, tj. plytkie przestrzenie biegnace
rownolegle do dhugiego kanahu i konczace si¢ na barierze w gldwnym kanale. Putapki
faczace roznig si¢ od pulapek odmierzajacych tym, ze w barierze w gldwnym kanale

putapki taczacej znajduje si¢ szpara (Ryc. 9).

Ryc. 8. a-d) Putapka odmierzajqca (ang. metering frap). a) schemat putapki. Putapka sktada
sie z gtebokiego kanatu (niebieski) i ptytkich bypasséw (szary). Przekréj AB pokazuje utozenie
bypasséw wokét putapki, przekréj CD pokazuje lokalizacje bariery do chwytania kropel. b)
Kropla wieksza od putapki wptywa do putapki (przeptyw realizowany jest na zdjeciach z
lewej do prawej). Gdy tylna czes¢ kropli zréwna sie z poczqgtkiem bypasséw, faza ciqgta
zaczyna ptyngé bypassami, wraca do gtéwnego kanatu nad barierq, gdzie odcinany jest
nadmiar objetosci kropel. c-d) Schemat dziatania rozcienczalnika. Kropla prébki tgczy sie z
kroplq rozcienczalnika w putapce, nastepnie nadmiar kropli opuszcza putapke. Rycina
pochodzi z pracy Korczyka i wspdtpracownikéw®2. Ponizej: rzut izometryczny na putapke
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odmierzajqcq przekrojonq wzdiuz kanatu. x — poczatek bypasséw, y — koniec bypasséw,
bariera w kanale.

Putapki odmierzajace shuza do precyzyjnego odcinania tylnej cze$ci kropel
przeptywajacej przez te pulapki. Gdy przez pulapke przeptywa kropla wigksza niz
objetos¢ kanatu putapki pomiedzy poczatkiem bypassoOw a bariera, wpierw przeptywa
ona przez barier¢ bez zmian swojej objetosci. Gdy tylna krawedz kropli zréwna si¢ z
poczatkiem bypassow, faza ciagta zaczyna ptynaé przez bypassy zamiast popychac krople
w dot kanatu. Faza ciggla zweza krople na barierze w kanale glownym 1 w koncu kropla
peka. W putapce zostaje uwigziona kropla o objetosci rdwnej objetosci pulapki, zas
nadmiar objetosci kropli ptynie dalej w doét kanatu. Pulapka taczaca przepuszcza krople
o objetosciach wiekszych niz objetos¢ putapki faczacej, zatrzymuje zas krople o mniejszej
objetosci, co moze zosta¢ wykorzystane do zblizenia do siebie dwoch kropel w
kontrolowany sposob (Ryc. 9) 1 na przyktad polaczenia ich lub np. do uformowania

dwuwarstwy lipidowej’.

Ryc. 9. Putapka tqczqca (ang. merging trap). a) schemat putapki analogiczny do tego
przedstawionego na ryc. 8. Na przekroju CD widaé szpare w barierze. b) Kropla wieksza niz
objetos¢ putapki przechodzi przez putapke. Przeptyw ptynéw na zdjeciach realizowany od
lewej do prawej. c) Kropla mniejsza od putapki jest zatrzymywana w putapce. d) Mata
schwytana kropla czyste] wody tqczy sie z matq kroplg barwnika. Uzyskana duza kropla
opuszcza putapke, putapka po tej operacji zostaje bez zadnej kropli. Rycina pochodzi z pracy
Korczyka i wspdtpracownikéw?®2,

Strona 39



Zastosowania mikroprzeptywéw w biologii i medycynie

1.2. Odpornosé¢ na antybiotyki

Jak wspomniano we wstepie do niniejszej rozprawy, odporno$¢ na antybiotyki bakterii
staje si¢ coraz wigkszym problemem w kontek$cie utrzymania zdrowia publicznego.
Opracowanie nowego antybiotyku, ktory bedzie skutecznie powstrzymywal wzrost
bakterii 1 bedzie bezpieczny dla pacjentdow samo w sobie jest trudne, za$ fakt, iz juz po
kilku latach od wprowadzenia antybiotyku do praktyki klinicznej mozna znalez¢ szczepy
bakterii odporne na ten antybiotyk®, moze by¢ zgota przygnebiajacy. Istnieje kilka
definicji odporno$ci na antybiotyk®' w zaleznoéci od tego, czy uwzglednia sie
genotypowe czy fenotypowe cechy bakterii. Odporno$¢ moze by¢ rdznicowana ze
wzgledu na jej pochodzenie (wrodzone czy nabyte) lub na jej rodzaj (wobec jednego
antybiotyku, kilku antybiotykow lub odpornos¢ krzyzowa, czyli nabycie odpornosci na
jeden antybiotyk po podaniu innego, podobnego antybiotyku)®!. Na potrzeby niniejszej
rozprawy autor przyjmuje definicj¢ zakladajaca odpornos$¢ na co najmniej jeden
antybiotyk, nabytg lub wrodzong, przy identyfikacji jedynie fenotypu bakterii, tj. jezeli
antybiotyk w danym st¢zeniu nie zahamuje podziatu bakterii, to znaczy ze bakteria jest
odporna na antybiotyk w tym stezeniu. Takie utylitarne podejscie jest bliskie klinicznemu,
tzn. bardziej istotny jest sam fakt odpornosci bakterii na antybiotyk niz zrédio tej
odpornosci. Ponadto, nie wnikanie w mechanizmy odpornosci wspotgra z charakterem
badania przesiewowego metody, ktoérg autor opracowal podczas swoich badan i ktérg
opisat w niniejszej rozprawie. Nie sposob jednak nie naswietli¢ tu cho¢by pobieznie

mechanizméw odpornosci na antybiotyki i1 drog nabywania odpornosci przez bakterie.

Bakterie mogg si¢ broni¢ przed antybiotykami na rozne sposoby, a te rézne sposoby moga
by¢ skutkiem réznych, czgsto pokrywajacych sig, zmian genetycznych w danych
bakteriach®>**. Antybiotyk oddzialujacy na komoérke musi pokonaé kilka etapow na
drodze ze srodowiska, w ktorym wystepuje komorka, do jej wnetrza. Wpierw czastka
antybiotyku musi dosta¢ si¢ do wnetrza komorki np. na drodze dyfuzji, co moze by¢
zablokowane przez zmian¢ w skladzie chemicznym $ciany czy blony komorkowe;j
bakterii®*. Ponadto, $ciany komorkowe bakterii czesto zawieraja pompy, ktore moga
wyrzuca¢ na zewnatrz komorki czastki antybiotyku, ktory juz dostal si¢ do wngtrza
bakterii — na skutek zmian genetycznych liczba pomp na powierzchni komorki moze si¢
zmieniaé, a co za tym idzie, moze sie¢ zmienia¢ odporno$¢ na antybiotyk®®. Jezeli nawet

antybiotyk dostanie si¢ juz do wnetrza komorki, moze on zosta¢ poddany obrébee (takze
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na zewnatrz komorki): czastka antybiotyku moze zosta¢ zmodyfikowana lub

96,97

zhydrolizowana przez enzymy bakteryjne”™’. Jezeli nawet antybiotyk nie zostanie

zmodyfikowany wewnatrz bakterii, modyfikacji moze ulec czastka docelowa tego
antybiotyku®®%°: sama czastka moze zosta¢ zmieniona przez wymiang kluczowej grupy
chemicznej, czastka docelowa moze zosta¢ ostoni¢ta przez dodatkowa grupg chemiczng
lub zmianie moze ulec poziom ekspresji czastki docelowej (tak w gore, jak w doh) !0, W
ostatecznosci komorka moze unikngé toksycznego dla niej efektu antybiotyku przez
pomini¢cie reakcji chemicznej, w ktoérej wymagana jest czastka zaatakowana przez

antybiotyk lub przez zmiane metabolizmu i funkcjonowania komérki'°!.

Zmiany w kodzie genetycznym bakterii, powodujace uruchomienie opisanych powyzej
mechanizméw odpornos$ci bakterii, moga mie¢ rozne rozmiary. Najmniejsze z tych zmian
to mutacje punktowe de novo, ktore pojawiaja sie przed genami lub w samych genach®*%,
mogg powodowaé¢ zmiany w poziomie ekspresji genow lub zmiany strukturalne w
kodowanych przez geny biatka lub RNA. Zmiany na poziomie genomu obejmujg
przetasowania genow'??, powodujace np. pojawienie sie nisko eksprymowanego genu
pod silnym promotorem (co zwigksza poziom ekspresji tego genu) czy zwielokrotnienie
tego samego genu (co takze zwieksza poziom ekspresji genu)’®. Pozagenomowe zmiany
obejmuja skladajace si¢ na horyzontalny transfer gendw rekombinacje genetyczng
(nabycie genu i wbudowanie go w genom)®® i nabycie plazmidow z genami kodujacymi
odporno$¢ (plazmidy nie sa wbudowywane w genom)®. Wydaje sie, ze horyzontalny
transfer genéw jest najwazniejszym rodzajem zmian genetycznych powodujacych

pojawianie si¢ odpornych bakterii w $rodowisku naturalnym’:1%3,

1.2.1. Oznaczanie odpornosci na antybiotyk i efekt inoculum

Odpornos¢ na antybiotyki jest warto$cig mierzalng, ktdrg opisuje parametr minimalnego
stezenia hamujacego antybiotyku (ang. minimum inhibitory concentration, MIC)®3. Jest
to najnizsze st¢zenie antybiotyku, ktore powoduje zahamowanie wzrostu bakterii w
probee. MIC moze by¢ uszczegdlowione przez oznaczenie zahamowania wzrostu np. 50
% (MICs0) czy 90 % (MICoo) bakterii z probki'®. W sposob klasyczny testy na
oznaczenie wartosci MIC wykonuje si¢ przez zaszczepienie bakterii do serii
rozcienczonego w plynnej pozywce antybiotyku (ang. broth dilution) lub przez
naniesienie papierowych krazkéw nasgczonych danym stezeniem antybiotyku na plytke

z pozywka agarozowsg i zaszczepionymi bakteriami'®. Zrodtami réznic w pomiarach
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MIC moga by¢ takie czynniki jak medium hodowlane uzyte w tescie, stezenie
poczatkowe bakterii (inoculum), sposéb przygotowania antybiotykdw czy warunki

prowadzenia inkubacji'®®.

Stezenie poczatkowe bakterii przy oznaczaniu wartosci MIC nie powinno by¢
problematyczne. Wedlug metodologii oznaczania wartosci MIC® do oznaczania MIC
powinno si¢ kazdorazowo uzywacé tego samego stezenia poczatkowego bakterii, rtOwnego
5*%10° CFU/ml dla metody broth dilution. Z punktu widzenia praktycznego nie zawsze
jest to mozliwe, wobec czego przyjmuje sie tolerancje tego stezenia w zakresie od 2*10°
CFU/ ml do 8*10° CFU/mI®. Nawet w tym zakresie tolerowanych stezen dla niektérych
antybiotykow mozna zauwazy¢ roéznice w wartosciach MIC w zaleznos$ci od stezenia
poczatkowego bakterii. Jezeli sprawdzi¢ wartosci MIC niektorych antybiotykow dla
duzego zakresu stezen poczatkowych bakterii, mozna zauwazy¢ prawidlowos¢: im
wieksze stgzenie poczatkowe bakterii (inoculum), tym wigksze MIC, a zatem do
zahamowania wzrostu liczniejszej populacji bakterii potrzebne jest wigksze stezenie

antybiotyku. Ta prawidlowo$é jest zwana efektem inoculum'®’.

Poczatkowo efekt
inoculum byl przypisywany tylko antybiotykom z grupy beta-laktamow!'%!!! tylko dla
bakterii Staphylococcus Aureus 1 byl traktowany jako artefakt: sugerowano, iz efekt
inoculum jest skutkiem indukcji przez beta-laktamy wzrostu bakterii pod postacia
filamentéw przy jednoczesnym niskim dzialaniu bakteriobojczym tych antybiotykow.
Indukcja wzrostu filamentarnego przez beta-laktamy byla dobrze znana!'®!!? j
wnioskowano, ze bakterie nie dzielily si¢ (a zatem nie byly odporne), a wzrost gestosci
optycznej, stuzacej do pomiaru wzrostu bakterii, byt przypisywany wydtuzaniu si¢
komoérek w filamenty bez podziatu komorkowego. Polecano, by personel medyczny

zostal przeszkolony w zakresie tego ,alternatywnego zrodta wzrostu metnosci”!!?.

Po6zniej efekt inoculum zarejestrowano dla innych rodzajow bakterii'!?

i dla innych grup
antybiotykéw!!* 17 Mechanizm, bedacy podstawg efektu inoculum nie jest znany. O ile
w przypadku bakterii produkujacych enzym, ktory degraduje antybiotyk, sprawa jest
jasna (wieksza liczba komoérek produkuje wiecej enzymu, ktory z kolei degraduje wigce;j
czastek antybiotyku w danym czasie!!'®!!%), o tyle nie jest pewne, dlaczego efekt inoculum
wystepuje dla antybiotykéw niedegradowanych przez bakterie'?’. Jezeli przyjaé¢, ze
przezycie bakterii zalezy tylko od ich liczby i Zze bakterie nie produkujg do $rodowiska

enzymOw rozkladajacych antybiotyki, mozna uzna¢, ze efekt inoculum jest skutkiem

interakcji czastek antybiotyku z materia wewnatrz komorek bakterii. Zaproponowany
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zostal mechanizm, wedlug ktérego antybiotyki wywotuja efekt inoculum poprzez
degradacje rybosomow: jezeli bakterii jest duzo, na kazda z nich przypadnie mato czgstek
antybiotyku, wobec czego bedzie mogta nastgpi¢ akumulacja rybosoméw i bakterie beda
si¢ dzieli¢; gdy bakterii jest mato, kazda z nich przyjmie duza dawke antybiotyku, wobec
czego akumulacja rybosoméw nie bedzie mogla si¢ rownac z ich degradacja 1 bakterie
nie bedg si¢ dzieli¢!?!. Autorzy lacza reakcje bakterii i efekt inoculum przy antybiotykach
degradujacych rybosomy z mechanizmem szoku cieplnego (ang. heat shock response,
HSR) 1 zastanawiajg si¢, czy efekt inoculum wykazywany przez te antybiotyki mozna
zwigzac z dziataniem bakteriobdjczym (testowane antybiotyki, ktore byty bakteriobdjcze
1 powodowalty HSR powodowaly tez efekt inoculum) 1 bakteriostatycznym (testowane
antybiotyki, ktore byty bakteriostatyczne i nie powodowaty HSR nie powodowaty efektu

inoculum), jednak nie zostaje udzielona jednoznaczna odpowiedz'?!

. Podsumowujac,
istnieje wyjasnienie efektu inoculum dla bakterii rozkladajacych antybiotyk (np.
degradujacych beta-laktamy) 1 dla antybiotykoéw atakujacych rybosomy, jednak brak

catosciowego opisu mechanizmu powodujacego efekt inoculum.

Mimo iz niewyjasniony calkowicie, efekt inoculum jest istotny z punktu widzenia
praktyki klinicznej, poniewaz moze on powodowaé przecenienie odpornosci na
antybiotyk danego szczepu bakterii'??, niedoszacowanie dawki antybiotyku!'?® i
przyspieszenie nabywania odpornosci przez bakterie!>*. Efekt inoculum ma swoje
ekstremum, jest nim populacja bakterii sktadajaca si¢ z pojedynczej komorki. Mowa jest
wtedy nie o MIC, a raczej o minimalnym stezeniu hamujgcym dla pojedynczej komorki
(ang. single cell minimum inhibitory concentration, scMIC). Wykazano, iz w duzej
populacji bakterii obecno$¢ antybiotyku na poziomie rownym lub wyzszym scMIC, ale

mniejszym od MIC, wystepuje presja ewolucyjna w stron¢ szczepéw odpornych na dany

antybiotyk’.
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1.3. Techniki mikroprzeptywowe w mikrobiologii

i biotechnologii

Wraz z rozwojem technik mikroprzeptywowych stalo si¢ jasne, ze mozna je wykorzystac¢
do otwarcia nowych kierunkow badan w réznych dziedzinach nauki. Jest to szczegolnie

dobrze widoczne dla biologii'?*!2°

, w ktorej to techniki mikroprzeplywowe pozwalajg na
np. manipulacje pojedynczymi komorkami czy na monitorowanie przebiegu reakcji
enzymatycznych na niespotykang dotad skale — tak w sensie matych fizycznych
rozmiarow reaktorow, jak 1 pod wzgledem olbrzymiej liczby powtorzen eksperymentow
czy krotkich czaséw prowadzenia reakcji. Wiele z eksperymentow biologicznych
przeprowadzonych w ostatnich latach nie mogloby mie¢ miejsca lub bytyby bardzo
trudne do przeprowadzenia bez wykorzystania mikroprzeptywow. Badania biologiczne,
wykorzystujace mikroprzeptywy, mozna podzieli¢ w sposob sztuczny pod wzgledem roli,
jaka odgrywaly w tych badaniach mikroprzeptywy na (i) komory reakcyjne, w ktorych
za pomoca mikoprzeptywow mozna kontrolowa¢ z wysoka precyzjag warunki
przebiegajacych reakcji, (i1) badania wysokoprzepustowe, gdzie mikroprzeptywy
umozliwiajg paralelizacje eksperymentow w liczbach powtorzen niemal niemozliwych
do osiggniecia innymi niz mikroprzeptywowymi metodami, (iii) systemy pozycjonujace,
gdzie mikroprzeplywy sa kluczowa technika pozwalajaca na lokalizacje i obserwacje
pojedynczych komorek czy grup komodrek. Z punktu widzenia niniejszej rozprawy
najbardziej istotng ze wspomnianych kategorii jest ta zawierajagca w sobie badania

wysokoprzepustowe prowadzone za pomoca technik mikroprzeptywowych.

Wielkoskalowa paraleliacja eksperymentow pozwala na uzyskanie doskonatych danych
statystycznych, na badania przesiewowe na duzej liczbie odczynnikéw, czy na szukanie
rzadkich zdarzen w duzych zbiorach czastek czy organizméw zywych. Zwigkszenie
przepustowos$ci w biologii odbywalto si¢ historycznie przy uzyciu plytek wielodotkowych
o coraz wigkszej gestosci dotkow. Postgpujace prace nad integracjg dotkéw z kanatami
mikroprzeplywowymi pozwolity np. na konstrukcje urzadzenia zawierajacego 150 000
dotkéw o objetosciach po 100 pl i o kontrolowanej zawartosci'?’. Dotki czy komory
probuje si¢ zastgpowa¢ np. kropelkami o objgtosci pojedynczych pikolitrow
nadrukowanymi na ptytki z elektrodami'?®. Mozna takze wykorzysta¢ hybryde kropelek

1 dotkéw, co zostalo zademonstrowane w badaniu, w ktérym przeanalizowano 80 000

kombinacji antybiotykow 1 ich wplyw na bakterie. To badanie ujawnilo wiele
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synergistycznych interakcji migdzy antybiotykami, mogacych utatwi¢ dobor efektywne;j
terapii w celu zwalczenia infekcji bakterii odpornych na antybiotyki'?’. Jednakze
niewatpliwie najbardziej rozwinigta galezia badan wysokoprzepustowych w

mikroprzeplywach sg techniki oparte na kroplach'®.

Krople moga by¢ generowane w olbrzymich liczbach przy bardzo duzych
czestotliwosciach, dochodzacych nawet do miliardow kropel na godzing!*°, umozliwiajac
niespotykane wczesniej mozliwosci prowadzenia eksperymentow rownolegle. Rezultaty
reakcji prowadzonych w kroplach moga by¢ analizowane przy do$¢ duzych
czestotliwosciach (nizszych jednak niz mozliwe obecnie czestotliwosci generacji, co
oznacza waskie gardlo przepustowosci mikroprzeptywow), a krople o pozadanych
wynikach prowadzonych reakcji moga by¢ odsiewane od pozostatych. Zostalo to
wykorzystane np. w ukierunkowanej ewolucji enzyméw — przez uzycie aptamerow
kwasow nukleinowych, ktére generuja sygnat fluorescencyjny po napotkaniu analitu'®!,

czy przez analize absorbancji, ktora pozwolia na przesianie miliondw kropel z

przebiegajacymi z réznymi predkosciami reakcjami enzymatycznymi'32,

1.3.1. Cyfrowa biologia

Techniki kroplowe sg bardzo przydatne w protokotach polegajacych na tzw. oznaczeniach
cyfrowych — gdzie w kroplach zamknieta jest co najwyzej jedna czgstka szukana czy
jedna komorka. Wtedy krople, ktore zawieraja w sobie pojedynczg czastke szukang
traktowane sg jako jedynki w kodzie binarnym, za$ krople bez czastek szukanych
uwazane sg za zera — stad oznaczenia na kroplach ,,pelnych” (1) 1 ,,pustych” (0) nazywa
si¢ cyfrowymi. Rozwazmy probke zawierajaca skonczong liczbe czastek szukanych.
Rozcieficzanie tej probki bedzie owocowalo zmniejszeniem stezenia czastek, a takze
zwigkszeniem $redniego dystansu miedzy czastkami, jednak czastki szukane nadal beda
mogly ze sobg bezposrednio oddzialywaé, poza tym najprawdopodobniej nie bedzie
mozna rozr6zni¢ sygnalow pochodzacych od identycznych czastek szukanych, jako ze sa
one zamknigte w jednej objetosci cieczy. Jezeli jednak probke podzieli si¢ na
odpowiednio duzo kompartymentéw (podobjetosci), to znaczna wigkszos$¢ tych partycji
nie bedzie zawierala czastek szukanych (0), zas pewna cz¢$¢ bedzie zawiera¢ doktadnie
jedna czastke (1). Jezeli kompartymentéw bedzie do$¢ duzo lub jezeli probka przed
podziatem bedzie odpowiednio rozcienczona, to udziat kropel zawierajacych dwie (lub

wigcej) czastki bedzie znikomy. Rozklad liczby czastek szukanych w populacji kropel
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mozna policzy¢ na podstawie rozktadu Poissona. Czytelne wyjasnienie tego zagadnienia

zostalo zaprezentowane przez Amara Basu'*:

Typowo, w oznaczeniach cyfrowych liczba szukanych obiektéw (m) jest o rzad
mniejszosci mniejsza niz liczba kropel (n). Srednia liczba szukanych obiektow

przypadajacych na jedng krople (1) zalezy od stezenia probki (C) i liczby kropel (n).
A="=CxVy, (4)

gdzie m to liczba obiektow szukanych w probce, za$§ V; oznacza oznacza objetosc
pojedynczej kropli. Szansa na to, ze kropla bedzie zawierata k obiektéw szukanych jest
opisana przez rozktad dwumianowy, ktory przy duzej wartosci n moze by¢ przyblizony

rozkladem Poissona (typowo przy wykorzystaniu kropel warto$¢ n jest wysoka):

Aese=2
!

k

p(k) = (5)

Srednia pu i wariancja o2 rozkltadu Poissona sa rowne u=o2= A '
Prawdopodobienstwo wystapienia kropli ,,pustej”, tj. bez obiektu szukanego, wynosi E =
p(0) = e~*. Co za tym idzie, liczbe obiektow szukanych (m) i stezenie probki (C) mozna

obliczy¢ na podstawie udzialu procentowego kropel pustych w catej populacji kropel'>:

A =—In(E) (6)
m =nl = —-nlIn(E) (8)

Rys. 10 pokazuje rozklad liczby obiektéw szukanych przypadajacych na krople dla
réznych $rednich liczb obiektéw przypadajacych na krople (1).
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Ryc. 10. A) Rozkiad liczby obiektéw szukanych przypadajgcych na krople dla réznych
$rednich liczb obiektéw szukanych przypadajgcych na krople (1). Dla A zblizonych do 0,1
niemal wszystkie krople zawierajqgce obiekty szukane zawierajq jeden i tylko jeden obiekt
szukany. B) Zmiana prawdopodobienstw wystgpienia 0, 1, 2, 3 lub 4 obiektéw szukanych w
kropli dla zmieniajgcych sie $rednich liczb obiektéw szukanych przypadajgcych na krople (4).
Rozktady obliczone sq na podstawie rozktadu Poissona. Rycina pochodzi z pracy Amara
Basu'33,

Wada systemOw oznaczania cyfrowego jest konieczno$¢ wydzielenia wielkiej liczby
kompartymentow, jezeli w eksperymencie potrzebny jest szeroki zakres dynamiczny
oznaczenia lub jezeli niezbedne s3 duze iloSci danych do przeprowadzenia obliczen
statystycznych. Istnieje mozliwos¢ zwiekszenia zakresu dynamicznego takiego
oznaczenia przy zmniejszeniu liczby kompartymentow: metoda opiera si¢ na
przygotowaniu szeregu rozcienczen probki i nastepujacej po tym kompartmentalizacji’?.
Wada tego rozwigzania jest jednak spadek precyzji oznaczenia. Poniewaz jednak techniki
mikroprzeplywowe oferujg szybka produkcj¢ kropel 1 oznaczenia oparte o miliony kropel
jednoczes$nie, przewaznie do oznaczen cyfrowych uzywa si¢ rozktadu Poissona bez

modyfikacji.

Metody oparte na cyfrowej biologii otwieraja przed badaczami szereg nowych
mozliwo$ci prowadzenia badan. Przyktadowo w cyfrowej metodzie PCR opartej na
kroplach (ang. droplet digital polymerase chain reaction, ddPCR, juz
skomercjalizowanej)'*®, czastki poszukiwanego DNA s3 dystrybuowane pomiedzy
krople, tak aby czes$¢ populacji kropel nie zawierata Zadnej czastki DNA (zera), a czes$¢
kropel zawierata co najwyzej jedng kopie¢ DNA (jedynki). Po przeprowadzeniu PCR na
takiej emulsji krople, ktoére nie zawieraly DNA pozostaja ciemne po potraktowaniu
Swiattem o odpowiedniej dlugosci fali, za$ krople, ktore zawieraty jedng czastkg DNA,
sg widoczne ze wzgledu na duzg liczbe kopii DNA w takich kroplach po PCR, co pociaga
za sobg silny sygnal fluorescencyjny. Wystarczy policzy¢ krople emitujace sygnat
fluorescencyjny, aby z absolutng doktadnos$cia i bez krzywych kalibracyjnych dowiedzie¢
si¢, ile bylo czastek DNA w probee przed PCR. Mozliwe jest potaczenie ddPCR z innymi
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systemami mikroprzeptywowymi. Przykladowo Ozkumur et al. Zaprezentowali uktad
mikroprzeplywowy, mogacy przesiewaé krazace komorki nowotworowe (ang.
Circulating Tumor Cell, CTC) przy przepustowosci dziesigciu milionéw komorek na
sekunde'®’. Ta technika zostala p6zniej polaczona z opartym na kroplach RT-PCR

(Reverse Transcription PCR) do diagnostyki nowotworowe;j'3%.

Tak jak wspomniano, mozliwe jest takze zamykanie pojedynczych komorek w osobnych
kroplach. Otwiera to nowe $ciezki badan zwigzane z heterogonicznoscig populacji
bakterii czy eukariontow. Dwie pierwsze publikacje na ten temat w dziedzinie genomiki

opublikowano jednocze$nie!3*!40,

Te prace juz teraz uznawane za fundament
wielkoskalowych badan genomicznych na pojedynczych komorkach. Pierwszy z
artykulow opisuje badania transkryptomiczne komorek potencjalnych!’, zaé drugi
opisuje profilowanie ekspresji genéw na poziomie pojedynczych komodrek'*®. Obydwie
publikacje prezentujg nieco inne rozwigzania techniczne, jednak ewidentnie obie drogi
dojscia do celu odniosty sukces. Elementy taczace obydwie prace (poza niektorymi
autorami) to wykorzystanie kropel o objetosciach rzedu pikolitrow do zamknigcia
pojedynczych komorek, a takze wykorzystanie unikalnych sekwencji kwasow
nukleinowych do oznaczenia (ang. barcoding) poszczegdlnych kropel w celu
pOzniejszego przypisania wynikow sekwencjonowania RNA do konkretnej komorki.
Techniki analizy RNA z pojedynczych komoérek znane byly juz wczesniej, jednak
wspomniane publikacje opisuja takie badania na niepotykang wczesniej skalg.
Przytoczone tu prace nad oznaczeniami kwasoéw nukleinowych na poziomie
pojedycznych komorek zaowocowaly serig nowych badan, np. nad integracja systemow
do wielkoskalowego badania pojedynczych komoérek =z platformami do
sekwencjonowania RNA!*!, do perturbacji w ekspresji gendow z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas'*, czy do wielkoskalowego (50 000 komorek na eksperyment)

sekwencjonowania DNA bakterii'*’.

1.3.1.1. Techniki mikroprzeplywowe do oznaczania odpornosci
na antybiotyki

Do pomiar6w odpornosci na antybiotyki wielokrotnie wykorzystano techniki
mikroprzeplywowe. W sposob sztuczny mozna podzieli¢ opracowane na przestrzeni lat

rozwigzania w tej dziedzinie pod wzgledem sposobu detekcji na te oparte na detekcji
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wzrostu po czasie co najmniej kilku godzin, np. oparte na fluorescencji, na te oparte na
optycznej detekcji podzialu pojedynczych komoérek i na te oparte na detekcji zmian w

bakteriach na poziomie molekularnym.

1.3.1.1.1. Detekcja wzrostu po inkubacji

Do tej grupy autor zaklasyfikowat techniki, ktére wymagaja wielogodzinnego wzrostu
bakterii przed identyfikacja odpornosci lub braku odpornosci na antybiotyk. Jezeli
bakterie sag odporne, nastgpi ich wzrost. Wzrost jest wymagany w celu wzmocnienia
sygnatlu z probek, zawierajacych odporne bakterie, wobec probek bez zadnych bakterii
lub z bakteriami wrazliwymi na antybiotyk. Przyktadowymi metodami detekcji sg tu
odczyt fluorescencji’”#8144145 ub analiza wzrostu rozpraszania $wiatta przechodzacego

przez probke!4®

. W tej kategorii technik mikroprzeptywowych, stuzagcych do oznaczania
odpornos$ci na antybiotyki, znalazly si¢ niemal wszystkie metody oparte na kroplach.
Omawiane tu metody majg ograniczone zastosowanie w diagnostyce medycznej, w ktorej
liczy sie nie tylko analiza odpornosci na antybiotyk, ale takze czas, w ktorym zostanie
przeprowadzona analiza — powinien by¢ jak najkrotszy. Niemniej opisane tu metody majg
zastosowanie w badaniach odpornos$ci jako takiej, tj. np. moga pomoc w wyszukaniu
oddziatywan synergistycznych miedzy rdéznymi antybiotykami, co moze mieé

przelozenie na praktyke kliniczng'%.

Do badan odpornosci nierzadko wykorzystuje si¢ krople o rozmiarze wigkszym niz 100

nl. Przykladowo, opracowano system i jego iteracje!4”-!48

, W ktérym autorzy mogli
generowa¢ dlugie (ponad 1000 kropel) szeregi kropel objetosci ok. 100 nl kazda,
zawierajacych pozywke bakteryjng 1 antybiotyk w zmiennym miedzy kroplami stezeniu.
Znakowanie populacji nie bylo konieczne ze wzgledu na znang kolejno$¢ generacji kropel
o roznym sktadzie — znajac kolejnos¢ kropli w szeregu, mozna przywota¢ zadane w nie;j
warunki reakcji. System zostat wykorzystany do doktadnej analizy wartosci MIC przy

bardzo malych zmianach stezenia miedzy antybiotykami'’

. System podobny do
omawianego zostal wykorzystany do analizy zmiennos$ci fenotypoéw bakterii po okresie
glodzenia bakterii. Zmienno$¢ fenotypowa byla znacznie wigksza po przeglodzeniu
komorek niz w populacjach kontrolnych, za§ mutacje powodujace powstawanie réznych
fenotypow zostaly zidentyfikowane przez sekwencjonowanie DNA komoérek'®. Innym

przyktadem wykorzystania duzych kropel do analizy odpornosci na antybiotyki jest praca
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Churskiego et al.”®, w ktorej generowano na zadanie'*° krople z réznymi reagentami o

zmiennej objetosci, ktore nastepnie taczono ze soba (Ryc. 11).

Ryc. 11. Systemy oparte na detekcji wzrostu bakterii w kroplach po inkubacji. a) Schemat
urzqdzenia do badania wptywu kombinacji antybiotykéw na wzrost bakterii. Flow oll
according to the protocol — przeptyw oleju wedtug protokotu, deposit samples — naktadanie
probek, packets of known volume — porcje o znanej objetosci, known sequence of compositions
— znana sekwencja sktadu kropel, incubation (off chip) — inkubacja poza uktadem, light in —
wlot na $wiattowdd, detection — detekcja, viability vs composition — zywotnosé¢ bakterii w
zaleznosci od sktadu kropel. Na badane krople sktadaty sie zmienne stezenia antybiotykdw i
stale stezenie bakterii. Schemat pochodzi z pracy Churskiego et al.”? b) System do
wysokoprzepustowego badania interakcji antybiotykéw. A) Generacja kropel. Prébki z ptytki
wielodotkowej z réznymi prébkami (compound plate) sq tgczone z unikalnymi dla kazdej
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probki mieszaninami trzech barwnikéw fluorescencyjnych (encoding dyes). Prébki wymieszane
z barwnikami sq tgczone z komérkami (cell culture) i generowane sq krople o objetosci ok. 1
nl (emulsify cel culture with compound and encoding dye). Krople sq nastepne zbierane w
jednym pojemniku (pool droplets). B) Load droplets and wash out surfactant: Krople sq
naktadane przez wlot (loading slot) do uktadu putapek (PMDS microwell array), w ktérych
losowo tapane sq po dwie krople, nastepnie sptukiwany jest surfaktant. Mechanical clamp:
urzqdzenie jest zabezpieczane mechanicznie. Low-magnification fluorescence scan: sktad
poszczegdlnych kropel jest identyfikowany przez unikalne mieszaniny barwnikéw. Merge
droplets and incubate: Potqczenie sparowanych w putapkach kropel i inkubacja. Low-
magnification fluorescence scan — skan fluorescencji w celu identyfikacji wzrostu lub braku
wzrostu bakterii (odpowiedzi fenotypowej). C) Zdjecia uktadu putapek. D) Z leweij: krople z
unikalnymi zestawami stezen barwnikéw. Z prawej: Fluorescencia z kropel okreslajgca
odpowiedz fenotypowq. Rycina pochodzi z pracy Kulesy i wspdtpracownikéw'??. ¢) Analiza
fluorescencji z kropel ze wzrastajgcymi bakteriami. Krople sq wstrzykiwane do uktadu po
inkubacji, ktéra miata umozliwi¢ bakteriom wzrost (Re-injection of droplets after incubation),
nastepnie krople sq rozcienczane przez faze ciqgtq i przepuszczane przez zwezenie, w
ktérym analizowane sq jedna po drugiej przez mikroskop konfokalny. Za: Scheler i
wspétpracownicy'3'. Taki system detekcji zostat wykorzystany w takze w niniejszej pracy.
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Laczna objetos¢ kropel wynosita 1,4 ul, z czego 100 nl przypadalo kazdorazowo na
pozywke z bakteriami (zatem miaty one state st¢zenie w kazdej kropli), za§ antybiotyki i
rozcienczalnik miaty zmienne rozmiary, jednak zawsze lacznie miaty 1,3 pl. System
zostat wykorzystany do analizy interakcji koktajli skladajacych si¢ z dwoch
antybiotykow. Wada systemu Churskiego 1 wspotpracownikow byl maty zakres
dynamiczny metody: krople musialy mie¢ tacznie stalg objetosé, zas precyzja generacji
rozmiaréw kropel byta ograniczona. Owocowalo to analiza w malym zakresie stezen o
matym skoku. Analiza interakcji antybiotykow zostala przeprowadzona pozniej na
znacznie wigksza skale w systemie o innych zalozeniach eksperymentalnych. Wpierw
przygotowano w plytce wielodotkowej probki w duzej objetosci, kazda probka zawierata
inne stezenia ro6znych antybiotykow ikazda probka zawierata unikalng kombinacje¢ stezen
trzech barwnikow fluorescencyjnych, stanowigcych marker do identyfikacji danej probki
(ang. barcode). Probki byty emulsyfikowane na 20 000 jednonanolitrowych kropel kazda,
a nastepnie krople byty losowo tapane w pulapki, mieszczace dwie krople (Ryc. 11).
Powstate losowe pary byly identyfikowane na podstawie markeréw (rdznej
intensywnosci fluorescencji w trzech kanatach pomiarowych), nastepnie taczone ze soba

przez zmienne pole elektryczne!>?.

W ten sposob przeanalizowano 80 000 par
antybiotykow w réznych stgzeniach, w tym nowych potencjalnych lekow i

zidentyfikowano wiele nieznanych wcze$niej oddziatywan synergistycznych'?.

Prostszy w obstudze system zakladal wykorzystanie putapek mikroprzeptywowych i
kontroli przeptywu przy pomocy pipet automatycznych®®. Inny system obstugiwany
pipeta umozliwiatl analize odpornosci na antybiotyk z probek klinicznych w ciggu
jednego dnia roboczego (8 godzin). Probka byla przepychana przez dwa filtry, ktore
umozliwiaty izolacj¢ bakterii z moczu przy akceptowalnej czystosci. Potem oczyszczone
bakterie byly wprowadzane do prostego uktadu, zawierajacego glowny kanat i szereg

komoér. Komory byty nastepnie rozdzielane porcja oleju'>?.

Systemy do analizy odpornosci na poziomie pojedynczych komérek wykorzystywatly np.
szereg rozdzielonych kropel, ktorych sktad mozna bylo zidentyfikowa¢ po kolejnosci
danej kropli w szeregu'>* czy, w odrdznieniu od wyzej opisanych systeméw, analize

zmiany gestosci optycznej w kroplach powodowanej wzrostem bakterii'*®

. Innym
przyktadem systemu do analizy odpornosci na antybiotyki dla szeregu stezen probki jest

uktad wykorzystujacy kulki hydrozelu, ktore wiezi si¢ w putapkach!'**. Po uwiezieniu
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kulek hydrozelowych przez uklad przeptywa kolejno zawiesina bakterii i antybiotyk
rozcienczony w sposob liniowy w sposob podobny do opisanego na poczatku rozwoju

mikroprzeplywow'®.

Uktady kroplowe byly takze wykorzystywane do dlugotrwalej analizy bakterii i
nabywania przez nie odpornos$ci. Uktad kontrolowat do 200 kropel o rozmiarze kilkuset
nanolitréw kazda, poruszajagc nimi w trakcie inkubacji w celu dostarczenia do nich
tlenu?>. Krople nasycone komérkami byly dzielone, za$ usunicta cze$¢ kropli byta
zastgpowana $wiezg pozywka o takim samym lub wyzszym stezeniu antybiotyku.
Autorzy zademonstrowali nabywanie odpornosci na zwigkszajace si¢ stezenie

antybiotyku w czasie wielu dni®*.

Ukfady mikroprzeplywowe mozna wykorzystywac takze do analizy heteroodpornosci, tj.
zjawiska, w ktérym w duzej populacji wrazliwych bakterii pojawia si¢ pojedyncza
zmutowana komoérka o odpornosci znacznie przewyzszajacej odpornos$¢ pozostatych
komorek populacji. Wygenerowano ponad 107 kropel, ktore zawieraly tacznie 10°
komorek bakterii E. coli, tzn. krople zawieraly co najwyzej jedng komorke (patrz rozdziat
1.3.1.). Krople byly inkubowane przez dwie godziny, co wystarczyto, by po dodaniu do
kazdej kropli z osobna®® wskaznika Zzywotnoéci bakterii Alamar Blue zaobserwowaé
roznice migdzy kroplami z bakteriami odpornymi a pozostatymi kroplami. Wyciek
wskaznika z kropli byt ograniczony przez wykorzystanie nanoczastek amfifilowych do
stabilizacji emulsji*>!3>!%6, Calkowity czas badania wynosil 4 godziny, jednak byt
uzalezniony od rodzaju badanych bakterii, zatem ta technika nie znajdzie latwego

przelozenia na praktyke kliniczng'#.

1.3.1.1.2. Detekcja podziatlu pojedynczych komérek

W tej grupie znajduja si¢ systemy mikroprzeptywowe, w ktorych prowadzi sie
obserwacje pojedynczych komoérek. Gdy zauwazy sie, ze komorka sie dzieli, uznaje si¢
ja za odporng, za$ gdy komodrka nie dokonuje podziahu, jest uznawana za wrazliwag na
antybiotyk. Prowadzenie obserwacji w ten sposob drastycznie skraca czas badania, nawet

do 30 minut"’

. Wadg technik projektowanych w ten sposob jest ich niska przepustowos¢
w stosunku do technik opartych na kroplach. Wobec tego autor uznaje, Ze techniki oparte

na detekcji podzialu pojedynczych komoérek lepiej nadajg si¢ do celéw klinicznych niz
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krople, jednak do badan przesiewowych czy badan heteroodpornosci lepiej nadaja si¢

systemy kroplowe.

Jedynym znanym autorowi przyktadem hybrydy techniki kroplowej z detekcja podziatu
pojedynczych komorek jest technika oparta na obserwacji podzialu pojedynczych bakterii
w kroplach uwiezionych w pulapkach, co pozwala na oznaczenie odpornosci na
antybiotyk w ciggu jednej godziny. Mocz i antybiotyk byly ze sobg faczone w ukladzie
mikroprzeplywowym, a nastgpnie krople byly obserwowane pod mikroskopem. Test
wykazal zroznicowana odporno$é na antybiotyk wérod bakterii obecnych w moczu '8,

Inna metoda obserwacji podziatlu bakterii wykorzystuje specjalnie zmodyfikowane ptytki
wielodotkowe. Do kanatu otaczajacego zbiornik naktada si¢ pipeta bakterie zawieszone
w agarozie. Nastgpnie do zbiornika pipetg naklada si¢ roztwor antybiotyku. Antybiotyk

rozchodzi sie w Zelu na drodze dyfuzji i hamuje (lub nie hamuje) wzrost bakterii'>’.

Kolejnym przykladem jest wykorzystanie nienowego konceptu tzw. mother machine.
Polega on na chwytaniu w waskie kanaliki pojedynczych komorek bakterii. Z jednej
strony kanalik jest otwarty (tedy do kanalika dostaje si¢ pierwsza bakteria), z drugiej
strony kanalik jest cze$ciowo zamkniety, umozliwiajac transport czastek z kanatu za
zamkni¢ciem do kanalika, przy okazji nie przepuszczajac komorek bakterii. Komoérka jest
uwieziona w takim kanaliku, jednak moze si¢ dzieli¢. Nowe komorki powstajg zawsze w
tym samym kierunku, tj. tam, gdzie nie ma blokady w kanaliku. W ten sposéb mozna
precyzyjnie mierzy¢ tempo wzrostu setek pojedynczych bakterii, okreslajac, czy sg one

odporne na antybiotyk, czy nie'>’ (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Uktad oparty na mother machine do oznaczania odpornosci na antybiotyk w 30 minut.
a) Wprowadzanie pojedynczych bakterii z gtéwnego przeptywu do kanalikéw, do ktérych
bakterie mogq wptyngé, ale nie mogq wyptyngé z drugiej strony. b) Zblizenie na kanaliki, w
ktérych bakterie dzielq sie w réznym tempie. Na podstawie dystrybucji odlegtosci ,,czota”
bakterii od konca kanalikéw mozna okresli¢, czy bakterie sq odporne na antybiotyk. c)
Zblizenie, pokazujgce pojedyncze bakterie i blokady w kanalikach. Za: Baltekin
i wspdtpracownicy'%7,

1.3.1.1.3. Techniki molekularne

Osobnym podejsciem jest wykorzystanie technik amplifikacji DNA w celu sprawdzenia
zmiany zawartosci bakteryjnego DNA w probce. Hybrydowy test oparty na technikach
molekularnych, a stuzacy do sprawdzenia fenotypu (odporny lub nieodporny na
antybiotyk) bez wnikania w podstawy genetyczne odpornos$ci zostat zaprezentowany w
kroplach przy wykorzystaniu cyfrowej amplifikacji DNA. Cyfrowa amplifikacja DNA
umozliwila odréznienie fenotypoéw dla réznych grup antybiotykow juz po 15 minutach
ekspozycji bakterii na antybiotyk, co nie bylo mozliwe przy zastosowaniu ilo$ciowej
amplifikacji DNA bez komponentu cyfrowego!®’. Ta technika zostala pdzniej
zastosowana w polaczeniu z izotermalng metoda amplifikacji DNA do analizy odpornosci

na antybiotyki szczepow bakterii z probek klinicznych'®!.
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1.4. Sformutowanie problemu

Tak jak wspomniano w dziale ,,Motywacja i cel badan”, przedmiotem tej rozprawy jest
opracowanie systemu mikoprzeplywowego do wysokoprzepustowego oznaczania
odpornosci na antybiotyki na poziomie pojedynczych komorek. Aby przystapi¢ do pracy
eksperymentalnej, niezbedna jest analiza procesu klasycznie wykonanego oznaczania
odpornosci na antybiotyki. Do tego celu wybrano metode opartg na szeregu rozcienczen
antybiotyku, jako prezentujaca duzo wicksze mozliwosci zwigkszenia przepustowosci
(poprzez wykorzystanie kropel w ukladach mikroprzeptywowych) niz technika oparta na
dyfuzji antybiotykéw w pozywkach stalych. Zgodnie ze standardowymi protokotami®®,
wpierw przygotowuje si¢ szereg dwukrotnych rozcienczen antybiotyku w pozywce.
Nastepnie rozcieficzenia zaszczepia sie bakteriami, tak by ich stezenie wynosito 5*10°
cfu/ml (cfu — colony forming unit, jednostka tworzaca koloni¢). Nastepnie przygotowane
mieszaniny inkubuje si¢ przez 16 godzin, by umozliwi¢ wzrost bakteriom, po czym
analizuje si¢ wzrost na podstawie pomiaru absorbancji. Mozna wobec tego
zidentyfikowa¢ 3 kluczowe elementy omawianego procesu: szeregowe rozcienczenie,
inkubacja 1 detekcja. Aby oznaczy¢ wartos¢ scMIC (single cell minimum inhibitory
concentration, minimalne stezenie hamujace dla pojedynczej komorki), musimy stworzy¢
sytuacje, w ktorej komorki sa od siebie odseparowane. Klasycznymi metodami
mikrobiologii mozna to osiggnaé poprzez wykonanie szeregu rozcienczen komorek, w
ktorym przyjmuje si¢, ze ostatnie rozcienczenie, w ktérym po inkubacji rozmnozg si¢
bakterie, zawieralo jedna komodrke’. Aby zbada¢ MIC, nalezy przebadaé szereg
rozcienczen antybiotykow, zatem aby przebada¢ scMIC klasycznymi metodami, nalezy
przygotowac jednoczesnie szeregi rozcienczen komorek i antybiotyku, a wszystko w
ptytkach wielodotkowych — takie rozwigzanie jest bardzo wymagajace pod wzgledem
naktadu czasu i pracy, w dodatku nie przynosi duzej ilo$ci danych statystycznych, tj. aby
przebadac¢ kilkaset odseparowanych bakterii, nalezy przygotowac kilka lub kilkanascie

tysigcy dotkow z rozcienczeniami.

Wspomniano tu wczes$niej (rozdziat 1.3.1.) o metodach cyfrowej biologii, ktoére
umozliwiaja  zamykanie pojedynczych komorek w kroplach w ukladach
mikroprzeplywowych. Warunkiem powodzenia takiej operacji jest podzial probki
zawierajacej komorki na duza liczbe partycji. W mikroprzeptywach mozna to osiagnaé

przez przygotowanie duzej liczby izolowanych komoér lub, co bardziej praktyczne ze

Strona 56



Wprowadzenie
wzgledu na wigkszg elastyczno$¢ w przygotowaniu eksperymentu, przygotowanie duzej
liczby wodnych kropel. Oznaczenie MIC wymagalo wymienionych wcze$niej trzech
etapow krytycznych. Wydajne oznaczenie scMIC wymaga jednego dodatkowego etapu,
z jego uwzglednieniem krytyczne etapy wydajnego procesu scMIC to: szeregowe
rozcienczenie antybiotyku z dodatkiem bakterii, emulsyfikacja szeregu rozcienczen,
inkubacja szeregu emulsji, detekcja wzrostu bakterii (Ryc. 13). Niniejsza rozprawa
opisuje rozwigzania umozliwiajace efektywne wykonanie poszczegodlnych etapow
niezbednych do wydajnego oznaczenia scMIC, integracje poszczegoInych czgsci systemu
1 eksperymenty z uzyciem skonstruowanego systemu: oznaczanie scMIC, wykazanie
efektu moculum, opis zmian morfologicznych w populacji bakterii pod wplywem
pewnych antybiotykow, opis dystrybucji poziomu odpornosci na antybiotyk w

identycznej genetycznie populacji bakterii.

Ryc. 13. Konceptualizacja operacji niezbednych do wysokoprzepustowego oznaczenia scMIC
(odpornosci na antybiotyk na poziomie pojedynczej komérki). Wpierw generowane sq duze
krople o zmieniajgcym sie stezeniu antybiotyku, ale z takim samym stezeniem bakterii.
Nastepnie szereg duzych kropel jest emulsyfikowany, aby zgodnie z rozkladem Poissona w
kazdej kropli znalazta sie co najwyzej jedna komérka bakterii. Nastepnie emulsie sq
inkubowane w celu wykrycia odpowiedzi fenotypowej bakterii (wzrost lub brak wzrostu).
Nastepnie prowadzona jest detekcja sygnatéw fluorescencyijnych oznaczajqcych odpowiedz
fenotypowq, przy czym nalezy znaé stezenie antybiotyku w danej emulsji. Emulsja o
najnizszym stezeniu antybiotyku, w ktérej nie zarejestrowane zostanq sygnaty fluorescencyjne
oznaczajqce wzrost bakterii, zawiera stezenie antybiotyku réwne scMIC. Rysunek za: Postek
i wspdtpracownicy'62,
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2. MATERIALY | METODY EKSPERYMENTALNE
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Materialy i metody eksperymentalne

2.1. Materiatly

2.1.1. Odczynniki

W przeprowadzonych badaniach zastosowano nastepujgce odczynniki:
I Ptyny

Olej Novec HFE 7500, 3M, USA

Pozywka bakteryjna Mueller-Hinton, Biocorp, Polska

Il Surfaktanty

Perfluoropolieter-poli(glikol etylenowy)-perfluoropolieter (PFPE-PEG-PFPE) otrzymany w
syntezie opisanej w literaturze3>, wzér strukturalny na ryc. 3.

M. Srodki modyfikujqce powierzchnie
tridekafluoro-1,1,2,2,-tetrahydrooktyl-1-trichlorosilan, United Chemical Technologies, USA

ptyn Novec 1720, 3M, USA

IV. Antybiotyki i dodatki do hodowli bakteryjnych

Kanamycyna (Fisher Chemical, Wielka Brytania)

Piperacylina (Singma-Aldrich, Niemcy)

Cefotaksym (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd, IPTG (Fisher Chemical, Wielka Brytania)

V. Barwniki fluorescencyjne

Chlorek rodaminy 110 (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Dekstran izotiocyjanianu fluoresceiny, FITC (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Dekstran izotiocyjanianu rodaminy, RITC (Sigma-Aldrich, Niemcy)

2.1.2. Uklady mikroprzeptywowe

W prowadzonych badaniach wykorzystano nastepujgce materiaty do konstrukeji systeméw

mikroprzeptywowych:

Poli(dimetylosiloksan), PDMS, Sylgard 184, Dow Corning, USA
Szkto o grubosci 1 mm

Ptytki poliweglanu o grubosci 5 mm
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Ptytki poli(metakrylanu metylu) o grubosci 5 mm

Folia aluminiowa (Jan Niezbedny, Sarantis Polska S.A., Polska)

2.1.3. Bakterie

Szczep E. coli DH5a z plazmidem pBR322, zawierajgcym gen beta-laktamazy TEM-20,
i z plazmidem pZS2501, zawierajgcym gen biatka zéttej fluorescencji (YFP)

2.1.4. Kontrola przeptywu

Pompy strzykawkowe NemeSys (Cetoni GmbH, Niemcy)
Strzykawki szklane (Hamilton, USA)

Przewéd PTFE (politetrafluoroetylen) (Bola, Niemcy)
Przewdd PE (polietylen), (Becton Dickinson, USA)
2.1.5. Obrazowanie uktadéw
Kamera uEye (IDS Imaging, Niemcy)

Kamera szybka Fastcam 1024 PCl (Photron, Japonia)

2.1.6. Detekcja sygnatow fluorescencyjnych

Mikroskop konfokalny Nikon A1 (Nikon, Japonia)
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2.2. Metody

2.2.1. Matryce vuktadéw mikroprzeptywowych

W celu przygotowania matryc uktadéw mikroprzeptywowych, projekt sieci kanatow i
specyficznych geometrii w tych kanatach zostat wprowadzony do programu Mastercam
(CNC Software, USA) . Nastepnie zaprojektowane elementy ukladu zostaty
wyfrezowane w plytce poliweglanowej (ewentualnie w plytce PMMA) przy uzyciu
frezarki numerycznej (MSG4025, Ergwind, Polska), tworzac pozytywng matryce
poliweglanowa (PC). Plytka poliwgglanowa zostala nastepnie ulozona nacigciami do
gbéry w jednorazowym naczyniu przygotowanym z grubej folii aluminiowej. Nastgpnie
plytke poliweglanowa zalano PDMS 1 przetozono do eksykatora podiagczonego do pompy
prézniowej (Biichi, Niemcy) nastawionej na ci$nienie 100 mbar na 1 minute¢ w celu
odpowietrzenia PDMS. Po odpowietrzeniu calo$¢ przetozono do pieca nastawionego na
temperature 75°C na dwie godziny w celu przyspieszenia sieciowania polimeru PDMS.
Z powstatego bloku PDMS wyciggnieto matrycg PC, zas blok PDMS tworzyl negatywna
matryce PDMS. W celu zabezpieczenia matrycy PDMS przed sieciowaniem z
docelowym uktadem PDMS, matryc¢ PDMS pokryto zwigzkiem silanu (tridekafluoro-
1,1,2,2,-tetrahydrooktyl-1-trichlorosilan). Aby to osiagna¢, w celu aktywacji powierzchni
matrycy matryca PDMS zostata potraktowana plazma powietrzng, otrzymang przy uzyciu
generatora tuku elektrycznego (Corona Treater BD 20, Electro-Technic Products, USA)
przez 20 sekund. Nastepnie aktywowana matryca PDMS zostala umieszczona w
eksykatorze podtaczonym do pompy prézniowej nastawionej na 15 mbar. W eksykatorze
poza matrycag PDMS znajdowaly si¢ dwie probéwki, w ktorych znajdowato si¢ po 15 pl

roztworu tridekafluoro-1,1,2,2 -tetrahydrooktylu-1-trichlorosilanu.

2.2.2. Uktady mikroprzeptywowe PDMS

Przygotowang wcze$niej matryce PDMS zalano §wiezym niespolimeryzowanym PDMS,
nastepnie umieszczono ja w piecu nastawionym na 75°C na dwie godziny. Nastepnie, po
wychtodzeniu catego bloku PDMS do temperatury pokojowej, nacinano $wiezo
spolimeryzowang warstwe PDMS skalpelem tak, aby wycia¢ kontury docelowego
ukladu. Nastepnie oddzielano docelowy pozytywny uktad PDMS od negatywnej matrycy
PDMS. W miejscach, w ktorych znalez¢ si¢ miaty wloty i wyloty ukfadu, w pozytywnym

ukladzie PDMS wycigto otwory przy uzyciu zaostrzonej igly o $rednicy zewnetrznej 0,8
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mm lub wigkszej, w zaleznos$ci od pozadanej §rednicy wlotu. Nastepnie uktad PDMS oraz
plytke szklang dokladnie oczyszczono woda z detergentem, nast¢pnie alkoholem

izopropylowym, nast¢pnie wysuszono przy uzyciu spr¢zonego powietrza.

2.2.3. Zamykanie vukladéw mikroprzeptywowych PDMS
ptytkami szklanymi

Uprzednio oczyszczone uktad PDMS i plytka szklana zostaly umieszczone w generatorze
plazmy (Harrick Plasma, USA). Generator plazmy zostal wypeliony tlenem, nastepnie
przez 30 sekund odpompowywano gaz z generatora. Nastgpnie urzadzenie zostato
wlaczone na ustawienie ,,high”, co spowodowalo generacje plazmy. Po 30 sekundach
urzadzenie zostato wyltaczone, a uktad PDMS 1 ptytka szklana zostaty do siebie delikatnie

przytozone, co spowodowalo ich trwale zwigzanie.

2.2.4. Ruch ptynéw

Ruch ptynow w uktadach mikroprzeptywowych byt wymuszany przez precyzyjne pompy
strzykawkowe NemeSys (Cetoni GmbH, Niemcy). Pompy byly wyposazone w szklane
strzykawki (Hamilton, USA) — szklane strzykawki gwarantuja mniejsze objetosci martwe
w przeptywie niz strzykawki plastikowe. Pompy byly kontrolowane przez
oprogramowanie Qmix Elements, dostarczone przez producenta pomp. Plyny byly
dostarczane ze strzykawek do ukladéw przewodami wykonanymi z PTFE, ktoére sa
sztywne, co 0znacza mniejsze objetosci martwe przeptywu niz w przypadku przewodoéw
elastycznych. Ptyny byly wyprowadzane z uktadow przewodami PTFE lub PE. Przewody

PE byly wykorzystane w systemie do oznaczania scMIC.

2.2.5. Wymuszanie koalescencji w polu elektrycznym

Pole elektryczne byto generowane w ukladzie przez przylozenie do niego dwoch elektrod
stalowych w odleglo$ci nie wigkszej niz 4 mm pomiedzy koncami elektrod, tak by kofice
elektrod znajdowaly si¢ w plaszczyznie kanatow mikroprzeptywowych, a miedzy
koncami elektrod znajdowala si¢ pulapka hydrodynamiczna. PrzyloZzony prad byt

zmienny przy czgstotliwosci 200 Hz i napigciu 1,5 kV.
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2.2.6. Pomiar objetosci kropel

Rozmiar kropel unieruchomionych w pulapkach hydrodynamicznych byt ustalany na
podstawie znanego z gory przekroju poprzecznego kanatu. W celu ustalenia objetosci
schwytanej kropli mierzona byla jej dlugo$¢ w kanale. Na podstawie uzyskanych
rozmiaréw przyblizong obje¢tos¢ kropli ustalano z wzoru na objetos¢ graniastostupa.
Pomiar objetosci kropel generowanych emulsji byt prowadzony przy uzyciu szybkiej
kamery Fastcam 1024 PCI (Photron, Japonia). Mierzona byta powierzchnia rzutu kropel
w pikselach kwadratowych 1 przy wykorzystaniu elementu uktadu mikroprzeptywowego
o znanych rozmiarach wyznaczany byt promien kropli. Na podstawie promienia kropli
wyznaczana byla jej objetos¢. Analizy obrazu dokonywano za pomocg programéw
Image] i Automated Droplet Measurement (ADM)!'®*. W przypadku wykorzystania
ImageJ] uzyskane dane liczbowe opracowywano przy uzyciu programdéw napisanych

specjalnie do tych potrzeb w srodowiskach MSExcel, Scilab.
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2.2.7. Oznaczanie wspoétczynnika rozcienczen

Aby oznaczy¢ wspotczynnik rozcienczen migdzy dwoma kroplami, zastosowano metode
podobng do prezentowanych wczeéniej’>’%164, Przeprowadzano szeregowe rozcienczenie
barwnika fluorescencyjnego rodaminy 110 (Sigma-Aldrich, Niemcy). Mierzono $rednig
intensywnos$¢ fluorescencji kazdej kropli, przy czym mierzono centralny fragment kropli,
a kazdy obszar mierzony byt tej samej wielkos$ci dla kazdej kropli. Plaszczyzna
ogniskowania znajdowata si¢ w polowie wysokosci kropli. Po wykonaniu pomiaru
ustalano  stosunek intensywnosci fluorescencji  kropel (kropli o wigkszym
przewidywanym stezeniu do kropli o mniejszym przewidywanym stezeniu barwnika) i
ten stosunek zdefiniowano jako wspotczynnik rozcienczen. W pomiarach kolejnych par
kropel ustalano czuto$¢ detektora w mikroskopie tak, by intensywno$¢ fluorescencji
kropli o wigkszej intensywnosci fluorescencji w przyblizeniu wynosita 3000 jednostek
arbitralnych w oprogramowaniu mikroskopu (przy wysyceniu na poziomie 4095
jednostek). Dokladno$¢ rozcienczenia zostala zdefiniowana jako stosunek uzyskanego
sredniego wspolczynnika rozcienczen do pozadanego wspolczynnika rozcienczen,
rownego 2 (dla czynnika dodawanego niezaleznie pozadany wspotczynnik rozcienczen
wynosit 1). Precyzja rozcienczen zostala zdefiniowana jako wspoétczynnik wariancji (CV)
uzyskanych wspotczynnikoOw rozcienczen. Liniowos¢ rozcienczen byta wyznaczana jako
wspofczynnik determinacji rOwnania regresji liniowej logarytmu dziesietnego

intensywnosci fluorescencji w odniesieniu do numeru rozcienczenia w szeregu.

2.2.8. Pomiar czestotliwosci generacji kropel emulsji

Aby wyznaczy¢ czestotliwo$¢ generacji kropel emulsji, nagrywano miejsce emulsyfikacji
przy pomocy szybkiej kamery. Nastepnie sprawdzano, co ile klatek na nagraniu
generowana bylta kropla. Na podstawie uzyskanego wyniku 1 informacji na temat liczby

klatek na sekunde nagrania wyznaczano czgstotliwos¢ generacji kropel.

2.2.9. Przygotowanie bakterii

Bakterie inkubowano przez 16 godzin w 37°C w ptynnej pozywce MH (Biocorp, Polska)
z dodatkiem 50 pg/ml kanamycyny 1 50 pg/ml piperacyliny (te antybiotyki stuzyly do
selekcji plazmidu) i z dodatkiem 100 mM IPTG w celu indukcji produkcji biatka zotte]

fluorescencji YFP. Nastgpnie przygotowano pie¢ rozcienczen bakterii podzielono na 10
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cze$ci. Te czeSci wymieszano z cefotaksymem tak, by uzyskaé szereg dziewigciu
dwukrotnych rozcienczen cefotaksymu i jednego zerowego stezenia (pozytywnej kontroli
wzrostu bakterii) tego antybiotyku dla pigciu st¢zen bakterii. Stezenia cefotaksymu w
probkach miescity si¢ w zakresie od 0,25 pg/ml do 1024 pg/ml. Nastepnie umieszczono
mieszaniny w oddzielnych dotkach na plytce wielodotkowej 1 uzyto pomp
strzykawkowych w polaczeniu z systemem pozycjonujacym Rotaxys (Cetoni GmbH,
Niemcy) do zaciagnig¢cia szeregu kropel probek z dotkéw, rozdzielajac krople wodne
olejem fluorowanym Novec 7500. Spodziewajac si¢ efektu inokulum, uzyto r6znych
zakresoOw stezen cefotaksymu dla réznych stezen poczatkowych bakterii: dla trzech
najnizszych stezen bakterii uzyto zakresu stezen cefotaksymu od 0,25 pg/ml do 64 pg/ml,
dla drugiego najwyzszego stezenia bakterii uzyto stezen cefotaksymu od 1 pg/ml do 256
pg/ml, dla najwyzszego stezenia bakterii uzyto stezen cefotaksymu od 4 pg/ml do 1024
pg/ml.
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3. REZULTATY
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Rezultaty
3.1. Precyzyjne i dokladne rozcienczanie substancji

w kroplach o objetosci rzedu jednego mikrolitra

3.1.1. Wprowadzenie

Urzadzenie, ktore mialoby shuzy¢ do analizy odpornos$ci bakterii na antybiotyki, powinno
zawiera¢ modul rozcienczajacy, tak, by mozna bylo przeprowadzi¢ szeregowe
rozcienczenie antybiotyku, najlepiej za kazdym razem dwukrotne, aby zachowaé
spdjnos¢ ze standardowym protokotem badanl. Do tej pory opracowano wiele rozwigzan
mikroprzeplywowych, stuzacych do szeregowego rozcienczania probki2—8, jednakze
precyzja 1 doktadno$¢ rozcienczen nie byty w opisywanych rozwigzaniach wysokie. Mata
precyzja i1 doktadnos$¢ pojedynczego rozcienczenia moze przetozy¢ si¢ na bardzo duzy
btad w okresleniu stezenia probki po przeprowadzeniu np. dziesigciu czy dwudziestu
rozcienczen, poniewaz blad rozcienczenia bedzie si¢ akumulowal wraz z kolejnymi
rozcienczeniami9,10. Ponadto uklad mikroprzeptywowy do badania odpornosci na
antybiotyki powinien zawiera¢ modut, ktory do kazdego rozcienczenia z szeregu bedzie
dozowal taka samg liczbe bakterii. Rozna liczba bakterii w rdéznych stezeniach
antybiotyku uniemozliwi rzetelne wyznaczenie minimalnego st¢zenia hamujacego (ang.
minimal inhibitory concentration, MIC), a to ze wzgledu na efekt inoculuml1-13.
Zaprezentowane rozwigzanie tego problemu gwarantuje szeregowe rozcienczenie
antybiotyku i dozowanie jednego st¢zenia bakterii do kazdej kropli z rozcienczonym
antybiotykiem7, jednakze wada tego rozwigzania jest duzy rozmiar kropel (setki
nanolitrow) 1 niemozno$¢ ewakuacji badanych kropel z uktadu mikroprzeptywowego, co
uniemozliwia ich emulsyfikacj¢. Emulsyfikacja za$ jest niezbedna do uzyskania kropel,
w ktorych zamkniete 1 izolowane bylyby pojedyncze komorki bakterii, co z kolei jest

konieczne do wyznaczenia scMIC.

Celem tej cze$ci rozprawy bylo uzyskanie szeregowego dwukrotnego rozcieficzenia
probki w kroplach z wysoka precyzja rozcienczen, z mozliwosciag uniezaleznienia
wspofczynnika rozcienczen od jako$ci wykonania ukladu mikroprzeptywowego, z
mozliwos$cig transferu uzyskanych kropel rozcienczonej probki do innych modutow
mikroprzeplywowych, umozliwiajacych np. emulsyfikacje, z mozliwoscia utrzymania
stezenia jednej substancji w szeregu rozcienczen w szeregu rozcienczen drugiej

substancji bez koniecznosci uprzedniego wymieszania tych substancji.
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3.1.2. System do generacji szeregu dokladnie dwukrotnych

rozcienczen

3.1.2.1. Architektura vkiadu

Uktad mikroprzeptyowy, ktoérego schemat znajduje si¢ na ryc. 14, skladat si¢ z wlotow
dla probki (na schemacie oznaczenie ,,probka”), dla rozcienczalnika (,,rozcienczalnik™),
dwoch wylotow (,,odpady” i ,,rozcienczenia”), dwoch wlotéw dla fazy ciaglej: jednego,
ktory dostarcza faze ciagla do ukfadu (,,0lej A”) 1 drugiego, ktory stuzy do mieszania
kropel probki (,,0lej B”), putapki hydrodynamicznej, elektrod stalowych (,,e””) po dwoch
stronach putapki taczacej. Objetos¢ pulapki to 900 nl, zas jej wymiary to: pulapka
odmierzajaca: przekrdj poprzeczny kanatu glownego 580x580 um; glebokos¢ bypasséw
190 pum; dlugos¢ putapki 2670 pum; putapka laczaca: przekrdj poprzeczny kanatu
gtownego 870x870 um; glebokos¢ bypassow 280 pum, szerokos$¢ przerwy w barierze 240
um; dlugos¢ putapki 1850 pm. Otwarcie 1 zamknigcie wylotow jest kontrolowane przez

zewngetrzne zawory zintegrowane z pompami strzykawkowymi.

Ryc. 14. Schemat uktadu mikroprzeptywowego do precyzyjnego i doktadnego rozcienczania
probki. Strzatki oznaczajq kierunek ruchu ptynéw przez dany wlot lub wylot z uktadu. e —
elektrody stalowe.

3.1.2.2. Operacje na ptynach

Protokot przygotowania szeregu rozcienczen probki zaczyna si¢ generacja kropli z
probka. Porcja probki o objetosci okoto dwukrotnie wickszej niz objetos¢ pulapki byta
wtlaczana do systemu, a nastgpnie byta odcinana na ztagczu T (Ryc. 15a). Uzyskana kropla
probki byla kierowana przez przeptyw fazy ciaglej do pulapki hydrodynamicznej
odmierzajacej. Pulapka odmierzajaca unieruchamia porcj¢ fazy rozproszonej o objetosci

zblizonej do objetosci pulapki, za§ nadmiar objetosci jest odcinany na wyjsciu z putapki.
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Nadmiar kropli probki byt kierowany do wyjsécia na odpady (Ryc. 15b). Kropla, ktéra
docierata do wyj$cia na odpady opuszczata system przez przewod polimerowy potaczony

z wylotem z uktadu mikroprzeptowego.

Ryc. 15. Operacje w protokole rozcienczen. a) Na ztqczu T odmierzana jest kropla prébki
(niebieska). Kropla jest kierowana do putapki odmierzajqcej. b) Kropla prébki jest
odmierzana w putapce, zas nadmiar objetosci kropli jest usuwany z uktadu. ¢) Odmierzona
kropla prébki jest umieszczana w putapce tqgczqcej, zas w putapce odmierzajqcej odmierzana
jest kropla rozcienczalnika. d) Krople prébki i rozcienczalnika tqczq sie w putapce tqgczqcej i
przechodzq do kanatu mieszajgcego. e) Wymieszana kropla dzielona jest doktadnie na pét
w putapce odmierzajqcej. Czes¢ zablokowana w putapce stuzy do kolejnych rozcienczen, zas
cze$¢ opuszezajgca putapke jest kierowana do analizy lub do innego uktadu
mikroprzeptywowego.
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Kropla z nadmiarowa objgtoscia byta wpychana w przewod wychodzacy z uktadu na tyle
daleko, ze odwrdcenie przeptywu w kolejnej operacji nie powodowalo powrotu tej
niepozadanej kropli do systemu. Faza ciaggla, ktora wypehiata przewdd na odpady byta
nastepnie zaciggana do ukladu przez wylot ,,0lej B”. Tak wygenerowany ruch ptynéw
kierowat odmierzong kroplg probki z pulapki odmierzajacej do pulapki taczacej, gdzie
odmierzona kropla probki byla chwytana bez zmiany objetosci tej kropli. W nastepnym
kroku porcja rozcienczalnika byla odmierzana w pulapce odmierzajacej w ten sam
sposob, w ktory poprzednio odmierzono krople probki. Nastepnie odmierzona kropla
rozcienczalnika byta kierowana do putapki taczacej w taki sam sposob jak odmierzona

kropla probki (Ryc. 15c¢).

Dwie odmierzone krople (probki i rozcienczalnika) taczyty si¢ w pulapce taczacej przez
elektrokoalescencj¢. Potagczona kropla byta wigksza niz putapka laczaca, zatem mogta
opusci¢ putapke i1 zostac przekierowana do wijgcego si¢ kanatu mieszajacego (Ryc. 15d).
Kiedy potaczona kropla docierata do konca kanalu mieszajacego, zamykano wylot na
odpady 1 otwierano wylot na pobrane probki. Nastepnie, faza ciggla byta wtlaczana do
systemu przez wlot ,,0lej B”, aby przepchna¢ potaczong krople do putapki odmierzajace;.
Pulapka odmierzajaca dzielita potaczong i wymieszang krople na p6ét (Ryc. 15¢). Kropla
z nadmiarowg objetoscia, ktora nie zostata unieruchomiona w pulapce odmierzajacej,
opuszcza uklad przez wylot na pobrane probki i jest pierwszym rozcienczeniem w
szeregu. Druga kropla, ktora zostata unieruchomiona w pufapce odmierzajacej stuzyta

jako kropla prébki do rozcienczenia w nastepnej rundzie protokohu rozcienczenia.

3.1.2.3. Uzyskany wspotczynnik rozcienczen

Wpierw wyznaczono eksperymentalnie zakres stezen rodaminy 110, ktéry w kroplach o
rozmiarze ok. 1 mikrolitra dawal liniowa zaleznos$¢ intensywnos$ci sygnatu od stezenia.
Wykorzystano do tego rozcienczenia wykonane przy uzyciu pipety automatycznej. W ten
sposob ustalono, ze poczatkowe stezenie rodaminy w eksperymentach bedzie wynosito
50 uM. Takie stezenie powinno pozwoli¢ na co najmniej 10 rozcienczen dwukrotnych
przy liniowej odpowiedzi intensywnosci fluorescencji w zaleznosci od stezenia probki.
Tak duze stgzenie poczatkowe rodaminy wymagato dodatku 0,1 % wagowego metanolu
do probki. W kolejnych rozcienczeniach st¢zenie metanolu malato, poniewaz
rozcienczalnikiem byla czysta woda. Wiecej dwukrotnych rozciefczen wybranego

stezenia poczatkowego rodaminy owocowalo nieliniowg zmiang intensywnosci sygnatu
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w najbardziej rozcienczonych kroplach. Podobnie rozpoczecie rozcienczen od stgzenia
rodaminy réwnego 100 pM lub wyzszym powodowato nieliniowg zmian¢ intensywnosci

sygnatu w pierwszych rozcienczonych kroplach.

Wykonanie protokotu w opisany sposéb trwato ok. 20 sekund na jedng runde
rozcieficzenia. Sredni uzyskany wspotczynnik rozcienczen dla sprawdzonych 49
rozcienczen (7 niezaleznych serii po 7 rozcienczen kazda) wynosit 1,98 , gdzie 2 jest
doskonatym dwukrotnym rozcienczeniem. Zatem dokladnos¢ uzyskanych rozcienczen
wynosita 1,0 % z precyzja (wspotczynnikiem zmiennos$ci rozcienczen, CV) rownym 3,6

%. (Ryc. 16)
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Ryc. 16. Wspbélczynniki rozcienczen szeregowych otrzymanych w opracowanym urzqdzeniu.
a) Wspdlczynnik rozcienczen (stosunek intensywnosci fluorescencji miedzy dwiema kolejnymi
kroplami) wynosit w przyblizeniu 2 dla wszystkich mierzonych rozcienczen. Stupki btedéow
oznaczajq odchylenia standardowe od sredniego zmierzonego wspoétczynnika rozcienczen z
siedmiu niezaleznych szeregdéw rozcienczen. b) Przykladowe krople zebrane w kanale po
szeregowym rozcienczeniu. Widoczny jest stopniowy spadek intensywnosci fluorescencji w
kolejnych kroplach.
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3.1.3. System do generacji szeregu dokladnie dwukrotnych
rozcienczen z niezaleznym dodawaniem drugiej préobki do kazdego

Z rozcienczen w szeregu

3.1.3.1 Architektura uvkiadu

Uzyty uktad byt podobny do tego opisanego w punkcie 3.1.2.1. z kilkoma modyfikacjami
(Ryc. 17): Objetos¢ pulapki odmierzajacej w uktadzie zmodyfikowanym byta mniejsza o
40%; dodany zostal dodatkowy kanat i wlot dla czynnika dodawanego niezaleznie;
putapka laczaca zostala umieszczona za kanatem mieszalnika (nie przed kanatem jak w
uktadzie opisanym w punkcie 3.1.2.1.); za pulapka taczaca znalazty si¢ dwa wyloty: jeden
na krople z kolejnymi rozcienczeniami w szeregu (,,rozcienczenia’), jeden dostarczajacy
faze ciagla (,,0lej B”); za putapka odmierzajaca znalazt si¢ wylot na odpady, wlot na fazg
ciagly (,,0lej C), kanat magazynujacy.

Ryc. 17. Schemat uktadu mikroprzeptywowego do precyzyjnego i doktadnego rozcienczania
probki i niezaleznego dodawania statego stezenia innej prébki do generowanych kropel
szeregu rozcienczen. Strzatki oznaczajq kierunek ruchu ptynéw przez dany wlot lub wylot z
uktadu. e — elektrody stalowe.

Wymiary uzytych pulapek to: pulapka odmierzajaca: przekrdj poprzeczny kanatu
glownego 400x400 um; glgbokos¢ bypasséw 150 um; dtugosé putapki 2320 um; putapka
faczaca: przekrdj poprzeczny kanalu gtdéwnego 600x600 pum; glebokos¢ bypassow 190
um, szeroko$¢ przerwy w barierze 240 pm; dlugos¢ putapki 2540 pm.
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3.1.3.2. Operacje na ptynach

Kropla probki o objetosci wiekszej niz objetos¢ putapki odmierzajacej byta generowana
na ztaczu T. Faza cigglta wptywajaca z wlotu ,,0lej A” kierowala t¢ krople do putapki
odmierzajacej, gdzie odmierzana byla objetos¢ kropli probki zdefiniowana geometrig
putapki, za§ nadmiarowa objetos¢ probki byta kierowana do kanatu na odpady (Ryc. 18a).
Inaczej niz w systemie opisanym w punkcie 3.1.2. faza ciagla nie byla cofana do uktadu
z kanalu na odpady — zamiast tego faza ciggta byta wtlaczana strzykawka do ukfadu przez
wlot ,,0lej C” 1 zaciggana strzykawka z ukladu przez wylot ,,0lej B” z taka samag
predkoscig. Skoordynowane wtlaczanie 1 zacigganie ptyndéw kierowalo odmierzong
krople probki do pulapki laczacej, ktora unieruchamiata t¢ krople (Ryc. 18b). Ta
odmierzona kropla probki stuzyla za podstawe dla pierwszej rundy rozcienczenia.
Opisane tu kroki byly powtorzone dla kropli rozcienczalnika. Odmierzone krople probki
1 rozcienczalnika zetknely si¢ zatem w pulapce 1taczacej, gdzie zachodzilta
elektrokoalescencja kropel (Ryc. 18c). Nastepnie zamykany byt zawor za wyjsciem na
odpady 1 otwierany byl zawodr za kanalem magazynujacym. Nastepnie, faza ciggla byta
wttaczana do uktadu przez wlot ,,0lej B”, podczas gdy strzykawka zaciggata ptyn przez
wylot ,0lej C” z taka samg predkoscig. Wygenerowany tak przeptyw przepychat
potaczong krople przez kanat mieszalnika (Ryc. 18d). Nastepnie, ptyny byly wtlaczane i
zaciggane przez strzykawki i wloty ,,0lej B” 1,,0lej C” tak, by wywota¢ jeszcze dwukrotne
przejscie potaczonej kropli przez kanal mieszalnika. Nastepnie, pofaczona kropla byta
kierowana do putapki odmierzajacej przez ptyn wtlaczany przez wlot ,,0lej B”. Pulapka
odmierzajaca dzielita kroplg na dwie potowy. Kropla, ktéra stanowila nadmiar wobec
objetosci putapki odmierzajacej, byta kierowana do kanalu magazynujacego (Ryc. 18e).
Nastepnie, zawor za kanatem magazynujacym byt zamykany, a zawdr za wylotem na
odpady byt otwierany. Nastgpnie, synchronizowany ruch tlokow strzykawek za wlotami
»olej] A” 1 ,,0lej B” byl uzyty do przemieszczenia kropli z putapki odmierzajacej do
putapki laczacej. Nastepnie, kropla rozcienczalnika byla odmierzana w pulapce
odmierzajacej. Ta odmierzona kropla rozcienczalnika byta kierowana do pulapki faczace;j
(Ryc. 18f). W nastepnym kroku, kropla z czynnikiem dodawanym niezaleznie byta
odmierzana na pulapce odmierzajacej (Ryc. 18g) a nastgpnie kierowana do pulapki
faczacej. Gdy wszystkie krople zlaczyly si¢ ze soba, objetos¢ powstalej kropli
przekraczata objgtos¢ pulapki taczacej, co umozliwiato polaczonej kropli wydostanie si¢

z putapki taczacej (Ryc. 18h). Wtedy zawor za kanatem na odpady byt zamykany, a zawor
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za kanalem do poboru rozcienczen byt otwierany. Polaczona kropla opuszczala system
przez kanat do poboru rozcienczen jako pierwsze rozcienczenie. Nastepnie, zawor za
kanatem do poboru rozcienczen byt zamykany, za§ zawor za kanalem magazynujacym
byl otwierany. Wtedy zaciggnigcie plynu przez wylot ,o0lej B” skutkowato
przemieszczeniem wczesniej zmagazynowanej kropli rozcienczonej probki z kanatu
magazynujacego do putapki odmierzajacej. Ta kropla shuzyta nastgpnie jako podstawa do

kolejnej rundy rozcienczenia.
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Na poprzedniej stronie: Ryc. 18. Dziatanie system do rozcienczania szeregowego probki i
niezaleznego dodawania drugiej prébki do kropel z szeregu rozcienczen. a) Fotografia
uktadu opisanego na ryc. 17. Prébka rozcienczana: niebieska, rozcienczalnik: przezroczysty,
prébka dodawana niezaleznie: zétta. Kropla proébki jest odmierzana w putapce
odmierzajqcej, nadmiar objetosci prébki trafia do kanatu na odpady. Omierzona kropla
probki jest nastepnie kierowana do putapki tgczgcej. b) Odmierzona kropla prébki jest w
putapce tqgczqcej. W putapce odmierzajgcej odmierzana jest kropla rozcieinczalnika. Kropla
rozcienczalnika kierowana jest nastepnie do putapki tgczqcej. c) Kropla rozcienczalnika tgczy
sie z wezesniej odmierzonq kroplq prébki w putapce tgczqcej. Objetosé nowej kropli jest zbyt
mata, zeby nowa kropla wydostata sie z putapki tqczqcej. d) Nowa kropla z rozcienczonqg
prébkq jest przepychana przez kanat mieszalnika zadang liczbe razy, po czym jest
kierowana do putapki odmierzajqcej. e) Kropla rozcienczonej prébki jest dzielona doktadnie
na pét w putapce odmierzajgcej. Jedna potowa pozostaje w putapce, druga potowa trafia
do kanatu magazynujgcego. Kropla z putapki odmierzajqcej jest kierowana do putapki
tgczqcej. f) Odmierzana jest kropla rozcienczalnika, ktéra nastepnie jest tqczona z
rozcienczonq kroplq prébki. g) Odmierzana jest kropla prébki dodawanej niezaleznie. h)
Kropla prébki dodawanej niezaleznie jest kierowana do putapki tgczgcej, gdzie tqczy sie z
kroplq rozcienczonej prébki. Objetos¢ nowej kropli po potgczeniu jest na tyle duza, ze kropla
Z rozcienczong prébkq i niezaleznie dodanqg drugq prébkq opuszcza system. Kropla z kanatu
magazynujgcego jest przesytana do putapki tqczqcej, co daje sytuacje analogicznq do tej
przedstawionej na zdjeciu (b), z tym ze nowa kropla jest dwukrotnie rozcienczona wzgledem
kropli ze zdjecia (b).
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3.1.3.3. Uzyskane wspoétczynniki rozcienczen

Krople otrzymanie po rozcienczeniach mialy objetos¢ ok. 1200 nl. Rozcienczenie w
stosunku do stezenia poczatkowego probki wynosito 3*2", gdzie n oznacza numer kropli
W szeregu rozcienczen, ktory opuszcza system. Wykonanie protokohu trwato okoto 120

sekund na jedng runde rozcienczenia.

Przeprowadzono eksperymenty, majace na celu ustalenie, czy liczba przejs$¢ kropli przez
kanat mieszalnika wptynie na jako$¢ rozcienczen. W tym celu zmierzono wspotczynniki
rozcienczen dla kropel, ktore przechodzily przez kanat mieszalnika 1) jeden raz lub i1)
trzy razy. W przypadku pojedynczego przejScia kropel przez kanal mieszalnika,
przecietny wspotczynnik rozcienczen dla 10 rozcienczen wynosit 1,86 (doktadnos¢ 7,0
%) przy precyzji (CV) rownej 4,1 % (Ryc. 19). Wspdlczynnik rozcienczen malal z
kolejnymi rozcienczeniami, jednak nie jest to rezultat znaczacy statystycznie. W
przypadku kropel, ktore przechodzily przez kanat mieszalnika trzy razy, przecig¢tny
wspotczynnik rozcienczen dla 50 rozcienczen (5 szeregow po 10 rozcienczen) wynosit

1,98 (doktadnos¢ 1,0 %) przy precyzji 2,8 % (Ryc. 19).

Ryc. 19. Wspoditczynniki rozcienczen prébki uzyskane w eksperymentach przy réznej liczbie
przejs¢ potqczonej kropli prébki i rozcienczalnika przez kanat mieszajgcy. Czarne kwadraty:
jedno przejscie; czerwone kota: trzy przejscia. Dla jednego przejicia przeprowadzono jeden
eksperyment z 10 rozcieficzeniami, dla trzech przejs¢ przeprowadzono pieé eksperymentéw
po 10 rozcienczen, stupki btedu dla eksperymentu z trzema przejsciomi oznaczajq odchylenie
standardowe z pieciu eksperymentéw.
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Do ustalenia, czy czynnik dodawany niezaleznie do kazdego rozcienczenia probki
zachowuje swoje stezenie w kazdej z kropli szeregu rozcienczen, przeprowadzono
eksperyment, w ktérym barwnik fluorescencyjny znajdowat sie w fazie wodnej
wtlaczanej do systemu przez wlot na czynnik niezalezny, za$ przez wlot na probke i przez
wlot na rozcienczalnik wtlaczana byta do uktadu czysta woda. Przecigtny wspotczynnik
rozcienczen dla 27 rozcienczen (3 szeregi po 9 rozcienczen) wynosit 1,002 (doktadnosé

0,2 %) z precyzja rowna 2,9 %. (Ryc. 20)

Ryc. 20. Wspoétezynniki rozciericzen prébki dodawanej niezaleznie do szeregu rozcienczen
drugiej probki. Stupki btedu oznaczajq odchylenie standardowe z trzech eksperymentéw.

Aby sprawdzi¢, czy opisywany system do rozcienczania szeregowego jest kompatybilny
z mediami do hodowania bakterii 1 by sprawdzi¢, czy wspdtczynniki rozcienczen
zmieniaja si¢ w zaleznosci od parametrow fazy rozproszonej, przeprowadzono
eksperymenty z pozywka bakteryjng MH jako faza rozproszong. Pozywka MH zawiera
skrobie, hydrolizat kazeiny i wywar z wotowiny (biatka), co oznacza ze lepko$¢ 1 napigcie
powierzchniowe pozywki MH s3 najprawdopodobniej inne niz czystej wody. Pozywka
MH jest czesto wykorzystywana do oznaczania odpornos$ci na antybiotyki w bakteriach.
Po wykonaniu jednego szeregu rozcienczen w pozywce MH wspdlczynnik rozcienczen

wynosil 1,99 (doktadnos¢ 0,5 %) przy precyzji rownej 2,6 %.
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3.2. Pasywna emulsyfikacja szeregu mikrolitrowych

kropel

3.2.1. Wprowadzenie

Metody emulsyfikacji szeregu duzych kropel sg znane*!~46:136.165

, aczkolwiek dotychczas
opisane techniki maja dwie zasadnicze wady: wymagaja dodatkowego zrodta przeptywu
fazy ciaglej do emulsyfikacji fazy rozproszonej, poza tym uzyskane emulsje sg luzno
upakowane — stosunek objetosci fazy rozproszonej do fazy ciaggle; waha si¢ miedzy
kilkoma a kilkunastoma procentami. LuZne upakowanie emulsji moze nastreczyc¢
probleméw w przypadku wielu emulsji, bowiem szereg takich emulsji zajmowatby
niepotrzebnie duzo miejsca. W badaniach nad mikroprzeptywami mozna w ostatnich
latach zaobserwowac tendencje do konstrukceji urzadzen, ktére wykonywatyby operacje
na kroplach w sposob pasywny, zakodowany w geometri¢ uktadu. Dzigki takiemu
podejsciu mozna zredukowac ilo$¢ sprzetu niezbednego do prowadzenia eksperymentow,
a co za tym idzie, umozliwi¢ rozpowszechnienie urzadzen mikroprzeptywowych w
niewyspecjalizowanych laboratoriach. W przypadku generacji kropel wysitki zostaty
skierowane w stron¢ emulsyfikacji wymuszonej geometrig kanatu (ang. microfluidic step
emulsification, MSE). Odrywanie kropel w MSE jest bardzo powtarzalne!®®, o ile
powstajaca emulsja nie blokuje przeptywu plyndw w przewezeniu, w ktorym generowane
sg krople. Istnieje wiele metod oczyszczania przewegzenia z generowanej emulsji, takich

50,55,167

jak dodatkowa dysza z przeptywajacym plynem , wykorzystanie grawitacji i

57,168

roznicy gestosci fazy rozproszonej i ciaglej , wykorzystanie sity odsrodkowej i

roznicy gestosci faz'®’

, wykorzystanie pola magnetycznego do generacji kropli
ferrofluidu®'. Metody grawitacyjne i oparte na sile od$rodkowej nie moga byé
wykorzystane w zorientowanym poziomo ukladzie (a tak najczesciej sa zorientowane
uktady mikroprzeptywowe), co ogranicza ich uzyteczno$¢. Krople ferrofluidu nie sg za$
odpowiednie do prowadzenia eksperymentéw biologicznych. Cytowane powyzej prace,
traktujagce o MSE, dotycza emulsyfikacji fazy wodnej w oleju, przy czym zadna z prac
nie odnosi si¢ do zagadnienia emulsyfikacji kropli — jedynie emulsyfikacji ,,niekonczace;j
si¢” fazy wodnej. Jezeli faza wodna si¢ nie konczy, warunki emulsyfikacji sg faktycznie
bliskie do identycznych w dowolnym momencie emulsyfikacji, zatem monodyspersja

otrzymanej tak emulsji bedzie niemal doskonala. Jednak analiza rozktadu objetosci

kropel uzyskanych przez emulsyfikacje szeregu kropel przy uzyciu koncentracji
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przeptywu (flow focusing) pozwala stwierdzi¢, ze rozmiary otrzymywanych kropel sa
rozne, gdy otrzymane sa z poczatkowej czesci kropli, z jej $rodka lub z jej konca**.
Zwlaszcza istotne wydaje si¢ zagadnienie emulsyfikacji tylnej czesci kropli, poniewaz
rozmiar kropel wygenerowanych w z tej czesci kropli najbardziej odbiega od
przecietnego rozmiaru kropel uzyskanej emulsji. Dla konstrukcji systemu do oznaczania
scMIC istotne jest opracowanie modutu, ktoéry produkowatby emulsje z szeregu duzych
kropel w procesie MSE, poniewaz oznaczatoby to duzy stopien upakowania emulsji.
Upakowane w szeregu emulsje zajmowalyby krotszy odcinek przewodu zbiorczego, poza

tym analiza takiego szeregu bylaby szybsza niz szeregu luzno upakowanych emulsji.

Modul emulsyfikujacy opisany w tej czesci rozprawy miat umozliwi¢ nastgpujace
operacje 1 rozwigza¢ nastgpujace problemy: (1) emulsyfikacja szeregu duzych kropel 1
uzyskanie monodyspersyjnych emulsji; (2) usuwanie powstajacej emulsji z progu
emulsyfikujgcego bez uzycia dodatkowych zrddet ci$nienia, takich jak pompy
strzykawkowe, przy ukladzie z kanalami zorientowanymi poziomo lub pionowo; (3)
prowadzenie ztozonych operacji na duzych kroplach w giebokich i szerokich kanatach

przed emulsyfikacja w tym samym urzadzeniu mikroprzeptywowym.

3.2.2. Ogodlna architektura uktadow

Modul emulsyfikujacy miat za zadanie w sposob pasywny wygenerowa¢ emulsje z
szeregu duzych kropel. Duze krople przed emulsyfikacja powinny by¢ umieszczone w
kanale o duzym przekroju poprzecznym, aby dtugos¢ duzych kropel w szeregu byta
najwyzej kilkukrotnie wigksza niz glgbokos¢ lub szerokos$¢ kanahu, tak by usprawni¢
mieszanie wewnatrz kropel i by zmniejszy¢ catkowita dlugo$¢ kanalow w ukladzie.
Wykazano, iz emulsyfikacja na progu generuje krople o $rednicach zwigkszajacych sie
liniowo wraz ze wzrastajaca glebokoécig szczeliny przed progiem'® 7!, Celem tej czesci
projektu bylo zatem wyprodukowanie matych kropel ze zbioru duzych kropel poprzez
emulsyfikacj¢ na progu w kanale o duzym przekroju poprzecznym. Wobec tego
zmniejszono gleboko§¢ kanatu bezposrednio przed progiem emulsyfikujacym, by
srednice generowanych kropel byly mate przy zachowaniu duzych rozmiaré6w kanatow

przed zwezeniem.

Problem pojawial si¢ w miejscu, w ktorym gleboki kanal stawal sie plytki.
Zaobserwowano, ze dla naglej zmiany glebokosci kanatu z 400 um do 70 pum przy
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predkosci przeptywu 0,25 ml h'! i przy stezeniu surfaktantu PFPE-PEG-PFPE réwnym
0,1 % wagowych w fazie ciaglej (w oleju Novec 7500) tylna cze$¢ duzej kropli nie
wchodzita do zwezenia, wobec czego nie mozna jej bylo emulsyfikowaé na progu. (Ryc.

21a)

Aby rozwigza¢ problem czesci duzej kropli nie wchodzacej do zwezenia przed progiem,
zaprojektowano zwezenie polegajace na tagodnym stalym spadku gigbokosci kanatu do
momentu, w ktérym kanat osiaggnie zaplanowang przed progiem glgbokos¢. Utworzona
zostata zatem pochylnia prowadzaca do przewezenia przed progiem. Pochylnia zapobiega
naglemu powstawaniu duzych krzywizn w duzej kropli przed wejsciem tej kropli do
przewezenia (Ryc. 21b). Bez nagltych zmian w krzywiznie kropli, duza kropla powinna
by¢ mniej podatna na podzielenie si¢ przed przewgzeniem. Zmiana glgbokosci za
przewezeniem jest nagta, co umozliwia emulsyfikacje w tym pozadanym miejscu. W
dodatkowo zmodyfikowanym module emulsyfikatora umieszczono dwa ptytkie kanaty,
biegnagce réwnolegle do kanalu gldownego z pochylnig. Wloty do tych kanatow
(bypassow) znajdowaly si¢ tuz przed poczatkiem pochylni, za§ wyloty z tych kanatéw
znajdowaly si¢ bezposrednio za progiem emulsyfikatora. Wloty do bypasséw sg waskie 1
plytkie, tak ze duze krople, ptynace gtdéwnym kanatem, nie wchodzg do bypassoéw ze
wzgledu na niekorzystnie duze cisnienie Laplace’a, ktére krople musiatyby pokonac przy
wchodzeniu do bypassow. Wymiary: Przekroj poprzeczny kanatu gtdéwnego 400x400 um,
wysokos$¢ kanalu bezposrednio przed progiem emulsyfikujgcym 70 um, przekroj
poprzeczny kanatu w dot progu 400x400 um, przekrdj poprzeczny bypassow: 220
(szerokos¢) x 200 (glebokos¢) um, przekrdj poprzeczny wlotow do bypassow: 220
(szeroko$¢) x 50 (glebokos¢) um.
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Ryc. 21. Modut do pasywnej emulsyfikacji w kanale mikroprzeptywowym. Strzatki oznaczajq
kierunek przeptywu ptynéw. a-b) Schemat przekroju podiuznego modutéw. Zwezenie w
kanale prowadzi do nagtego przejscia do gtebokiego kanatu, gdzie na progu odrywaiq sie
krople. a) Nagte przejscie pomiedzy gtebokim kanatem a zwezeniem powoduje pozostanie
tylnej czesci kropli przed przewezeniem jako objetosci martwej. b) tagodne spadek
gtebokosci kanatéw (pochylnia) umozliwia catkowite przejscie kropli przez przewezenie, bez
pozostawiania objetosci martwych. ¢) Zdjecie modutu wykonane z géry. x — poczqgtek pochyini,
y — nagta zmiana gtebokosci; prég, na ktérym generowane sq krople. d) Zdjecie modutu z
bypassami (patrz: rozdziat 3.2.4.). x i y jak w (c), z tym ze w x dodatkowo zaczynaijq sie
bypassy na faze ciqgtq, zas w y bypassy wpadajq z powrotem do kanatu gtéwnego zaraz
za progiem.
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3.2.3. Pochylnia prowadzqca do progu emulsyfikujgcego

Aby zmniejszy¢ krzywizny powstajace w duzej kropli podczas zblizania si¢ do
przewgzenia przed progiem do emulsyfikacji, nalezalo przetestowaé rézne katy
nachylenia pochylni prowadzacej do przewegzenia. Dla kata nachylenia rownego 10°, przy
predkosci przeptywu 0,25 ml h'! dla stezen wagowych surfaktantu réwnych 0,1 % i 0,5
%, na pochylni przed przewezeniem o glebokosci 70 um pozostawata kropla o objetosci
ok. 10 - 15 nl, podczas gdy przednia czg¢s¢ duzej kropli przechodzila przez przewezenie i
byla emulsyfikowana. Zablokowana kropla nie przechodzila przez przewezenie przez co
najmniej 30 sekund ciaglego przeplywu fazy ciagle; w kanale. Dla kata nachylenia
rownego 2,5° cala duza kropla wchodzila do przewezenia — dzialo si¢ tak dla obydwu
testowanych stezen surfaktantu (0,1 % 1 0,5 % wagowych) przy predkosci przeptywu

rownej 0,25 ml h',

Uznano zatem kat nachylenia pochylni réwny 2,5° za kat odpowiedni dla dalszych
eksperymentdéw. Zwigkszanie predkosci przeplywu powodowalo przejscie catej objetosci
duzej kropli przez przewezenie w kazdym z opisanych do tej pory warunkow, jednak takie

przejscie powodowato obnizenie monodyspersyjnosci powstajacych emulsji.

W podstawowej, opisanej w tym rozdziale geometrii modulu emulsyfikujacego
(pochylnia prowadzaca do przewezenia, brak bypassow), nowopowstajgce krople emulsji
nie byly efektywnie usuwane z pobliza progu. Krople, ktére zostawaty blisko progu
hamowaly formowanie nastepnych kropli (Ryc. 22b-g). Powstajace w ten sposob krople
sa okresowo wigksze 1 mniejsze (Ryc. 22). Ten efekt jest szczegdlnie widoczny dla
moduhu z pochylnig o kacie nachylenia 2,5°, gdzie krople tworza dwie populacje $rednic
(Ryc. 22a). Krople generowane poczatkowo tworza jedng populacj¢ rozmiardéw, dopiero
pozniej tworza si¢ populacje kropel. Kolejne krople generowane na pochylni o kacie
nachylenia 2,5° maja takze coraz wigksza $rednice. Rysunek 22d-g prezentuje schemat

generacji kropel w takiej geometrii i wyjasnia powstawanie dwoch populacji kropel.
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Ryc. 22. Pochylnia prowadzqca do progu emulsyfikujgcego. a) Rozmiar kolejnych kropel
generowanych w uktadach z pochylniami o kgtach nachylenia 2,5° (czerwony kolor) i 10°
(czarny kolor). Kropla nr ,,1” to kropla, ktéra oderwata sie od duzej kropli jako pierwsza.
Punkty sq potqczone aby podkreslic periodycznosé w rozmiarze formowanych kropel. b-c)
Generacja kropel widziana od goéry. Przeptyw realizowany od lewej do prawej (na
zdjeciach). Widoczne jest przewezenie w fazie wodnej w przy generacji kropli na progu (b),
a takze widoczne jest, ze po generacji catej emulsji (c), krople na zdjeciu utozone na dole sq
wieksze niz te ulozone na zdjeciu na gérze. d-g) Generacja populacji kropel. Przeptyw
realizowany od lewej do prawej (na zdjeciach). Po lewej: zdjecia z géry, po prawej: schematy
z widokiem z boku. d) Duza kropla usadowiona jest nad progiem w jego bezposrednim
sgsiedztwie. e) Nowa porcja wody wypetnia wolnq przestrzen w poblizu progu, stajqc sie
matq kroplqg. f) Mata kropla pozostawia wiecej miejsca na faze wodnq bezposrednio przy
progu. g) Faza wodna wypeinia wolne miejsce w bezposrednim sgsiedztwie progu, stajqc sie
duzq kroplq.
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3.2.4. Pochylnia prowadzqca do progu emulsyfikujgcego

wyposazona w bypassy

Aby rozwigza¢ problem kropel emulsji, gromadzacych si¢ w poblizu progu przy poziomo
zorientowanym uktadzie, wprowadzono ptytki kanaty (bypassy) biegnace wzdluz
pochylni przed przewezeniem i1 progiem. Wlot do bypassow znajdowat sie przed
pochylniag, za§ wylot z bypassow znajdowal si¢ bezposrednio za progiem
emulsyfikujacym. (Ryc. 21d) Gdy duza kropla wplywa na pochylnie, opor hydrauliczny
w glownym kanale wzrasta, za$§ czgs$¢ fazy cigglej optywa kanat gtéwny przez bypassy.
Faza cigglta wraca z bypassow do kanalu glownego bezposrednio za progiem do

emulsyfikacji, odpychajac powstajace krople emulsji od progu.

Wygenerowano emulsje kropel w module z pochylnig o kacie nachylenia 2,5° z dodanymi
bypassami w zakresie predkosci przeptywéw od 2 do 16 ml h™'. (Ryc 23) Wspdlczynnik
zmienno$ci (CV) $rednic generowanych kropel byt mniejszy niz 3 % dla predkosci
przeplywu od 3 ml h! do 8 ml h! przy stezeniu wagowym surfaktantu réwnym 0,1 %.
(Ryc 23a). Przecietna $rednica generowanych kropel wzrastato nieco wraz ze wzrostem
predkosci przeplywu plynéw w uktadzie. Zwigkszenie predkosci przeptywu o 300 % (z
3ml h! do 12 ml h'") spowodowato wzrost przecigtnej $rednicy generowanych kropel o
5 % przy stezeniu wagowym surfaktantu rownym 0,1 %. (Ryc 23b) St¢zenie surfaktantu
zdawato si¢ nie wpltywa¢ na S$rednig $rednice generowanych kropel (Ryc 23b).
Generowane krople byly natychmiast odpychane od progu przez faze -ciaggla
przeptywajacg bypassami wok6t emulsyfikowanej kropli (Ryc. 23¢).
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Ryc. 23. Emulsje generowane w uktadzie z pochylniq i bypassami. a) Rozmiar kazdej kropli z
emulsji generowanych w jednym powtérzeniu w zakresie predkosci od 3 ml h-! do 8 ml h-'.
Widoczne krople o rozmiarach odstajgcych od pozostatych kropel z emulsji powstawaty
zawsze na koricu emulsji. b) Sredni rozmiar kropel emulsji generowanych przy danej predkosci
przeptywu i danym stezeniu surfaktantu. Rozmiar kropel zdaje sie wzrastaé liniowo wraz ze
wzrostem predkosci przeptywu az do predkosci 12 ml h-!, powyzej to ktérej predkosci
przeptywu srednica kropel wzrasta nieliniowo wraz z predkosciq przeptywu. Stezenie
surfaktantu w fazie ciqgtej zdaje sie nie wplywaé w testowanym zakresie na rozmiar
generowanych kropel.
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Ryc. 24. Polidyspersja kropel generowanych w uktadzie z bypassami. a) Emulsyfikacja kropli
w uktadzie z bypassami. Przeptyw realizowany z lewej do prawej (na zdijeciu). Krople
generowane sq na progu, faza ciqgta z bypasséw odpycha nowe krople. Przed progiem
widoczne zwezenie w fazie rozproszonej, w ktérym to zwezeniu nastqpi oderwanie matej
kropli od reszty fazy rozproszonej. b-e) Kolejne etapy emulsyfikacji duzej kropli przy wysokim
stezeniu surfaktantu i polidyspersja emulsji. b) Generacja kropel emulsji z poczgtkowej czesci
duzej kropli. ¢c) W miare jak duza kropla staje sie krétsza (z powodu jej emulsyfikacji), nowe
krople generowane sq czesciej. W koncu krople generowane sq tak czesto, ze nowe krople
nie nadqzajq z ucieczkq z progu i stanowiq opér dla nowych kropel, co widaé na zdjeciu na
progu. d) Gdy opér bedzie dosé duzy, zwezenie w fazie rozproszonej nie peknie, zatem
zostane wygenerowana kropla wieksza od pozostatych. e) Za wiekszq od pozostatych kroplq,
powstatq z koricowej czesci duzej kropli, ptynie kilka kropelek duzo mniejszych od pozostatych
w populacji kropel. Te ostatnie krople sq zrédtem obserwowanej polidyspersji emulsii.
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CV sérednic generowanych kropel byto wigksze dla wyzszych predkosci przeptywu i
wyzszych stezen surfaktantu (Ryc. 24f). CV $rednic pierwszych 20 wygenerowanych
kropel wynosit ponizej 1 % dla wszystkich testowanych stezen wagowych surfaktantu
(0,1 %, 0,5 %, 1,0 %) dla predkosci przeptywu pomiedzy 2 ml h™ a 12 ml h'!. Ostatnie z
generowanych kropel emulsji (pochodzace z tylnej czesci duzej emulsyfikowanej kropli)
byly widocznie wigksze lub mniejsze niz pozostate krople z wygenerowanych emulsji
(Ryc. 23a, ryc. 24a-e¢). Zwickszanie predkosci przeptywu i zwigkszanie st¢zenia
surfaktantu w fazie cigglej powodowalo generacje¢ emulsji o wigkszym stopniu

polidyspersji. (Ryc. 24f)

Dla najwyzszego testowanego stezenia surfaktantu (1,0 % wagowych) duza kropla nie
mogla doptyngé do przewezenia przy predkosci przeptywu 1 ml h', emulsyfikacja
zachodzila dopiero przy nastepnej testowanej wartosci predkosci przeptywu, tj. 2 ml h™l.
Dla nizszych testowanych stezen surfaktantu (0,1 % 10,5 % wagowych) duza kropla nie
mogla doptyngé do przewezenia przy predko$ciach przeptywu 1 ml h' i 2 ml h',
emulsyfikacja zachodzita dopiero przy nastgpnej testowanej wartosci predkosci
przeplywu, tj. 3 ml h'l. Czestotliwo$é generacji kropel na progu wzrastata liniowo z
predkoscig przeplywu do najwyzszej przetestowanej wartosci predkosci przeptywu (10
ml h') dla wszystkich testowanych stezef surfaktantu. Czestotliwo$¢ generacji kropel
byta wyzsza dla wyzszych stezen surfaktantu. Ponadto, czestotliwo$¢ generacji kropel nie
byta stata w obrebie jednej biblioteki kropel (emulsji generowanej z pojedynczej duzej

kropli). (Ryc. 25)
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Ryc. 25. Czestotliwoéé generacji kropel w geometrii z bypassami. a) Srednia czestotliwoéé
generacji kropel rosnie liniowo wraz z predkosciq przeptywu. Srednia czestotliwoéé generacii
kropel rosnie wraz ze stezeniem surfaktantu w fazie ciqgtej. b) Czas miedzy generaciq
kolejnych kropel zmierzony dla 5 duzych emulsyfikowanych kropel, odstepy pomiedzy
kolejnymi duzymi kroplami pominiete. Czestotliwosé generacji kropel emulsji nie jest stata dla
danej emulsyfikowanej kropli.

3.2.5. Pochylnia z bypassami zintegrowana 2z prostym

szeregowym rozcienczalnikiem

Aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ wykorzystania opracowanego modutu emulsyfikujacego do
produkcji monodyspersyjnych emulsji w ukladzie zorientowanym poziomo z
wykorzystaniem putapek hydrodynamicznych do szeregowego rozcieficzania probki w
duzych kroplach, skonstruowano uktad mikroprzeptywowy, ktory sktadat si¢ ze ztagcza T,
pulapki hydrodynamicznej, kretego kanatu mieszalnika i opisanego w punkcie 3.2.4.
modulu emulsyfikujacego (Ryc. 26a). Przewezenie przed progiem emulsyfikatora w

opisywanym tutaj ukladzie mialo gigbokos¢ 30 pm.
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Putapka wykorzystana tutaj do przygotowania szeregu rozcieficzen probki jest podobna
do opisanych wcze$niej w niniejszej rozprawie putapek odmierzajacych. Wymiary uzytej
tu pulapki: dhlugos¢ putapki 2400 pm, przekrdj poprzeczny kanatu glownego 600
(szeroko$¢) x 400 (glebokos¢) um, gigbokos¢ bypassow 200 um. W pulapce odmierzono
najpierw krople rodaminy 110 o stezeniu 25 pM. Nastepnie obydwie pompy zostaly
nastawione na state predkosci przeptywu (0,9 ml h'! dla fazy ciaglej i 0,03 ml h! dla fazy
rozproszonej z rozcienczalnikiem), co powodowato periodyczne odrywanie si¢ kropli
wody na zigczu T. Kropla ta uderzata w uwieziong w putapce krople rodaminy, faczyla
si¢ z nig przez elektrokoalescencj¢, za§ nadmiar objetosci (ponad objetos¢ pulapki) byt
odmierzany i kierowany do emulsyfikacji w module do emulsyfikacji z bypassami (Ryc.
26b-c). Otrzymany wspotczynnik rozcienczen z 20 rozcienczen wynosit 1,37 z precyzja

rowng 6,1 %.
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Ryc. 26. a) Schemat prostego szeregowego rozcienczalnika opartego o krople, potqczonego
z geometriq do emulsyfikacji wyposazong w pochylnie i bypassy. E — elektrody stalowe do
wymuszania elektrokoalescencji kropel. b) Zdjecie uktadu przedstawionego schematycznie w
(a). W putapce rozcienczalnika mieszaijq sie krople prébki i rozciericzalnika, réwnoczesnie w
module do emulsyfikacji zachodzi emulsyfikacja kropli prébki. Puste kanaty miedzy
mieszalnikiem a geometriq do emulsyfikacji miaty stuzyé jako ,fosa Faradaya”'7?, chronigca
emulsje przed koalescencjq, jednak okazaty sie niepotrzebne i nie byty wykorzystywane. c)
Zblizenie modutu do emulsyfikacji. Kolor emulsyfikowanej kropli zmienia sie w zaleznosci od
odlegtosci od progu emulsyfikujgcego, co jest konsekwencjq zmiennej drogi optycznej, majqgcej
zrédto w zmiennej gtebokosci kanatu.
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Do zbadania emulsyfikacji w zintegrowanym uktadzie wygenerowano 8 duzych kropel o
objetosci ok. 400 nl kazda. Krople te po wykonaniu szeregowego rozcienczenia barwnika
emulsyfikowano w opracowanym module z bypassami. Otrzymano 8 emulsji kropel, na
ktore sktadaty sie srednio 392 + 9 krople o przecigtnej srednicy 120 um, co przeklada si¢
na przecietng objetos¢ kropel rowna ok. 900 pl. Wspotczynnik zmiennosci (CV) $rednic
wszystkich 3134 wygenerowanych kropel wynosit ok. 4 % (Ryc. 27a). Zdefiniowano
odstajace objetoscig krople jako te o $rednicy mniejszej niz 115 pm (ok. 800 pl objetosci).
Odstajace krople byty generowane zawsze jako ostatnie krople w kazdej bibliotece (Ryc.
27b). Jezeli nie liczy¢ odstajacych kropel z kazdej z bibliotek, wspotczynnik zmiennos$ci
srednic wygenerowanych kropel byl mniejszy niz 1 % dla wszystkich bibliotek. 5 %
kropel z kazdej biblioteki (18 + 2 na bibliotekg) bylo odstajace. Przecigtna Srednica
odstajacych kropel wynosita 98 um (ok. 490 pl) przy wspotczynniku zmiennosci srednic
4,4 %. Wiekszo$¢ odstajagcych kropel mialo srednice zawierajace si¢ w przedziale 92-98

um.
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Ryc. 27. a) Rozktad objetosci kropel w generowanych emulsjach w uktadzie ze zintegrowanym
modutem do emulsyfikacji i rozcienczalnikiem. b) Rozmiary kolejnych kropel emulsji uzyskanych
z 8 duzych kropel. Krople mniejsze od reszty populacji pochodzq z koncowej czesci kazdej

emulsyfikowanej kropli.
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3.2.6. Zwiekszenie przepustowosci modutu emulsyfikujgcego
— podwiéjna dysza dla szeregu emulsji o wysokim stopniu

upakowania

Z punktu widzenia celu niniejszej pracy, a zwlaszcza opracowania metody separacji
emulsji w uktadzie mikroprzeptywowym (opisanej dokladnie w rozdziale 3.3.), istotne
bylo aby generowana emulsja byta mozliwie mocno upakowana, tj. by stosunek objetosci
kropel wody do sumy objetosci kropel wody 1 fazy ciagtej byl mozliwie najwyzszy.
Opisana w rozdziale 3.2.5. pochylnia z bypassami nie gwarantuje wysokiego upakowania
kropel. W literaturze opisano emulsje o wysokim stopniu upakowania generowane na
progu przy wykorzystaniu grawitacji’’ lub sity odsrodkowe;j'®’. Aby uzyskaé¢ emulsje o
wysokim stopniu upakowania, zaprojektowano i1 wykorzystano urzadzenia do generacji
emulsji w wertykalnie zorientowanych uktadach mikroprzeptywowych, w ktorych
emulsyfikacja odbywa si¢ na progu bez dodatku bypasséw. Ucieczka generowanych
kropel emulsji jest w takim ukladzie powodowana sila wyporu. Istniejg takze
rozwigzania, zwigkszajace gestos¢ upakowania emulsji otrzymanej przez flow focusing,

jednak ich wada jest dodatkowa komplikacja systemu!”>174,

Aby zmniejszy¢ szybko$¢ przemieszczania si¢ czola kropli ponad progiem do
emulsyfikacji 1 aby zwigkszy¢ czestotliwos¢ generacji kropel (tym samym skracajac czas
emulsyfikacji), podzielono prog na dwie dysze. Uczyniono to przez umieszczenie
trojkatnego elementu geometrii w kanale tuz przed progiem (Ryc. 28a). Uzyty ksztatt
dyszy byl wczesniej okreslony jako optymalny jezeli chodzi o monodyspersje
uzyskiwanej emulsji’>!7>.

Zaobserwowano, iz w uktadach z progiem podzielonym na dwie dysze uzyskane krople
sa mniejsze: objetos¢ kropel generowanych w ukladzie bez trojkatnego elementu
wynosita 4,81 + 0,76 nl, za§ w ukladzie z progiem podzielonym na dwie dysze objetos¢
kropel wynosita 2,36 + 0,28 nl (dla wysokosci kanatu przed progiem 40 um) (Ryc. 28b).
Oznacza to takze spadek wspolczynnika zmienno$ci objetosci kropel generowanych

emulsji z 16 % do 12 %.
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Ryc. 28. a) Fotografia izometryczna geometrii do emulsyfikacji z tréjkgtnym elementem w
dyszy. Pochylnia prowadzi na zdjeciv od lewej do dysz emulsyfikujqcych, za ktérymi znajduje
sie gteboka komora zbiorcza. Przeptyw odbywa sie od lewej do prawej (na zdjeciu). Krople
uformowane w dwéch dyszach sq usuwane z pobliza dysz przez site wyporu, poniewaz
urzqdzenie ustawione jest pionowo podczas generacji kropel. Gtebokos¢ dysz wynosi 30 Um,
gtebokos¢ komory to 400 Um, szerokosé dyszy bezposrednio nad progiem to 200 PUm, wloty
do dysz majq po 100 Pm, podstawa tréjkgta ma 100 Um, wysokosé tréjkqta (wzdiuz osi
diugiej kanatu) to 140 Pm. Pasek skali: 400 Pm. b) Réznica w rozmiarach kropel
generowanych w uktadzie bez tréjkgtnego elementu rozdzielajgcego dysze (niebieski) i z
tréjkgtnym elementem (zielony), gtebokosé dysz: 40 Um. Stezenie wagowe surfaktantu w fazie
ciqgtej: 2 %.

Wygenerowano emulsje w ukfadzie podobnym do opisanego w punkcie 3.2.3. (z
pochylnig prowadzaca do progu bez dodatku bypassow), z wysokoscig kanalu przed
progiem rowna 30 pm, ustawionym pionowo. Otrzymana emulsja byla wysoce
polidyspersyjna: wspotczynnik zmienno$ci objetosci kropel wynosit ok. 27 % przy
czestotliwosci generacji rownej 75 Hz, objetos¢ kropel wynosita 1,14 = 0,31 nl. W
ukladzie z progiem podzielonym na dwie dysze 1 z wysokoscia kanatu przed progiem
rowng 30 pm wygenerowano emulsje wodnych kropel o objetosciach 0,71 + 0,06 nl dla
czestotliwosci generacji rownej 75 Hz, co oznacza wspotczynnik zmiennosci objetosci
réwny ok. 8,4 %. (Ryc. 29) W ukladzie z dwiema dyszami wygenerowano takze emulsje
kropel pozywki hodowlanej MH z dodatkiem bakterii, obj¢tos¢ kropel otrzymanej

emulsji wynosita 0,74 £ 0,07 nl. Emulsje generowane w uktadach z progiem podzielonym
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na dwie dysze dzielity si¢ na dwie populacje objetoséi (Ryc. 29). Predkos¢ przeptywu
wynosita 0,2 ml h™!,

Ryc. 29. Rozmiary kropel generowanych przy wysokim stezeniu wagowym surfaktantu w fazie
ciqgtej (2 %) dla geometrii emulsyfikujgcej z pochylniq i bez bypasséw (niebieski) i dla
geometrii z pochylniq, bez bypasséw i z tréjkginym elementem rozdzielajgcym dysze
(zielony). Ucieczka kropel z pobliza progu byta zapewniona przez site wyporu.

3.2.7. Zwiekszenie przepustowosci modutu emulsyfikujgcego
— dysza wielokrotna dla szeregu emulsji o wysokim stopniu

upakowania

W celu dalszego zwigkszania przepustowosci generacji ciasno upakowanych emulsji,
zaprojektowano uktady mikroprzeptywowe o wielu, tj. 8 lub 12, dyszach. Istnieje wiele
rozwigzan, wykorzystujacych nawet tysigce dysz do emulsyfikacji MSE, jednak Zadne z
nich nie traktuje o emulsyfikacji szeregu duzych kropel, co jest kluczowe z punktu
widzenia celu niniejszej rozprawy. Proste poszerzenie kanatu przed progiem i dodanie
trojkatnych elementow, takich jak w punkcie 3.2.6., nie przyniosto pozadanego efektu,

poniewaz cze$¢ dysz nie pracowala (nie generowata kropel). (Ryc. 30a)
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Ryc. 30. Fotografie uktadéw do pasywnej generacji kropel przy zwiekszonej przepustowosci.
a) Uktad wynikajgcy z prostego przeskalowania uktadu opisanego w 3.2.6. Pracujq prawie
wylgcznie skrajne dysze. b) Wydtuzenie struktur rozgraniczajgcych dysze usprawnito
urzqdzenie, jednak nadal nie wszystkie dysze pracowaty, zas otrzymane emulsie byty
polidyspersyjne.

Wydluzenie elementow separujagcych dysze nie rozwigzalo tego problemu (Ryc. 30b).
Dopiero wykorzystanie dtugich elementéw separujacych dysze, w ktérych to elementach
znajdowaly si¢ przerwy do wyréwnywania ci$nienia mi¢dzy dyszami, sprawilo, ze
wszystkie dysze w urzadzeniu zaczely pracowac. Skrajnie ulokowane dysze generowaty
krople z czestotliwosciami wigkszymi o co najmniej 50 % niz pozostate dysze 1 krople
generowane przez skrajne dysze byly ok. 40 % wigksze objetoSciowo niz krople
generowane przez wewngtrzne dysze (Ryc. 31a). Emulsyfikacja tylnej czesci kazdej
kropli prowadzila do powstania duzej liczby matych kropelek (Ryc. 36¢). Te mate
kropelki (mniejsze niz 100 pl) stanowity ok. 0,1 % calkowitej objetosci generowanych
emulsji. Bez tych matych kropelek wspdtczynnik zmiennosci, CV, $rednic generowanych
kropel wynosit 4,7 %. Catkowita czgstotliwos¢ generacji kropel w 8 dyszach przy 2 ml h
' wynosita 470 Hz. Jednakze skrajnie zewngtrzne dysze produkowaty oddzielng
populacje kropel wiekszych niz krople pochodzace z innych dysz (Ryc. 31b). Dwie
populacje rozmiaréw nie sa pozadane z punktu widzenia oznaczen cyfrowej biologii,

zatem nalezato rozwigzac¢ ten problem.
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Ryc. 31. Rozmiary kropel w uktadzie z pochylniq, 8 dyszami, kanatami do wyréwnywania
cisnienia i bez bypasséw. a) Skrajnie potozone dysze generowaty krople wieksze niz dysze
potozone centralnie, w dodatku z wiekszym rozrzutem rozmiaréw niz centralne dysze. b)
Emulsie wygenerowane w takim uktadzie dzielity sie na populacje rozmiaréw kropel.

Dodanie bypassow wokoét dysz (Ryc. 32a) zmniejszylo efekt generacji wigkszych kropel
przez skrajne dysze. Bypassy to plytkie kanaty, podobne do tych opisanych w rozdziale
3.2.4. W omawianym tu przypadku bypassy zaczynaja swdj bieg z gléwnego kanahu juz
w dole pochylni, gdy kanat gtéwny jest ptytki, za$ bieg koncza juz w komorze zbiorcze;j
(Ryc. 32b). Krople wygenerowane w ukladzie z pochylnig, 8 dyszami i bypassami
generowaly emulsje o CV $rednic kropel rownym 5,1 % przy 2 ml h™', jednak w tym
przypadku nie byto wida¢ dwoch oddzielnych populacji rozmiaréw kropel (Ryc 32c).
Dodatek bypassow zmniejszyt czestotliwoéé generacji kropel do 320 Hz przy 2 ml h™!,

za$ krople generowane w ukladzie z bypassami byly wigksze (Srednio 600 pl) niz w
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przypadku generacji w ukladzie bez bypassow. Zwiekszenie predkosci przeptywu do 4
ml h! powodowato generacje widocznie wiekszych kropel przez skrajne dysze, za$ przy

5 ml h! skrajne dysze nie generowaty kropel w mechanizmie MSE.
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Ryc. 32. a) Schemat urzqdzenia do MSE z pochylnig, 8 dyszami, kanatem do wyréwnywania
cisnienia miedzy dyszami i bypassami. 1) koniec pochylni prowadzqcej do rozlegtego obszaru
o gtebokosci 35 Um. 2) wloty do ptytkich bypasséw. 3) na tej wysokosci na schemacie znajdujq
sie kanaty pomiedzy dyszami, stuzqce do wyréwnywania cisnienia. 4) wylot z bypasséw do
komory zbiorczej. b) Emulsyfikacja w uktadzie przedstawionym w (a). c¢) Rozktad srednic
kropel wygenerowanych w uktadzie.
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Aby zwiekszy¢ przepustowos¢ modulu do emulsyfikacji, zaprojektowano i1 wykonano
uktad mikroprzeptywowy z 12 dyszami. Ten uktad generowal krople z czgstotliwoscia
430 Hz przy 2 ml h”!, przy czym czestotliwo$é generaciji jest nieco wigksza niz $rednia w
centralnych dyszach (Ryc. 33) i duzo wigksza niz $rednia w skrajnych dyszach: skrajne
dysze generowaly krople z czgstotliwoscia 70 Hz, czyli 90 % wigksza niz $rednia

czestotliwos¢ dla wszystkich 12 dysz (36 Hz).

20 ]
1.8 -
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14 ]
121 ] ]
10, /\ / ]

_ -/ \ _

0.8+ i _/ \_\ % ]
0.6 - 1

Czestotliwo$¢ generacji kropel
znormalizowana wobec sredniej

012 3 4567 8 9 101112 13
Numer dyszy

Ryc. 33. Czestotliwos¢ generacji kropel w uktadzie z 12 dyszami i bypassami, znormalizowana
wobec sredniej dla wszystkich dysz czestotliwosci generacji kropel. Dysze nr ,,1” i ,,12” sq
skrajne, dysze nr ,,6” i ,,7” sq centralne.

Przy 2 ml h' podczas emulsyfikacji pojedyncze krople byly blokowane pomiedzy
dyszami, w ten sposob blokujac te dysze. Dla 12 dysz wszystkie dysze byly blokowane,
za$ dla 8 dysz tylko jedna dysza zostata zablokowana przy predkosci przeplywu rownej
2 ml h'. Zaobserwowano, Zze gdy dysze byly blokowane, wzrastala polidyspersja
generowanych emulsji i rozmiar generowanych kropel (Ryc. 34a). Gdy przeptyw byt
zatrzymywany, krople blokujace dysze uwalnialy si¢ 1 odplywaly od dysz na skutek sity
wyporu. Po odblokowaniu dysz krople generowaly si¢ tak jak przed zablokowaniem dysz
(34a). Obserwacja przy uzyciu szybkiej kamery wykazala, Zze dysze s3 blokowane przez
krople (Ryc. 34b), ktére sg zasysane do dysz przez podci$nienie powstajace w dyszach
podczas powstawania przewe¢zenia podczas MSE 1 podczas cofania si¢ czola fazy

rozproszonej po oderwaniu kropli w MSE. (Ryc. 34d-g)
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Ryc. 34. a) Wptyw blokowania dysz na rozmiar generowanych kropel. Od ok. 150. z kolei
wygenerowanej kropli dysze zostaty zablokowane (b-f), co tqczylo sie ze zwiekszeniem
rozmiaréw generowanych kropel i zwiekszonq polidyspersiq generowanej emulsji. Po
wygenerowaniu ok. 300 kropel przeptyw zostat wstrzymany na kilka sekund, po czym
wznowiono przeptyw. Po wstrzymaniu przeptywu wszystkie krople opuscity sgsiedztwo dyszy,
po ponownym wiqgczeniu przeptywu krople generowaty sie w sposéb podobny do tego sprzed
zablokowania dysz. b) Wszystkie dysze zablokowane przez krople. c-f) Blokowanie dysz jest
skutkiem przeptywu wstecznego ptyndéw podczas MSE. Pojedyncza kropla, blokujgca dwie
dysze (c) jest wciggana do dysz podczas formowania sie w dyszach przewezenia (d-e) lub
podczas gdy czoto fazy rozproszonej cofa sie po uformowaniu nowej kropli (f). Pasek skali z
(c) obowiqzuje dla d-f.
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Aby zwalczy¢ blokowanie dysz przez krople, zwigkszono szeroko$¢ kazdej pojedynczej
dyszy ze 120 pm do 240 um. Ta zmiana sprawita, ze dysze nie byly blokowane przez
krople. Uzycie szerszych dysz spowodowalo generacje wigkszych kropel: 1820+240 pl
(nie liczac drobnych kropelek powstajacych z konca emulsyfikowanej kropli). Krople w
tym ukladzie generowatly si¢ w rezimie MSE do predkosci przeptywu rownej 5 ml h'!.
Przy 6 ml h'! zaobserwowano formowanie si¢ kropel duzo wiekszych niz pozostate krople
powstajacej emulsji. Drobne kropelki, powstajace z tylnej czgsci emulsyfikowanej kropli,
stanowil mniej niz 1 % liczby kropel emulsji generowanych przy predkosci przeptywu
rownej 5 ml h'!| za$ objeto$é tych kropelek nie przekraczata 0,03 % calkowitej objetosci
generowanych emulsji. CV $rednic generowanych kropel (bez drobnych kropelek z konca
emulsyfikowanej kropli) wynosit 4,5 %. (Ryc. 35a-b). Czestotliwos$¢ generacji kropel
przy predkosci przeptywu rownej 5 ml h! wynosita 400 Hz. Nawet mimo braku bypassow

nie zaobserwowano populacji kropel o rdznej objetosci.
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Ryc. 35. a) Rozmiary wodnych kropel generowanych w uktadzie z pochylniq, bypassamii 12
szerokimi dyszami przy predkosci przeptywu réwnej 5 ml h- z trzech duzych kropel. b) Krople
wygenerowane z jednej duzej kropli jak w (a), widoczne ok. 1500 kropel.

Aby sprawdzi¢, czy wykonany uktad mikroprzeptywowy nadaje si¢ do produke;ji kropel
do hodowli bakterii, wykonano emulsyfikacje trzech kropel pozywki bakteryjnej MH.
Nie wliczajac drobnych kropelek z koncowej czgsci emulsyfikowanych kropel, CV
srednic generowanych kropel wynosit 5,6 %, za$ $rednia objetos$¢ tych kropel wynosita
1760+260 pl. (Ryc. 36a) Krople pozywki byly generowane bez blokowania dysz przy 5
ml h™!' (Ryc. 36b). Drobne kropelki z koncowej czesci emulsyfikowanej kropli stanowily
0,17 % catkowitej objetosci generowanych emulsji, zatem ok. 6 razy wigcej niz w

przypadku emulsji kropel wody otrzymanych w tym samym urzadzeniu (Ryc. 36c).
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Ryc. 36. a) Rozktad srednic kropel pozywki bakteryjnej Mh wygenerowanych w uktadzie z
pochylniq, bypassami i 12 szerokimi dyszami. Liczba drobnych kropelek uformowanych z
tylnej czesci duzej kropli jest duza, jednak ich objetosé to ok. 0,2 % catkowitej objetosci kropel
emulsji. b) Emulsyfikacja pozywki bakteryjnej MH. Brak blokowania dysz przy predkosci
przeptywu réwnej 5 ml h''. ¢) Emulsyfikacja tylnej czeéci kropli pozywki MH, widoczne liczne

drobne kropelki.
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3.3. Separacja emulsji, ich inkubacja i detekcja wzrostu

bakterii

3.3.1. Wprowadzenie

Celem tej czesci rozprawy bylo opracowanie metody generacji szeregu emulsji
nanolitrowych kropel pozywki bakteryjnej z bakteriami i z roéznym st¢zeniem
antybiotyku, rozdzielenia tych emulsji bez usuwania ich 2z wurzadzenia
mikroprzeplywowego, inkubacji tych emulsji w podwyzszonej temperaturze, 1 detekcji

sygnahu fluorescencyjnego z inkubowanych kropel.

Bez rozréznienia st¢zen antybiotyku niemozliwe bytoby wyznaczenie MIC, co staje si¢
problematyczne przy uzyciu tysigcy kropel. Istnieja mozliwosci identyfikacji nawet
pojedynczych kropel przy uzyciu markerow DNA!DB%140143 1yb kombinacji kilku
barwnikdéw w réznych stezeniach!>''7¢177 jednak markery DNA wymagaja
sekwencjonowania DNA probek po badaniu, za§ kombinacje barwnikow wymagaja
jednoczesnej detekeji sygnalow fluorescencyjnych o wielu réznych dlugosciach fali —

tym wiecej dlugosci fali detekeji, im wiecej zakodowanych jest emuls;ji.

Inng metoda, ktérg mozna by wykorzysta¢ do separacji i1 identyfikacji emulsji, jest
oddzielenie emulsji w r6znych dotkach na ptytce wielodotkowe;j. Jest to wygodne i nie
wymaga znakowania chemicznego, jednak detekcja sygnalow z takiej plytki bedzie
nieefektywna: nie mozna odczyta¢ fluorescencji bezposrednio z emulsji w dotku,
poniewaz krople nachodzityby na siebie w promieniu lasera — nie mozna by byto okreslic,
ile kropli zawiera wzrastajace bakterie. Mozna emulsje przenies$¢ z dotka do przewodu a
nastepnie do uktadu mikroprzeplywowego do wysokoprzepustowej detekcji sygnatow z
kropel, jednak z pewnoscia nie udatoby si¢ wydosta¢ z dotka wszystkich kropel emulsji,
co prowadzitloby do utraty informacji (Ryc. 37). Nalezy zatem opracowaé system
mikroprzeplywowy umozliwiajacy separacj¢ emulsji bez konieczno$ci zdeponowania
emulsji poza uktadem mikroprzeptywowym, co z kolei zapobiegnie wspomnianej utracie
informacji. Inkubacja emulsji przez 16 godzin przy temperaturze 37°C wymaga uzycia
surfaktantow, inaczej krople emulsji beda taczy¢ si¢ poprzez koalescencje. Dodatkowo,
inkubacja powinna by¢ umozliwiona w taki sposéb, aby nie deponowac emulsji poza

ukladem mikroprzeplywowym. Detekcja wzrostu bakterii musi za$ zosta¢ zastosowana
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wobec kazdej kropli z kazdej emulsji, w innym wypadku dojdzie do straty informacji z

eksperymentu.

Ryc. 37. llustracja probleméw z fizycznq separacjq emulsiji kropel o innym sktadzie w dotkach
na ptytce wielodotkowej. Szary: olej, niebieski: krople bez wzrostu bakterii, z6tty: krople ze
wzrastajgcymi bakteriomi. Dotek z lewe| przedstawia emulsje, w ktérej w czesci kropel rosng
bakterie. Analiza fluorescencji bezposrednio z dotka jest bezcelowa, poniewaz nie wiadomo,
czy sygnat zbierany z géry czy z dotu pochodzi od jednej kropli czy od wiekszej liczby —
alternatywq jest monowarstwa kropel, jednak takie podejscie jest niepraktyczne w duzej skali.
Dotek z prawej przedstawia ewakuacje emulsji z dotka po inkubacji, w celu analizy
fluorescencji z kazdej kropli po kolei, jak na ryc. 11c. Niestety, takie ewakuacja nie bedzie
doskonata, co zaowocuje utratq informacji z eksperymentu — znaczna czesé emulsji pozostanie
na dnie dotka.

W skonstruowanym 1 opisanym ponizej urzadzeniu wykorzystano metod¢ separacji
emulsji w szeregu w przewodzie polietylenowym przy uzyciu trzeciej fazy ciektej, ktora
nie mieszata si¢ z pozostalymi fazami w ukfadzie. Podobne metody oddzielania emulsji
sugerowano wcze$niej, jednak w duzo mniejszej skali'>* i w duzo mniej upakowanej, a
zatem mniej praktycznej, emulsji** — szereg mato upakowanych emulsji o duzej liczbie
kropel bedzie dlugi w przewodzie, co rodzi trudnosci techniczne, zwigzane np. ze
wzrastajagcym oporem hydraulicznym w coraz dluzszym przewodzie. Opracowana przez

autora tej dysertacji metoda opisana ponizej pozwolita na identyfikacje wysoce

upakowanych monodyspersyjnych emulsji, sktadajacych si¢ z ok. 2000 kropel kazda, bez

Strona 108



Rezultaty
koniecznosci ich chemicznego znakowania. Inkubacja odbywala si¢ w przewodzie
polietylenowym, ktéry mozna bylo odlaczaé od modutu generujacego emulsje. Detekcja
sygnatu fluorescencyjnego z kazdej kropli byta prowadzona przy uzyciu mikroskopu

konfokalnego w sposéb podobny do opisanych wczeséniej'>! (ryc. 11c¢).

3.3.2. Separacja emulsji — cysterny mikroprzeplywowe

W tej czgSci rozprawy opisana jest metoda produkcji gesto upakowanych
monodyspersyjnych emulsji, oddzielonych od siebie nawzajem trzecig, niemieszajaca si¢
faza w kanale mikroprzeptywowym 1 w przewodzie polietylenowym. Kazda z
odseparowanych emulsji, ktore nazywane sg tu ,,cysternami”, zawiera tysigce kropel o
objetosci ponizej 1 nl. Cysterny pozwalajg na identyfikacje emulsji bez znakowania
chemicznego 1 bez straty informacji z czes$ci kropel. Ruch kazdej z cystern jest tatwo
kontrolowany przez pompy strzykawkowe. Kazda cysterna jest adresowalna w
przestrzeni na podstawie jej pozycji w szeregu emulsji. Cysterny mozna przechowywac
w przewodzie polietylenowym, ktory mozna inkubowa¢ w podwyzszonej temperaturze,
umozliwiajgcej wzrost bakterii. Cysterny mozna przenies¢ do  ukfadu
mikroprzeplywowego, w ktorym przeprowadza si¢ jakosciowa detekcje sygnatow
fluorescencyjnych z kazdej kropli z kazdej emulsji, jedna po drugiej. Cysterny
mikoprzeptywowe mozna wykorzysta¢ do eksperymentdéw, w ktoérych potrzebne jest
kilka Iub kilkanascie roznych warunkow reakceji w kilku tysigcach powtérzen dla kazdego

zestawu warunkow.

Separacja emulsji w kolejnych dotkach na ptytce wielodotkowej powoduje utrate
informacji z kropel ze wzgledu na niedoskonale zacigganie emulsji z dotkow do
przewodow, o czym byla mowa wczesniej. Aby unikng¢ tego problemu, nalezy oddzieli¢
od siebie emulsje jeszcze w uktadzie mikroprzeptywowym. Mozna wykorzysta¢ do tego
oddzielne komory, jednak takie rozwigzanie jest malo elastyczne, nie pozwalatoby na
fatwe przenoszenie emulsji do kolejnych urzadzen. Wobec tego zdecydowano si¢ tu na
separacje emulsji za pomoca niemieszajacej si¢ z innymi fazy ptynnej. Wybrano do tego
skwalan, olej weglowodorowy, ktoéry nie miesza si¢ ani z woda, ani z olejami
fluorowanymi. Zamiast skwalanu mozna takze wykorzysta¢ olej mineralny, jednak olej
mineralny jest znany ze swoich wlasciwosci napgczniania PDMS, czyli polimeru, z
ktérego zbudowane sa uzywane tu uktady mikroprzepltywowe. Podobne rozwiazanie,

polegajace na identyfikacji kropel w szeregu na podstawie ich pozycji w szeregu, bylo
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prezentowane wcze$niej'>*, jednak nigdy nie separowano w ten sposob emulsji tysiecy

kropel.

Aby uzyska¢ seri¢ kropel o roznym sktadzie chemicznym, przygotowano seri¢ probek
wodnych w dotkach ptytki 96-dotkowej. Krople z kolejnych dotkow byly zaciggane do
przewodu PTFE przy uzyciu pompy strzykawkowej i robota pozycjonujacego. Na zmiane
zaciggane byty 1,8 ul prébki i 1,8 pl oleju fluorowanego HFE 7500. Nastepnie wezyk z
tak przygotowang serig duzych kropel byt podigczany do uktadu do generacji emulsji.

Generacja cystern (Ryc. 38) polega na wttaczaniu do ukfadu kolejnych duzych kropel
probki 1 poddawaniu ich emulsyfikacji (Ryc. 38a). Po kazdej emulsyfikacji do uktadu
wtlaczana jest porcja skwalanu, ktora oddziela powstala emulsje od wczesniej
generowanych emulsji 1 od nadciaggajacych kolejnych kropel probki. Kazda kolejna
emulsja oddzielona skwalanem jest kierowana do przewodu polietylenowego na zewnatrz
urzadzenia mikroprzeptywowego (Ryc. 38b). Po docelowej inkubacji cysterny przenosi
si¢ z przewodu polietylenowego do ukladu mikroprzeptywowego do detekcji
fluorescencji, podobnego do opisanych wczesniej'>!, gdzie krople sa rozcienczane faza
fluorowang 1 przesylane przez zwezenie w kanale, przez ktore moze przej$¢ tylko jedna
kropla naraz. To umozliwia skanowanie sygnatéw fluorescencyjnych z kazdej kropli

jedna po drugie;.
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Ryc. 38. Schemat systemu do generacji emulsji, ich separacji, inkubacji i detekcji sygnatéw
fluorescencyjnych z kropel. Do uktadu do generacji kropel (GENERACJA) wttaczana jest seria
duzych kropel o objetosci ok. 2 pI. Kazda z kropel moze zawieraé¢ inne odczynniki lub
odczynniki w innych stezeniach. Wlot na olej fluorowany do uktadu do detekeji byt
wykorzystywany do oczyszczania uktadu mikroprzeptyowego po eksperymentach. Duze
krople byty przepuszczane przez modut do emulsyfikacji (MSE) wyposazony w dwie dysze
rozdzielone tréjkgtnym elementem. Duze krople byty emulsyfikowane, zas$ ucieczka kropel z
sqgsiedztwa dysz byta mozliwa dzieki sile wyporu (a). Po emulsyfikacji danej duzej kropli, do
systemu wttaczana byta porcja skwalanu, oleju weglowodorowego nie mieszajgcego sie z
pozostatymi fazami w uktadzie. Skwalan przepychat emulsje z uktadu mikroprzeptywowego
do przewodu polietylenowego, gdzie emulsja formowata cysterne mikroprzeptywowq —
emulsje wodnych kropel w oleju fluorowanym, oddzielong od innych emulsji przez zewnetrzng
faze, tworzongq przez olej weglowodorowy (b). Po zaplanowanej inkubacji w podwyzszonej
temperaturze cysterny byly przenoszone na uktad do detekcji (DETEKCJA) (c), gdzie krople
byty rozcienczane przez olej fluorowany, tak aby mozliwa byta detekcja fluorescencji z
kazdej kropli z cysterny po kolei w zwezonym kanale.
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Uktad do generacji emulsji jest ustawiony pionowo, tak by krople byty ewakuowane z
sasiedztwa dysz przez site wyporu i by otrzymane emulsje byly mozliwie geste. Za
dyszami do generacji kropel znajduje si¢ komora zbiorcza, za§ za komora znajduje si¢
zwezenie, do ktorego doprowadzany jest skwalan. Rozmiar komory zostal dobrany tak,
by powstala z jednej duzej kropli emulsja wypehita ja w calosdci. Uzycie zbyt duzej
komory powoduje koniecznos¢ uzycia wigkszej porcji oleju fluorowanego do
przepchnigcia emulsji za komoreg, a zatem powoduje produkcje mniej upakowanych
emulsji. Uzycie zbyt matej komory powoduje zablokowanie dysz przez powstajaca
emulsje w trakcie generowania kropel, co prowadzi do wysokiej polidyspersji emulsji a

ostatecznie do ustania generacji kropel.

W momencie, w ktérym emulsja wptywa do przewodu polietylenowego, nastgpuje
odwrdcenie faz olejowych, tj. olej fluorowany, ktory w ukfadzie mikroprzeptywowym
zwilzal $cianki kanatu, w przewodzie staje si¢ faza rozproszong, za$ skwalan, ktory w
uktadzie mikroprzeptywowym byt faza rozproszong, zwilza przewod (Ryc. 39). Wpierw,
porcja oleju fluorowanego wplywa do przewodu, formujac ,kieszen” (Rys 39a).
Nastepnie, naplywajaca emulsja wodnych kropel wypehia kieszen 1 rozszerza ja (Ryc.
39b). Nastepnie, nadciggajaca porcja skwalanu, ktéra ma odseparowac od siebie kolejne
emulsje, przerywa kieszen (Ryc. 39¢), poniewaz skwalan lepiej zwilza §cianki przewodu
niz olej fluorowany. Emulsja wodnych kropel zawieszonych w oleju fluorowanym z
kieszeni formuje cystern¢ mikroprzeptywowa (Ryc. 39d), zas porcja oleju fluorowanego
blisko wlotu do przewodu formuje nowg pustg kieszen. Pozniej, gdy cysterna jest
wprowadzana do innego ukfadu mikroprzeptywowego, skwalan formuje kieszen we

fluorofilowym uktadzie mikroprzeptywowym (Rys 38c).
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Ryc. 39. Transfer cystern z uktadu mikroprzeptywowego (dolna cze$é zdjeé) do przewodu
polietylenowego (gérna czeié¢ zdjeé). Pasek skali ma 1 mm dilugosci. a) Olej fluorowany
formuje ,kieszen” w przewodzie polietylenowym, ktérego scianki zwilza skwalan (i). W kanale
uktadu wida¢ krople skwalanu. poprzednio uformowana cysterna ptynie przez przewdd (ii).
Na zdjeciach obszar pomiedzy (i) a (ii) jest niewidoczny ze wzgledu na obecnosé sciany uktadu
mikroprzeptywowego, wykonanego z PDMS, ustawionej ukosnie do obiektywu kamery. b)
Kieszen oleju fluorowanego tqczy sie z naptywajgeq emulsjq i rozszerza sie. c¢) Nadciggajgca
porcja skwalanu rozrywa kieszen w przewodzie polietylenowym, formujgc w ten sposéb
cysterne. d) We wlocie do przewodu zostaje nowa pusta kieszen oleju fluorowanego.
Wygenerowana cysterna opuszcza system przez przewodd polietylenowy.

Generowane emulsje sg zawieszone w oleju fluorowanym, ktéry zwilza kanaty uktadu
mikroprzeplywowego lepiej niz krople wody czy skwalan. W przewodzie
polietylenowym warunki zwilzania sg inne, wobec czego skwalan zwilza $cianki
przewodu lepiej niz inne obecne fazy. W konsekwencji cysterna mikroprzeptywowa w
przewodzie polietylenowym moze by¢ traktowana jak pojedyncza duza kropla fazy
rozproszonej (Ryc. 38b), co oznacza takze tatwos$¢ w kontrolowaniu ruchu cysterny.
Cysterny sa od odseparowane od siebie nawzajem i1 od §cianek przewodu przez skwalan,

czyli faze ciagla.

Do generacji emulsji wykorzystano dwudyszowa geometrie do emulsyfikacji, taka jak
opisana w punkcie 3.2.6. niniejszej rozprawy. Wygenerowano 16 cystern
mikroprzeplywowych odseparowanych skwalanem. W opisywanym tu przypadku

przewodu o $rednicy wewngtrznej 0,76 mm pojedyncza cysterna miata 5 mm dtugosci,
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za$ separator skwalanu miat dlugo$¢ ok. 10 mm. W eksperymencie, w ktérym oznaczano
odporno$¢ na antybiotyk (rozdziat 3.4.), kazda cysterna zawierata ok. 1900 kropel

wodnego medium hodowlanego, za$ $rednia obje¢tos¢ kropel emulsji wynosita 740 pl.

Emulsje w generowanych cysternach cechujg si¢ wysokim stopniem upakowania, tak jak
w innych uktadach MSE bazujacych na grawitacji i sile wyporu’”!'®’. Przecietnie,
stosunek objetosci fazy rozproszonej (wody) do ciaglej (oleju fluorowanego) wynosi 50

%, co wynika z rownych objetosci oleju 1 wody uzytych do generacji cystern.

3.3.3. Inkubacja emulsji

Aby inkubowa¢ emulsje, postgpowano w nastepujacy sposob: Zatykano przewdd ze
strony dalszej od uktadu, w ktérym wygenerowano wczesniej emulsje. Nastepnie
wyciggano przewod z uktadu do generacji 1 zatykano przewdd z tej strony. Zatkany z
dwoch stron przewod umieszczano w piecu nastawionym na 37°C, tj. temperaturg
optymalng dla wzrostu bakterii E. coli. Emulsje w przewodzie byly dos¢ odporne na
wstrzasy, upuszczenie przewodu z wysokosci blatu laboratoryjnego nie powodowato
rozerwania cystern. Rozerwanie cystern bylo powodowane wyciagnigciem zatkanego z
jednej strony przewodu z cysternami z uktadu do generacji cystern (przez skok ci$nienia),
wobec czego przed zatkaniem dalszego konca przewodu nalezalo czesciowo wyciggnad
przewod z ukfadu, aby zmniejszy¢ skok cisnienia i zapobiec rozerwaniu cystern. Aby
sprawdzi¢ stabilno$¢ emulsji podczas inkubacji w sposob ilosciowy, przeprowadzono

eksperymenty.

Wpierw podjeto probe jakosciowego oznaczenia stabilno$ci cystern podczas inkubaciji.
Wygenerowano cysterny przy réznych stezeniach surfaktantu w fazie ciaglej i
przechowano uzyskane cysterny przez 16 godzin w temperaturze pokojowej, nastepnie
sprawdzono cysterny pod mikroskopem optycznym. W przypadku uzycia 0,5 %
wagowych surfaktantu w fazie ciaglej widoczna byla koalescencja kropel (Ryc. 40a),
jednak w przypadku 1,0 % 12,0 % wagowych surfaktantu nie byto jasne, czy emulsje sa
stabilne (Ryc. 40b-c). Aby sprawdzi¢ stabilno$¢ emulsji w sposob ilosciowy,
wygenerowano 10 cystern, zawierajacych duze krople (przecig¢tnie ok. 1,8 nl) przy
nizszym stezeniu surfaktantu w fazie ciagtej, tj. 1 % (w/w) (Ryc. 40d). Obnizenie
zawartosci surfaktantu 1 zwigkszenie rozmiaru kropel powoduje zwigkszenie

prawdopodobienstwa Iaczenia si¢ ze soba kropel, podobnie jak podwyzszenie
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temperatury. Wpierw zmierzono rozmiary kropel w 5 cysternach, nastepnie pozostate 5
cystern inkubowano w 37°C przez 16 godzin. Takg sama procedure wykonano dla kropel
o $redniej objetosci 740 pl 1 zawartos$ci surfaktantu 2 % (w/w) (Ryc. 401) (parametry

Ryc. 40. Stabilno$¢ emulsji. a-c) Jakosciowa ocena stabilnosci emulsji po 16 godzinach w
temperaturze pokojowej dla stezenia surfaktantu w fazie ciggtej emulsji: a) 0,5 % w/w; b)
1,0 % w/w; ¢) 2,0 % w/w. d-g) lloiciowa ocena stabilnosci emulsji. d-e) Duze ($rednio 1,8 nl)
krople wody zostaty wygenerowane w obecnosci 1,0 % w/w surfaktantu i inkubowane przez
16 godzin w temperaturze pokojowej. Po 16 godzinach (e) widoczna jest nowa populacja
kropel dwukrotnie wiekszych niz przecietny rozmiar kropel przed inkubacjq, co wskazuje na
koalescencje. W ten sposéb sprawdzono, ze mozliwy jest ilosciowy pomiar koalescencji. f-g)
Stabilno$¢ emulsji mniejszych (Srednio 740 pl) kropel wygenerowanych przy 2,0 % w/w
surfaktantu. Po 16 godzinach inkubacji w 37°C nie zaobserwowano nowych populaciji kropel.
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wykorzystane p6zniej w eksperymentach z bakteriami, patrz: rozdziat 3.4.). Po inkubacji
zbadano rozmiary kropel w pozostatych cysternach. W cysternach z wiekszymi kroplami
1 mniejszym stezeniem surfaktantu zaobserwowano pojawienie si¢ matej populacji kropel
o objetosciach ok. 2 razy wigkszych niz gldwna populacja, co sugeruje koalescencje
kropel (Rys. 39¢). W przypadku mniejszych kropel 1 wigkszego stezenia surfaktantu nie
zaobserwowano nowej populacji kropel (Rys. 39g), zatem w dalszych eksperymentach

przyjeto, ze wykorzystywane emulsje sg stabilne w 37°C przez co najmniej 16 godzin.

3.3.4. Detekcja sygnaléw i przemieszczanie si¢ kropel miedzy

cysternami

W eksperymentach z bakteriami (rozdziat 4) planowano wykorzystanie produkcji biatka
zoltej fluorescencji (YFP) przez zywe bakterie do okreslenia, czy bakterie w danej kropli
rozmnazajg si¢ (wysoka intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego), czy tez nie (niska
intensywno$¢ sygnatu). Wobec tego do detekcji wykorzystano wczesniej opisany
system'!. Cysterny mikroprzeptywowe byly wprowadzane do uktadu do detekeji (Ryc.
38c¢), w ktoérym szeroki i gleboki kanat stopniowo stawat si¢ bardzo waski 1 bardzo ptytki,
tak aby w kanale krople musiaty ustawia¢ si¢ jedna za druga. Dodatkowo doprowadzono
dwa kanaly z olejem fluorowanym, ktore oddalaty od siebie krople w plytkim 1 waskim
kanale, co ulatwiato detekcje sygnatow z pojedynczych kropel. Do detekcji sygnatow

fluorescencyjnych wykorzystano mikroskop konfokalny.

Glgbokos¢ 1 szerokos¢ kanatu, ktoéry doprowadzal emulsje w uktadzie do detekcji do
przewezenia, w ktorym zachodzita detekcja, byta ustalona eksperymentalnie na 600 pm
glebokosci 1600 um szerokosci. Uzycie wymiarow 800x800 pm owocowalto zakazeniem
miedzy emulsjami: czgs$¢ kropel emulsji zostawata w gutterach (rynsztokach) w katach
kanatu 1 przekroju kwadratowym. Kropla skwalanu przepychajaca emulsje w duzym
kanale pozostawiala guttery na tyle duze, by zostawaty w nich krople emulsji. Uzycie
mniejszego kanatu zniwelowalo ten efekt. Przez obserwacje pod mikroskopem wlotu do
ukladu do detekcji ustalono, Ze w tym miejscu nie zachodzi zadna kontaminacja, tj. krople
kolejnych emulsji nie mieszaja si¢ ze soba. Obserwacja wylotu z ukladu do generacji
kropel (tym samym wejscia do przewodu polietylenowego) wykazata, iz w tym miejscu
pojawia si¢ kontaminacja: cze$¢ kropel emulsji nie wptywata do przewodu

polietylenowego, zamiast tego byta blokowana na $ciance przewodu polietylenowego.
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Aby sprawdzi¢ jak duzy jest niepozadany transfer kropel migdzy emulsjami, wykonano
dwa eksperymenty. W pierwszym eksperymencie wygenerowano 4 serie cystern po 11
cystern kazda. Co druga generowana cysterna zawierata krople czystej wody, za$
pozostale zawieraly zielony barwnik fluorescencyjny (koniugat dekstranu i
izotiocyjanianu fluoresceiny, w skrocie FITC-dekstran). Wszystkie krople ze wszystkich
wygenerowanych cystern zbadano jedna po drugiej pod katem intensywnosci
fluorescencji w ukfadzie do detekcji. Poniewaz wiadomo bylo, w jakiej kolejnosci
generowano cysterny z barwnikiem lub bez niego, wiadomo tez bylo, ktora kolejno
cysterna powinna zawiera¢ wylacznie fluorescencyjne krople, a ktéra wytacznie krople o
stabej fluorescencji. Jezeli w cysternie, w ktorej powinny znajdowac si¢ wytacznie wodne
krople, zarejestrowano krople z barwnikiem, taka kroplg uznawano za kontaminacjg.
Jednoczesnie zliczono wszystkie krople z cystern, ktére powinny byly zawierac¢
wylagcznie krople barwnika 1 na tej podstawie okreslono $rednig liczbe kropel na cysterne.

Lacznie przebadano 44 cysterny: 22 cysterny z czysta woda 1 22 cysterny z barwnikiem.

Drugi eksperyment majacy na celu analize kontaminacji miedzy cysternami
przeprowadzono w nastgpujacy sposob. Wygenerowano szereg cystern, w ktorych kazda
kropla w kazdej cysternie zawierala czerwony barwnik fluorescencyjny (koniugat
izotiocyjanianu rodaminy i dekstranu, w skrocie RITC-dekstran), zas co wszystkie krople
co drugiej generowanej cysterny zawieraty zielony barwnik, FITC-dekstran (Ryc. 41a).
Kazda kropla kazdej cysterny byta w tym eksperymencie widoczna na obrazach
generowanych przez mikroskop w kanale czerwonym (wzbudzenie 561 nm, odczyt 570-
620 nm), za$ kontaminacja byta badana w kanale zielonym (wzbudzenie 488 nm, odczyt
500-550 nm) mikroskopu. Zliczono wszystkie czerwone krople w celu ustalenia $rednie;
liczby kropel na cysterng, za§ wszystkie zielone krople zliczone w cysternach, w ktérych
nie powinno by¢ zielonych kropel, uznano za kontaminacje. L.acznie przebadano tak serie
13 cystern: z 13 cystern zliczono $rednig liczbg kropel na cysterne, zas§ z 6 cystern z tej

serii zmierzono kontaminacje.

Lacznie z dwoch eksperymentdw opisanych powyzej wyniklo, iz §rednia kontaminacja
to 8+7 kropel na cysterng (dane z 28 cystern, w tym 22 z pierwszego eksperymentu i 6 z
drugiego), za$ $rednia liczba kropel na cysterng to 1691+99 (obliczono na podstawie 35

cystern, w tym 22 z pierwszego eksperymentu i 13 z drugiego) (Ryc. 41b).
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Ryc. 41. Zakazenia kroplami wodnymi pomiedzy cysternami. a) Schemat pomiaru zakazen:
kazdy numerowany rzqd oznacza jednq cysterne z szeregu cystern (tu: osmiu), widzianq przy
ekscytacji swiattem o dlugosci fali 488 nm (zielona fluorescencja z FITC-dekstranu) lub 561 nm
(czerwona fluorescencja RITC-dekstranu). Kazda kropla kazdej cysterny zawiera RITC-
dektran, zas kazda kropla co drugiej cysterny (tu:nieparzyste) zawiera FITC-dekstran. Kazda
kropla z zielonq fluorescencjq zarejestrowana w cysternie o parzystym numerze w szeregu
oznacza zakazenie w postaci przeniesienia catej kropli z cysterny nieparzystej do parzyste;.
b) Przecietna zmierzona liczba kropel na cysterne i przecietna liczba kropel zakazajgcych na
cysterne. Stupki btedéw to odchylenia standardowe pomiaréw, dla wszystkich kropel z 35
cystern, dla kropel zakazajgcych z 28 cystern (patrz: tekst gtéwny).
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3.4. Badanie odpornosci na antybiotyk
z uwzglednieniem efektu inoculum do poziomu

populacji skltadajqcych sie z jednej komorki

3.4.1. Wprowadzenie

Badania odpornosci na antybiotyk na poziomie pojedynczych izolowanych komoérek sa
mozliwe, jednak prowadzone metodami klasycznymi s3 zmudne i mato wydajne’. W
uktadach mikroprzeptywowych zaprojektowanych do badania odpornosci na antybiotyk
pojedynczych komorek nie jest mozliwe badanie setek czy tysiecy populacji w jednym
eksperymencie'** lub badanie nie zapewnia przeprowadzenia np. szeregu rozcienczen, co
oznacza konieczno$¢ wielokrotnego powtarzania eksperymentu dla roznych stezen
antybiotyku!'4>138,

W tym rozdziale Czytelnik znajdzie opis integracji systemoéw opisanych wczesniej w tej
rozprawie 1 wynik tej integracji. Zrealizowano opisane w rozdziale 1.4. etapy:
rozcienczenie antybiotyku w szeregu, emulsyfikacje rozcienczonych probek, separacje i

inkubacje emulsji, a na koncu detekcje sygnalow, oznaczajacych wzrost bakterii.

Celem konstrukcji systemu zintegrowanego na podstawie opisanych w tej rozprawie
podzespolow jest wydajne oznaczanie scMIC. Kluczowa jest zatem analiza, ktore
dokfadnie podzespoly powinny wchodzi¢ w sklad zintegrowanego systemu i czy
opracowane rozwigzania faktycznie sg korzystne dla koncowego systemu. Po analizie
podzespotow nalezy dokona¢ ich faktycznej integracji a nastgpnie sprawdzi€, czy w
koncowym systemie mozliwe jest oznaczanie scMIC. Nalezy takze sprawdzi¢, czy
warto$ci scMIC uzyskane w zintegrowanym systemie s3 zblizone do wartosci
literaturowych, a zatem nalezy dokona¢ walidacji systemu. Finalnie, aby uwypukli¢
przydatno$¢ opisanego systemu do dalszych badan biologicznych, nalezy przeprowadzi¢
dodatkowe eksperymenty, ktore bylyby ucigzliwe lub nietrywialne w przypadku

niewykorzystania tego systemu mikroprzeptywowego.

W eksperymentach opisanych tutaj wykorzystano podwojng dysz¢ do emulsyfikacji na
progu (MSE) wspomaganej grawitacyjnie (opisang w punkcie 3.2.6.) i technike generacji
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cystern mikroprzeplywowych opisang w rozdziale 3.3. Ste¢zenie surfaktantu w oleju

fluorowanym wynosito 2 % (w/w).

3.4.2. llosciowe oznaczanie odpornosci na antybiotyk na

poziomie pojedynczych komoérek

Aby wyznaczy¢ w sposob ilosciowy warto$¢ minimalnego st¢zenia antybiotyku
hamujacego wzrost bakterii na poziomie pojedynczych komorek (scMIC), przygotowane
wczesniej 1 rozcienczone 10 000 razy po 16-godzinnej hodowli bakterie wymieszano z
réznymi stezeniami antybiotyku (cefotaksymu). Bakterie byly wczesniej hodowane z
IPTG, ktory indukowat ekspresje fluorescencyjnego biatka YFP. Szereg rozcienczen
cefotaksymu byt dwukrotny i mieécit sie w zakresie od 0,25 g ml™! do 64 pg ml!. Jedna
z probek nie zawierala cefotaksymu 1 stanowita kontrole pozytywng. Wszystkich probek
(r6znych stezen antybiotyku, w tym zerowym) byto 10. Kolejne probki o objetosci 350
ul kazda z przygotowanego tak szeregu rozcienczen antybiotyku (ze stalym stg¢zeniem
bakterii) umieszczono w kolejnych dolkach na ptytce wielodotkowej o 96 dotkach.
Nastepnie uzyto pomp strzykawkowych (Nemesys, Cetoni, Niemcy) wspomaganych
systemem pozycjonujacym przewdd polaczony ze strzykawka (Rotaxys, Cetoni,
Niemcy), by zaciggna¢ do przewodu rowne objetosci kolejnych probek (1,8 ul) na zmiane
z takimi samymi objetosciami (1,8 pl) oleju fluorowanego. W ten sposob wygenerowano
szereg oddzielonych od siebie olejem fluorowanym wodnych kropel z réznymi
stezeniami antybiotyku, z ktorych to kropel nastepnie wygenerowano emulsje a nastgpnie
uformowano cysterny w ukladzie takim jak ten opisany w punkcie 3.3.1. Wygenerowane
cysterny mikroprzeptywowe zebrano w przewodzie polietylenowym i inkubowano przez
16 godzin w temperaturze 37°C, tak jak opisano w punkcie 3.3.2. Nastgpnie cysterny
przeniesiono do ukladu do detekcji fluorescencji i1 analizowano intensywnos¢
fluorescencji z kazdej kropli z kazdej emulsji, tak jak opisano w punkcie 3.3.3. w sposob

podobny do opisanych wczesniej'>!

. W trakcie przechodzenia kropel po kolei przez uktad
do detekcji, mierzono fluorescencje w zielonym (wzbudzenie 488 nm, odczyt 500-550

nm) kanale mikroskopu konfokalnego.

W kazdej badanej pod katem fluorescencji cysternie wida¢ wyraznie dwie populacje
kropel o r6znych intensywnosciach fluorescencji (Ryc. 42). Krople o niskiej fluorescencji

(,,negatywne”) to krople, w ktorych nie zaszedt wzrost bakterii, za§ krople o wysokiej
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fluorescencji (,,pozytywne”) to krople, w ktorych bakterie wzrastaty i mogly produkowa¢
fluorescencyjne biatko YFP.

Aby wyznaczy¢ zywotnos$¢ bakterii w szeregu rozcienczen antybiotyku, wpierw zliczono
wszystkie krople w emulsji, ktora nie zawierata cefotaksymu (w emulsji kontrolnej).
Nastepnie zliczono wszystkie krople pozytywne w tej emulsji (Ryc. 42a). Obliczono
stosunek liczby kropel pozytywnych do liczby wszystkich kropel w cysternie kontrolne;.
Ten stosunek byt uznany za maksymalny mozliwy stosunek liczby kropel pozytywnych
do wszystkich w danym eksperymencie — wraz ze wzrostem stezenia cefotaksymu
spodziewano si¢ bowiem spadku liczebnosci kropel pozytywnych wzgledem wszystkich
kropel danej emulsji (Ryc. 42b). Nastgpnie obliczano stosunek kropel pozytywnych do
wszystkich kropel danej emulsji dla wszystkich emulsji badanych w danym
eksperymencie, za$ uzyskany stosunek normalizowano wzgledem omawianego stosunku

z emulsji kontrolne;.
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Ryc. 42. Przyktadowe pomiary intensywnosci fluorescencji w kroplach cystern i schemat
obliczen zywotnosci bakterii. Grupy kropel o nizszej fluorescencji nie zawieraty rosngcych
bakterii (byty ,puste”), zas grupy kropel o wyzszej fluorescencji zawieraty rosnqce bakterie
(byty ,petne”). j.a. — jednostka arbitralna. a) Dla préby kontrolnej liczba kropel petnych byta
najwieksza. W przedstawionym przyktadzie frakcja petnych do pustych kropel to 6,88 %. Z
rozktadu Poissona obliczono, ze 93,12 % kropel jest pustych, 6,64 % kropel zawierato tylko
i wylgcznie jednq komérke, zas 0,24 % kropel zawierato wiecej niz jednq komérke.
Zdefiniowano frakcje pustych do petnych kropel (6,88 %) jako 100 % zywotnosci bakterii. b)
Wobec liczby kropel petnych z préby kontrolnej normalizowano nastepnie liczby kropel
petnych z cystern zawierajqcych cefotaksym. W przedstawionym przyktadzie w obecnosci
0,25 Hg/ml cefotaksymu stosunek petnych do pustych kropel wynosit 3,62 %. Po
znormalizowaniu wobec préby kontrolnej oznacza to zywotnoé¢ bakterii na poziomie 53 %
(3,62/6,88). Takie obliczenia wykonane dla wszystkich analizowanych cystern postuzyty do
wykonania ryc. 43.

Strona 122



Rezultaty

Aby upewni¢ sie, ze w kroplach na poczatku eksperymentu (przed rozpoczeciem
inkubacji) znajdowata si¢ co najwyzej jedna komorka bakterii na krople, przeprowadzono

obliczenia z wykorzystaniem rozktadu Poissona, jak opisano wczeéniej'>

. W ten sposob
na podstawie stosunku liczby kropli pozytywnych do wszystkich kropli w emulsji
kontrolnej wyznaczano frakcj¢ kropel zawierajacych przed inkubacja doktadnie jedna

komorke, a takze frakcje kropel zawierajacych przed inkubacja dwie lub wiecej komorki.

Wygenerowano 1 przeanalizowano dwukrotnie (w dwoch sesjach eksperymentow) 3
szeregi po 10 cystern (razem 60 cystern). Srednio w emulsjach wykorzystanych w
oznaczaniu odpornos$ci na antybiotyk (w tym rozdziale 1 w rozdziale 3.4.2.) znajdowalo
si¢ 18594263 krople (obliczone z tacznie 150 cystern — dla 5 szeregdw po 10 cystern w
3 powtorzeniach — 60 cystern pochodzito z eksperymentu opisanego w tym rozdziale, 90
pozostatych cystern z eksperymentu opisanego w rozdziale 3.4.2.). Obliczono przy
uzyciu rozktadu Poissona, ze w emulsjach z pierwszej sesji eksperymentalnej (3 szeregi
po 10 cystern) znajdowalo si¢ srednio 0,134+0,02 komorek na krople, zas w drugiej sesji
0,072+0,002 komorek na krople. W pierwszym przypadku kropel ,,pustych”, tj. bez
zadnej komorki na poczatku inkubacji bylo 87,8 %, kropel z doktadnie jedng komorka
bylo 11,4 %, za$ kropel z dwiema lub wiecej komorkami byto 0,78 %. W drugiej sesji
eksperymentalnej te wartosci procentowe to odpowiednio 93 %, 6,8 %, 0,2 %. Oznacza
to, ze w kazdej emulsji z badanych 6 szeregdw cystern znajdowato si¢ srednio 178 kropel
zawierajacych doktadnie jedng komorke bakteryjna przed rozpoczeciem inkubacji. Dla
kazdego badanego stezenia cefotaksymu zbadano zatem 6*178=1068 pojedynczych
komorek odsperawanych od innych komoérek. Zdefiniowano scMIC (w punkcie 3.4.2. ta
definicja dotyczy MIC) jako to st¢zenie cefotaksymu, w ktorym frakcja pozytywnych
kropli do wszystkich kropli wynosi mniej niz 1 % takiej frakcji dla emulsji kontrolnej,
zatem mozna powiedzie¢, ze mierzono scMICyy. Wedlug tej definicji scMIC wynidst 1

pug ml™!. (Ryc. 43).
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Ryc. 43. Wyniki wysokoprzepustowego pomiaru scMIC i efektu inoculum. Frakcja pozytywnych
kropel w cysternie znormalizowana wobec préby kontrolnej (jak opisano pod ryc. 42) oznacza
zywotno$¢ bakterii w danym stezeniu cefotaksymu. Kazda krzywa reprezentuje jeden szereg
cystern (w trzech powtérzeniach) z szeregowo rozcienczonym antybiotykiem. Kazda krzywa
oznacza inne stezenie poczqgtkowe bakterii w kroplach, wyrazone w jtk (jednostkach
tworzqcych kolonie) na pojedynczq krople cysterny. Przyjeto, ze dla danej krzywej kazda
cysterna zawierata poczgtkowo tyle samo bakterii, zas ich liczba zostata obliczona z rozktadu
Poissona na podstawie préby kontrolnej (jok opisano pod ryc. 42). Dwie krzywe (0.072
itk /krople i 0.13 jtk/krople) reprezentujq cysterny z kroplami zawierajgcymi poczqtkowo
prawie wytqgcznie krople ,puste”, bez bakterii, i krople z tylko i wylqcznie jedng komérkq
bakterii — z tych dwéch krzywych wyznaczono scMIC dla $rednio 178 pojedynczych i
izolowanych bakterii na cysterne. Pozostate krzywe obrazujq efekt inoculum, tzn. wzrost
wartosci MIC wraz ze wzrostem poczqgtkowego stezenia bakterii w prébce. Dla izogenicznych
izolowanych pojedynczych komérek w stezeniu cefotaksymu réwnym 0,25 pUg/ml ok. 50 %
komérek przezywa i dzieli sie, zas ok. 50 % komérek nie dzieli sie. Dla wysokiego stezenia
poczgtkowego bakterii nie zanotowano spadku liczby fluorescencyjnych kropel w catym
zakresie testowanych stezen cefotaksymu.
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3.4.3. llosciowe oznaczanie efektu inoculum

Aby zbada¢ efekt inoculum w cysternach mikroprzeptywowych, przeprowadzono
eksperymenty tak jak w punkcie 3.4.1. z ta r6znicg, iz generowano cysterny z probek o
mniej rozcienczonych bakteriach. Przygotowano trzy rézne stezenia poczatkowe bakterii.
Z kazdego stezenia poczatkowego bakterii przygotowano trzy szeregi po 10 cystern, w
tym po jednej cysternie kontrolnej (bez cefotaksymu). Obliczenia (jak w punkcie 3.4.1.)
wykazaty, iz w kroplach emulsji przygotowanych z trzech roznych stezen poczatkowych
bakterii znajdowato si¢ $rednio 1,22+0,13 bakterii na krople, 3,81+0,37 bakterii na
kroplg, 1 co najmniej 6,5 bakterii na krople dla najwyzszego badanego st¢zenia bakterii.
W tym ostatnim przypadku jedna z kontrolnych emulsji zawierata 100 % pozytywnych
kropel, a zatem w tym przypadku nie dalo si¢ ustali¢ precyzyjnie $redniej liczby komorek
na krople z uzyciem rozktadu Poissona. Wartos¢ 6,5 jest obliczona na podstawie dwoch
pozostalych emuls;ji kontrolnych (z dwodch innych szeregéw cystern przygotowanych z
tego stezenia poczatkowego bakterii), w ktorych mniej niz 100 % kropel bylo pozytywne.
Spodziewajac si¢ efektu inoculum, dla roéznych stezen poczatkowych bakterii
przygotowano rézne zakresy stezen cefotaksymu: dla najwyzszego testowanego stezenia
bakterii zakres stezen cefotaksymu obejmowat stezenia od 4 pg ml™! do 1024 pg ml, dla
drugiego najwyzszego stezenia bakterii stezenia od 1 pg ml' do 256 pg ml!, dla
pozostatych stezen bakterii od 0,25 pg ml™! do 64 pg ml!. Zgodnie przyjeta wczesniej
definicjg scMIC 1 MIC (1% pozytywnych kropel w emulsji w porownaniu do emulsji
kontrolnej), uzyskane wartosci MIC (MICo9) wyniosty: 32 pg ml™! dla 3,81 bakterii na
krople, 2 ug ml"! dla 1,22 bakterii na krople. Dla najwyzszego stezenia bakterii nie udato
sie wyznaczyé MIC, tj. nawet dla stezenia cefotaksymu rownego 1024 pg ml™! Zywotnoéé
bakterii w kroplach wynosita ok. 100 % (Ryc. 43). Zaobserwowano pojedyncze krople
(mniej niz 4 krople na cysterng) w emulsjach o nominalnie wyzszym stezeniu
cefotaksymu niz opisane tu wartosci MIC. W eksperymencie z pomiarem scMIC
dotyczylo to nawet jednej pozytywnej kropli odnotowanej w stezeniu cefotaksymu

rownym 8 pg ml™', czyli o$miokrotnosci zmierzonego scMIC.

3.4.4. Wpltyw cefotaksymu na morfologie populacji bakterii

Dla najwyzszego testowanego st¢zenia poczatkowego bakterii (co najmniej 6,5 bakterii
na krople, patrz: punkt 3.4.2.), nie udalo si¢ ustali¢ wartosci MIC. Postanowiono

przyjrze¢ si¢ morfologii populacji bakterii przy tym stezeniu cefotaksymu. Aby to
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osiggna¢, cysterng wpuszczano do ukladu do detekcji, zatrzymywano ja jednak w
szerokim 1 glebokim kanale poprzedzajagcym przewezenie, w ktérym dokonywano
wczesniej pomiardw ilosciowych MIC 1 scMIC. Nastepnie wykonywano zdjecia
mikroskopem konfokalnym dla roznych stezen antybiotyku w kroplach. Zaobserwowano
wplyw stezenia antybiotyku na morfologie populacji bakterii w kroplach. Bez dodatku
cefotaksymu bakterie zdawatly si¢ by¢ rozproszone w calej objetosci kropli z mala
agregacja (Ryc. 44a), za$ dla rosnacych stgzen cefotaksymu morfologia populacji ulegata
zmianie: bakterie byly mniej rownomiernie rozproszone w kroplach, widoczna byta

zmiana od malo agregujacych do rosngcych tylko w agregatach bakterii (Ryc. 44b-d).
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Ryc. 44. Morfologia populacji bakterii w kroplach dla réznego stezenia poczqgtkowego
cefotaksymu dla stezenia poczqtkowego bakterii przekraczajgcego 6,5 jtk/krople. Zdjecia
kropel z bakteriami po inkubacji wykonane pod mikroskopem konfokalnym. a) W prébie
kontrolnej bakterie sq rozproszone w kroplach z pewnq ograniczonq agregacjq. b-c) W
wyzszych stezeniach antybiotyku widoczne jest przejscie z bardziej rozproszonych populacji
do populacji bardziej zagregowanych. W najwyzszym testowanym stezeniu antybiotyku
bakterie rosnq w kroplach niemal wytqgcznie joko agregaty. Wydaje sie tez, ze w wysokich
stezeniach antybiotyku (c-d) bakterie przyjmujq ksztatt diugich nitek, podczas gdy bez
dodatku antybiotyku rosnq jako pateczki. Paski skali oznaczajq po 400 Pm.
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4. DYSKUSJA
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Dyskusja

4.1. Precyzyjne i dokltadne rozcienczanie substancji w
kroplach o objetosci rzedu jednego mikrolitra

Stosunek rozcienczen w opisanych w tej pracy systemach mikroprzeplywowych (w
punktach 3.1.2. i 3.1.3.) jest wbudowany w uzyty w nich protokét operacji na ptynach.
Poniewaz wszystkie krople uzyte w rozcienczeniach sa odmierzane w tej samej putapce
hydrodynamicznej, stosunek rozcienczen jest ustalony na wartosc¢ ,,2”. Ustalenie wartosci
wspotczynnika rozcienczen na konkretng wartos$¢ jest udoskonaleniem w poréwnaniu do
wczesniej opisywanych systemow kroplowych do szeregowego rozcienczania probki, w
ktorych wspolczynnik rozcienczen zalezy od predkosci przeptywu kropel faczacych sig
ze soba w putapkach hydrodynamicznych i od objetosci tych kropel®'*7#°. Dotychczas,
ustalona 1 niezalezna lub mato zalezna od predkosci przepltywu wartos¢ wspotczynnika
rozcieficzen byta domeng mikroprzeptywéw jednofazowych!®7>7¢)  jednak nie
kroplowych — wyjatkiem byta praca Korczyka 1 wspotpracownikdéw, jednak w opisanym
tam systemie problemem byla niedoskonata produkcja wielu kopii nominalnie

identycznych putapek do odmierzania kropel®

. Poniewaz w opracowanych przez autora
tej rozprawy i opisanych w niej systemach do rozcienczania polgczona w putapce porcja
probki 1 rozcienczalnika jest przepuszczana przez wijacy si¢ kanat mieszajacy przed
podzieleniem tej porcji na pét w pulapce, czas mieszania w takiej potaczonej kropli jest
na tyle dtugi, by uzyska¢ dokladne wymieszanie substancji w takiej kropli. To doktadne
wymieszanie gwarantuje bardzo wysoka doktadno$¢ rozcienczen w opisanych tu
systemach, niespotykang do tej pory dla tak matych objetosci ptynu. Precyzja rozcienczen
(ok. 3,5 %) jest porbwnywalna z precyzja odmierzania kropel, opisang dla podobnych
pulapek hydrodynamicznych przez Korczyka i wspolpracownikéw®2. W poréwnaniu do
systemow Korczyka et al. opisany tu rozcienczalnik cechuje si¢ wigksza precyzja
rozcienczen, a to ze wzgledu na wykorzystanie tylko jednej putapki odmierzajacej do
przeprowadzenia wszystkich operacji odmierzania kropel, co niweluje mozliwe bledy
fabrykacji uktadu — w opisanym tu systemie btad fabrykacji putapki moze spowodowac
generacje kropel o innej objetosci koncowej, jednak wspolczynnik rozcienczen
pozostanie ten sam i rowny ,,2”. Dokladno$¢ rozcienczen jest zas wyzsza (ok. 1 %) niz w
pracy Korczyka et al. ze wzglgdu na to, ze wspdlczynnik rozcienczen moze by¢ losowo
wyzszy lub nizszy ze wzgledu na niedoskonate odmierzanie kropel, jednak warto$¢
wspotczynnika rozcienczen dla wielu rozcienczen usrednia si¢ do wartosci ,,2” z duza

doktadnoscia.
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Wptyw niedoskonatego wymieszania w polaczonych porcjach probki i rozcienczalnika
widoczny jest w systemie opisanym w punkcie 3.1.2., w ktorym wspolczynnik
rozcienczen stopniowo spada dla serii rozcienczen przygotowanej z pojedynczym
przejsciem potaczonej kropli przez kanat mieszajacy. Dwa dodatkowe przejscia kropli
przez ten kanat pozwolity na uzyskanie stabilnego wspotczynnika rozcienczen. Mieszanie
w polaczonych kroplach bylo lepsze dla systemu opisanego w punkcie 3.1.2. niz w tym
opisanym w 3.1.3., poniewaz rozmiary kanaldow (glgboko§¢ i1 szeroko$¢) w tym
pierwszym systemie byty wigksze niz w drugim, a co za tym idzie kropla o danej objetosci
w kanale mieszajacym pierwszego systemu jest krotsza niz w kanale mieszajagcym

drugiego systemu. Krotsze krople cechuje krotszy czas mieszania!’®.

Wspolczynnik rozcienczen jest taki sam w obydwu opisanych systemach, mimo iz
objetos¢ odmierzajacej krople putapki hydrodynamicznej w pierwszym systemie (3.1.2.)
byla niemal 2,5-krotnie wigksza niz w drugim systemie (3.1.3.). Wspotczynnik
rozcienczen byt taki sam dla kropel pozywki bakteryjnej MH, jak i dla dejonizowane;j
wody. Pozywka MH zawiera wycigg z wolowiny, hydrolizat kazeiny 1 skrobie. Dodatek
skrobi do wodnego roztworu zwigksza lepkos$¢ tego roztworu, za$ dodatek pozostatych
sktadnikbw mogt mie¢ wplyw na napiecie powierzchniowe kropel. Wczesniej
wykazano®?, iz objetosci kropel odmierzonych w putapce sa r6zne dla ré6znych wartosci
predkosci przeptywu ptynow w kanatach, jednak seria kropel odmierzonych w dane;j
predkosci przeptywu jest wysoce jednorodna pod wzgledem objetosci. Jest mozliwe, ze
wspotczynnik rozcienczen w obydwu opisanych systemach nie zmienia si¢ znacznie wraz
ze zmiang wartos$ci liczby kapilarnej w pewnym zakresie jej warto$ci, poniewaz pomimo
1z objetosci odmierzonych w putapce kropel zmieniaja si¢ wraz ze zmiang wartosci liczby
kapilarnej, kolejne krople sa odmierzane przy niemal takich samych wartosciach liczby

kapilarnej i s3 niemal identyczne pod wzgledem objgtosci.

Pierwsza runda rozcieficzen w systemie z punktu 3.1.3. generuje krople o stezeniu probki
rOwnym é poczatkowego stezenia probki, za$ kazda nastgpna kropla zawiera probke o
stezeniu dwukrotnie mniejszym niz poprzedzajaca ja kropla. Aby zminimalizowa¢ czas
niezbedny do wykonania protokotu, pulapka laczaca zostala zaprojektowana tak, aby
blokowa¢ krople o obj¢tosci rownej dwom objetosciom pulapki odmierzajacej, lecz aby
przepuszczaé krople o objetosci rownej trzem objetosciom pulapki odmierzajacej. Ten

projekt determinuje stezenie kropli otrzymanej po pierwszej rundzie rozcienczenia:
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stezenie musi wynosic¢ g * i lub % * % poczatkowego stezenia probki. Aby w omawianym
systemie wygenerowaé pierwsza kroplg o stgzeniu réwnym % * % stezenia poczatkowego
probki putapka taczaca musiataby mie¢ geometrie, ktora blokowataby krople o objgtosci
rownej trzem objetosciom pulapki odmierzajacej i przepuszczajaca krople o objetosci
rownej czterem objetosciom putapki odmierzajacej. Taka zmiana geometrii wymusitaby

zmiang protokotu rozcienczenia i wydtuzytaby czas jego wykonania o 12-20 s, ze 120 s

do 135-140 s.

Wadg opracowanych przez autora i opisanych w tej rozprawie systemow do szeregowego
rozcienczania probki jest niska przepustowos¢ systemoéw i1 duza objetos¢ uzyskanych
kropel w stosunku do mikroprzeptywowych systemOw  rozcienczajacych
zaprezentowanych do tej pory. Z drugiej strony, precyzja i doktadno$¢ rozcienczen
uzyskanych w opisanych tu systemach jest wyzsza niz ta opisana w literaturze. Niska
przepustowos¢ systemow do rozcienczania nie powinna jednak stanowi¢ problemu w
aplikacjach takich jak cyfrowa amplifikacja DNA (poniewaz reakcja jest uruchamiana
przez ustalenie np. wyzszej niz pokojowa temperatury w kroplach) czy ustalenie MIC
antybiotyku, poniewaz np. czas duplikacji bakterii E. coli w temperaturze pokojowej jest

9

ok. 2 rzedy wielkosci wiekszy'” niz czas potrzebny na wykonanie jednej rundy

rozcienczen w systemie opisanym w punkcie 3.1.3.

Opisane tu systemy do szeregowego rozcienczania probek byly zaprojektowane do pracy
na kroplach o objetosciach wahajacych si¢ od setek nanolitrow do pojedynczych
mikrolitrow. Prezentowane byty putapki hydrodynamiczne wykonane przez frezowanie
(tak jak wykorzystane przez autora tej rozprawy putapki), odmierzajace krople o

8 przy przeptywach kontrolowanych systemem

objetosciach nawet 10 nanolitréw
,Droplet on Demand”!>’, wykorzystujacym zawory elektromagnetyczne. Aby uzyskaé
putapki o objetosciach mniejszych niz 10 nl, potrzebne bylyby inne niz komputerowo
sterowane frezowanie, np. wielowarstwowa migkka fotolitografia'®®. Jednak w
przypadku tak matych objetosci duzym ograniczeniem byloby precyzyjne dozowanie
ptynéw. Pompy strzykawkowe cechuja si¢ precyzja dozowania w zakresie pojedynczych
nanolitréw. Alternatywnie, ruch plyndw wymuszony ci$nieniem moglby zosta¢

wykorzystany do generowania mniejszych kropel: Jakiela ef al. zaprezentowali system

mikroprzeplywowy wyposazony w zawor piezoelektryczny, ktory mogt na Zzadanie
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generowaé krople nawet o objetosci 0,9 nl'®!. Do generacji mniejszych kropel mozna
takze uzy¢ zintegrowanych z ukltadem mikroprzeplywowym zaworéw z elastomeru: np.
Jeong et al. opisali system do kontrolowanej generacji kropel o objetosci 141 pI*¢. Wydaje
si¢ zatem mozliwe przeskalowanie opisanych tutaj systeméw do pracy na mniejszych
objetosciach kropel, ktore moglyby zosta¢ pdzniej bezposrednio wykorzystane do

eksperymentéw wykorzystujacych cyfrowe oznaczenia biologiczne.

Innym sposobem na wykorzystanie opisanych tu systemoéw do rozcienczania w
eksperymentach opartych na cyfrowej biologii jest emulsyfikacja kropel otrzymanych w
wyniku rozcienczen. Emulsytfikacja duzych kropel moze by¢ prowadzona w np. ztagczach
T!%, w modutach skupiajacych przeptyw*>**!%2 lub w urzadzeniach bazujacych na

emulsyfikacji wymuszonej geometria (MSE)!%®

— o emulsyfikacji duzych kropel przy
uzyciu MSE traktuja rozdzialy 3.2. 1 4.2. niniejszej rozprawy. Prowadzenie wpierw
operacji na duzych kroplach 1 ich nastepujace dzielenie na mate krople emulsji ma duza
zalet¢ wobec prowadzenia skomplikowanych operacji na tysigcach matych kropel:
manipulacja nielicznymi  duzymi kroplami  wymaga prostszych uktadow
mikroprzeplywowych niz operowanie na matych kroplach w duzej liczbie. Uzyskanie
wpierw szeregu precyzyjnie i dokladnie ustalonych rozcienczen, a nastgpnie jego
emulsyfikacja pozwala na uzyskanie setek lub tysiecy powtorzen warunkéw reakceji w
pojedynczym stezeniu probki. Precyzja i doktadnos$¢ rozcienczenia za$ sg kluczowe np.
w oznaczeniach opartych na cyfrowym PCR’""72, Teoretycznie liczba rund rozcieficzef
mozliwych do przeprowadzenia w opracowanych przeze mnie systemach jest
nieskonczona. Dla pokazania mozliwosci systemu uzyto 11 kropel w jednym szeregu
rozcienczen, jako ze wigcej wygenerowanych rozcienczen powodowaloby uzyskanie
kropel o stezeniach barwnika fluorescencyjnego emitujacych sygnat fluorescencyjny
niemozliwy do odrdéznienia od tla. Zastosowanie wyzszego poczatkowego stezenia
barwnika fluorescencyjnego (aby ostatnie rozcienczenia byty odrdznialne od tla)
powodowalo za$ nieliniowo zmieniajaca si¢ wraz ze stezeniem barwnika intensywnos$¢
fluorescencji w otrzymanych kroplach o najwyzszym stezeniu barwnika. Zatem liniowa
zalezno$¢ intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego od stezenia tego barwnika w kropli
jest mozliwa tylko w waskim zakresie st¢zen tego barwnika, przy zaznaczeniu, ze
warunki chemiczne w kroplach, nie liczac st¢zenia barwnika i stezenia metanolu, byty

identyczne. Metanol miat st¢zenie 1 % wagowych w pierwotnej probce, w pierwszym
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rozcienczeniu 0,5 %,w drugim 0,25 % itd. Dla 11 kropel z dwukrotnym rozcienczeniem

zakres dynamiczny wynosit 2!!, zatem trzy rzedy wielko$ci.
yni y Wy y rzedy

Mozliwe jest polaczenie opisanych systemdéw do szeregowego rozcienczania z modutami
do emulsyfikacji, takimi jak opisane tutaj w rozdzialach 3.2. i 4.2., jednak istotnym
problemem w wykorzystaniu omawianych systemow do oznaczen scMIC jest po
pierwsze czas generacji rozcienczen: w przypadku systemu z niezaleznym dozowaniem
bakterii do szeregu rozcienczen antybiotyku (takim jak w punkcie 3.1.2.) to dwie minuty
na jedno rozcienczenie, a takze koniecznos$¢ uzycia pigciu pomp strzykawkowych i
dwoch zawordw zewnetrznych do pracy takiego precyzyjnego rozcienczalnika
szeregowego dozujacego dodatkowo bakterie. Dodatkowym problemem technicznym
bytaby synchronizacja ruchu kropel w protokole rozcienczenia z ruchem kropel przez
modul do emulsyfikacji. W zwigzku z tymi ograniczeniami omawiane precyzyjne
rozcienczalniki nie zostaty wykorzystane do oznaczania scMIC. Systemy te same w sobie
stanowig jednak nowa jakos¢ w oznaczeniach analitycznych prowadzonych w
mikroskopijnych kroplach ze wzgledu na wysoka precyzje 1 doktadnos$¢ generowanych

rozcienczen.
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4.2. Pasywna emulsyfikacja szeregu mikrolitrowych
kropel

Parametry emulsji otrzymywanych w module do emulsyfikacji poprzedzonym pochylnig
zalezg od geometrii kanatow. Wysoki kat nachylenia pochylni powstrzymuje tylng czgs$é
emulsyfikowanej kropli przed przejsciem przez prog emulsyfikujacy w podobny sposob
do mechanizmu putapki hydrodynamicznej opisanej wczeéniej®. Mata zablokowana na
pochylni kropla zostawia wiecej miejsca na faze ciagla, ktora optywa kroplg gutterami,
w poréwnaniu do duzej, wydtuzonej kropli na pochylni. Faza cigglta przeptywa gutterami,
nie przemieszczajac kropli dalej w strone przewezenia i1 progu, ale nie umozliwiajac jej
tez oddalenie si¢ od niego. Roznice w zachowaniu tylnej czgsci emulsyfikowanej kropli
na pochylniach o r6znych katach nachylenia s3g powodowane bardziej kulistym ksztaltem
kropli na pochylni o wysokim kacie nachylenia niz na pochylni o niskim kacie
nachylenia. Dla kropli bardziej energetycznie niekorzystne jest przejscie przez zwezenie

poprzedzone stromg pochylnig niz tagodnym podejsciem.

W eksperymentach autor rozprawy zademonstrowal, ze krople generowane na progu
poprzedzonym pochylnig bez bypassow tworza dwie populacje rozmiarow. Jest to
spowodowane wygenerowanymi wczesniej kroplami, ktore blokujg formowanie
kolejnych kropel, przy czym dwie populacje powstaja ze wzgledu na asymetrycznosc
geometrii do emulsyfikacji: przewezenie nie znajduje si¢ w $rodku kanatu, a w jego
dolnej czesci. To oznacza, ze wpierw wygenerowana wigksza kropla blokuje mozliwo$¢
powstania kolejnej kropli, w wyniku czego powstaje mniejsza kropla. Powstala mniejsza
kropla blokuje kanal w mniejszym stopniu niz wigksza kropla, wobec czego po generacji
mniejszej kropli powstaje znowu mniejsza kropla itd. Periodyczno$¢ w generowaniu
kropel o roéznych rozmiarach jest mniej widoczna dla pochylni o wyzszym kacie
nachylenia. Moze to by¢ spowodowane tym, iz oderwanie matej kropli na progu od duze;j
kropli na pochylni moze zabiera¢ wigcej czasu dla pochylni o wigkszym kacie nachylenia
ze wzgledu na roznice w ci$nieniu Laplace’a wewnatrz kropli na pochylniach o réznych
katach nachylenia. Podczas dluzszego procesu odrywania pojedynczej kropli, wigksza
objetos¢ fazy ciaglej moze przedosta¢ si¢ wokot kropli 1 przez prog. Taka wigksza
objetos¢ fazy ciaglej mogtaby popchna¢ oderwang wreszcie krople dalej od progu niz w
przypadku pochylni o fagodnym podejsciu, w ten sposob redukujac obstrukcje w

generacji nowych kropel przez juz oderwane krople.
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Dodatek kanatow przetokowych (bypassow) wokot pochylni w gldéwnym kanale pozwolit
na efektywne usuwanie $wiezo wygenerowanych kropel z pobliza progu do
emulsyfikacji. Usuwanie tych kropel z okolic progu zapewnito brak obstrukcji nowo
generowanych na progu kropel, a co za tym idzie zapewnilo otrzymywanie wysoce
monodyspersyjnych emulsji w takim uktadzie. Zdjecia procesu generacji kropel w
urzadzeniu z bypassami ukazujg przewezenie formujace si¢ w wodnej kropli przed
progiem, do tego profil dystrybucji objetosci kropel w emulsji w porownaniu do takiego
profilu uzyskanego w geometrii do ogniskowania przeptywu zademonstrowanej przez
Kaminskiego et al.** sugeruje, iz mechanizm odrywania kropel na progu to w istocie
MSE, tj. emulsyfikacja wymuszona geometrig, nie ogniskowanie przeptywu. Krople sg
generowane na progu, a nastepnie faza ciagla, optywajaca krople na pochylni przez

bypassy, wraca do kanatu glownego w poblizu progu i odpycha krople z pobliza progu.

Przecigtna $rednica kropel generowanych w geometrii z bypassami zmieniata si¢ w
niewielkim stopniu wraz ze zmiang predkosci przeplywu. Moze to by¢ spowodowane
czgsciowo tym, iz cz¢$¢ fazy cigglej ptynegla przez bypassy, zatem ta cze$¢ nie
przyczyniata si¢ do zwickszania predkosci kropli wody na progu do emulsyfikacji.
Zwigkszanie predkosci kropli na progu prowadzi za$ do zwigkszania si¢ objetosci
generowanych kropel. Geometria wyposazona w pochylni¢ 1 bypassy wymagata wigkszej
predkosci przeptywu ptyndéw przez uktad do poprawnego dzialania w porownaniu do
geometrii bez bypassow. Dodatkowo, geometria z bypassami i mniejszym Swiatlem
kanalu tuz przed progiem wymagala wigkszej predkosci przeplywu w kanale niz
geometria z bypassami 1 wigkszym $wiatlem kanatu przed progiem. Jest to rezultatem
zwigkszonego oporu hydraulicznego w gldwnym kanale z przew¢zeniem o mniejszym
Swietle, co prowadzi do zwigkszenia przeplywu fazy ciaglej przez bypassy, a takze jest to
rezultatem zwigkszonego ci$nienia Laplace’a w kropli pokonujacej prze§wit o mniejszym
$wietle — podobny mechanizm byl opisany wczeéniej w literaturze®®. Przecietne $rednice
generowanych kropel zdawaty si¢ nie zaleze¢ (albo zaleze¢ w matym stopniu) od stezenia

surfaktantu w fazie ciagle;.

Uzycie wyzszych stgzen surfaktantu w fazie ciaglej umozliwilo emulsyfikacje przy
nizszych predkosciach przeplywu i zwigkszyto czestotliwos¢ generacji kropel przy danej
predkosci przeplywu. Moze to by¢ zwigzane z ci$nieniem Laplace’a w kropli na pochylni.

Duza kropla byta wpychana do stopniowo zwe¢zajacego si¢ kanatu, co sprawialo, ze
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krzywizna kropli stopniowo rosta. Zwigkszona krzywizna kropli oznacza zwigkszone
cisnienie Laplace’a, ktoére wypycha krople z przewezenia z powrotem w strone
szerokiego i glebokiego kanatu. W pewnym momencie, w ktérym ci$nienie generowane
przez pompy strzykawkowe na krople jest rOwnowazne cisnieniu Laplace’a w przednie]
(bardziej $ci$nietej) czesci kropli na pochylni, kropla jest blokowana na pochylni®.
Zwigkszanie stezenia surfaktantu powoduje spadek napiecia powierzchniowego, a zatem
zmniejszenie cis$nienia Laplace’a w kropli. Przy mniejszym ci$nieniu Laplace’a
skierowanym przeciwnie do kierunku przeptywu plynow generowanego w pompach
strzykawkowych kropla pokonywala pochylni¢ i docierala do progu przy mniejsze;j
zadanej predkosci przeptywu (przy nizszym ciSnieniu skierowanym w strong¢ progu do
emulsyfikacji). Zwigkszona czestotliwos¢ generacji kropel przy zwiekszonym stezeniu
surfaktantu w fazie cigglej jest w zgodzie z teoretycznymi przewidywaniami i innymi

54,61

eksperymentami®*®’. Liniowa zalezno$¢ czgstotliwosci generacji kropel od predkosci

przeptywu takze jest w zgodzie z wczesniejszymi rozwazaniami teoretycznymi i
eksperymentami opisanymi w literaturze®%-3416-183,

Jak kazdy modut do emulsyfikacji oparty na MSE, opracowana i opisana przez autora
niniejszej rozprawy geomteria przewezenia poprzedzonego pochylnig przestaje
poprawnie emulsyfikowa¢ przy wysokiej wartosciach liczby kapilarnej w uktadzie.
Przyktadowo w amplifikacji DNA przy pomocy PCR mieszaniny reagentow zamknicte
w krople w uktadach mikroprzeptywowych maja duzo nizsze napigcie powierzchniowe
niz w dowolnych testowanych tutaj warunkach. Modyfikacja opisywanych tu geometrii,
ktora w sposob powtarzalny emulsyfikowataby takg mieszaning reagentow otworzylaby
droge do wykorzystania tych geometrii w cyfrowym PCR w kroplach (ddPCR)!36:16%184
186 By¢ moze zwiekszenie kata nachylenia pochylni polaczone ze zwiekszeniem pola
przekroju poprzecznego bypassow pomogloby w  emulsyfikowaniu  kropel
o omawianych, problematycznych parametrach, poniewaz te zmiany w geometrii
owocowatyby zmniejszeniem predkosci kropli na progu, a co za tym idzie —

zmniejszeniem wartos$ci liczby kapilarnej w miejscu emulsyfikacji.

Geometrie mikroprzeptywowe do emulsyfikacji, ktore tu opisano, zostaly pokazane jako
mozliwe do wykorzystania w oznaczeniach analitycznych: przeprowadzono szeregowe
rozcienczenie probki, a nastepnie emulsyfikacje szeregu probek w celu uzyskania setek

powtorzen danych warunkéw reakcji. Te geometrie moga by¢ takze aplikowane np. w
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syntezie chemicznej czy inzynierii materialowej, poniewaz opisane tu systemy pozwalaja
na uzyskanie wysoce monodyspersyjnych emulsji o zadanym rozmiarze kropel nawet
przy mato precyzyjnej kontroli przeptywu. Przyktadowo, jedna z obiecujacych drog
wykorzystania mikroprzeptywow opartych na kroplach jest synteza nano- czy
mikroczastek'*""1%°, Uzyte w niniejszej pracy uktady mikroprzeplywowe byly wykonane
z PDMS, ktéry nie jest materialem odpowiednim dla wielu rozpuszczalnikow
organicznych wykorzystywanych w syntezie chemicznej'®!. Wydaje si¢ jednak mozliwe
wykonanie tych samych geometrii w bardziej odpornych chemicznie materiatach, takich
jak  Teflon®®!"219%  ¢zy poliweglan o powierzchniach pokrytych modyfikacja
kompatybilng z olejami fluorowanymi a jednocze$nie odpornymi na najczesciej uzywane
rozpuszczalniki organiczne!'®*, ew. w szkle, chociaz to zadanie wydaje sie trudniejsze

technicznie.

Opisane tu geometrie mogtyby zosta¢ nieco zminiaturyzowane. W systemie z modutem
do emulsyfikacji z bypassami zintegrowanym z rozcienczalnikiem szeregowym
pochylnia miata ok. 8 mm dlugosci przy kacie nachylenia 2,5 stopnia. By¢ moze krotsza
pochylnia o kacie nachylenia np. 10 stopni zmieniajacym si¢ na 2,5 stopnia tuz przed

progiem do emulsyfikacji dzialalaby podobnie do geometrii opisanych tutaj.

Umieszczenie trojkatnego elementu w centralnym miejscu kanatu przed progiem
emulsyfikujacym (a za pochylnia do niego prowadzaca) utworzylo dwudyszowy
generator emulsji oparty na MSE. Wykorzystanie trojkatnej geometrii dysz poprawito
monodyspersje powstajacych emulsji — wcze$niej w literaturze wykazano, ze dla
wykorzystanych przez nas warunkéw przeptywu uzyty tutaj kat rozszerzania si¢ dyszy
jest optymalny z punktu widzenia monodyspersji emulsji®>. Otrzymane emulsje tworza
dwie populacje rozmiaréw, co jest efektem drobnych roéznic w geometrii dwoch dysz,
wynikajacych z btedow fabrykacji urzadzen mikroprzeplywowych. Uzycie dwoch dysz
zaowocowato zmniejszeniem kropel w stosunku do geometrii bez troéjkatnego elementu
rozdzielajacego dysze na dwie czesci, co jest efektem zwigkszonej krzywizny kropel w
dyszy na progu emulsyfikujacym. Dwudyszowa geometria umozliwila emulsyfikacje
probek pozywki bakteryjnej przy wysokim stezeniu surfaktantu, niezbednym do
zachowania stabilno$ci emulsji w trakcie ich inkubacji w celu rozmnozenia bakterii
zamknigtych w kroplach emulsji. Emulsyfikacja odbywata si¢ z niewielka predkoscia

przeptywu 0,2 ml h'!, poniewaz w omawianej geometrii nie byly uzyte bypassy, a zatem
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do emulsyfikacji nie trzeba bylo uzywa¢ duzych predkosci przeptywu. Ewakuacja kropel
nowej emulsji z okolic dyszy emulsyfikujacej byla wymuszona przez sile wyporu —
generowane krople zbieraty si¢ w gornej czgsSci komory zbiorczej 1 tworzyly gesto

upakowang emulsjg.

Zwigkszenie przepustowosci generatora kropel opartego o MSE zostalo osiagnicte przez
paralelizacje trojkatnych elementéw bezposrednio przed progiem do emulsyfikacji. W ten
sposob otrzymano uklady 8-dyszowe 1 12-dyszowe. Istotne byto wprowadzenie plytkich
kanalow pomiedzy dyszami, co doprowadzito do wyréwnania ci$nienia miedzy dyszami
1 umozliwilo prace wszystkich dysz jednocze$nie. Zastosowanie wielu dysz
spowodowato zwigkszenie liczby kropel duzo mniejszych od sredniej objetosci kropel w
emulsji. Wszystkie te odstajace krople przypadaly na koncowa czes¢ emulsyfikowanej
duzej kropli, gdy dynamicznie zmieniajg si¢ warunki predkosci przeptywu nad progiem 1
objetos¢ gutteréw. Co wazne, objetos¢ tych odstajacych kropelek nie przekracza 0,2 %
objetosci catej fazy wodnej powstalej emulsji, mimo iz liczba odstajacych kropel to okoto
5 % catej liczby kropel w emulsji w eksperymencie z emulsyfikacja pozywki bakteryjnej
MH. Odstajace krople sg bardzo mate, co znaczy, ze prawdopodobienstwo zamkniecia w
takiej kropli pojedynczej komorki w oznaczeniu cyfrowej biologii jest duzo mniejsze niz
w przypadku kropli o przeci¢tnej dla danej emulsji objetosci, zatem emulsja uzyskana w
urzadzeniu o 8 lub 12 dyszach nie jest zdyskwalifikowane z eksperymentow zwigzanych

z np. oznaczaniem wartosci scMIC.

Zaobserwowano, iz czestotliwo$¢ generacji kropel jest duzo wigksza w skrajnych
dyszach niz w dyszach wewngetrznych, co jest spowodowane najprawdopodobniej
obecnoscig przeplywu fazy cigglej wokot emulsyfikowanej duzej kropli w gutterach.
Przeptywajaca w skrajnych dyszach faza ciggla na skutek tarcia prawdopodobnie pociaga
za sobg faze rozproszong ze skrajnych dysz, co powoduje wzrost predkosci czota fazy
rozproszonej w skrajnych dyszach, a co za tym idzie, zwigkszong czestotliwo$¢ generacji
kropel. Zostalo to posrednio potwierdzone przez zmian¢ rozkladu objetosci kropel
generowanych w dyszach po dodaniu bypassow wokot modutu do emulsyfikacji — czes§¢
fazy ciaglej zamiast gutterami wokot emulsyfikowanej kropli ptyneto przez bypassy, co
doprowadzitlo do zmniejszenia roznicy w predkosci przeptywu miedzy dyszami

skrajnymi a wewnetrznymi, co doprowadzilo do zmiany rozkladu czgstotliwosci
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generacji kropel migdzy dyszami skrajnymi a centralnymi, a jednoczesnie do zmiany

rozktadu objetosci kropel.

Zaobserwowano takze blokowanie kropel pomig¢dzy dyszami podczas emulsyfikacji.
Zatrzymanie przeptywu powoduje odblokowanie dysz, co oznacza, ze przyczyng
blokowania nie jest zwilzanie dysz przez krople. Blizsza obserwacja wykazata, ze krople
sa unieruchamiane przy dyszach przez przeplyw wsteczny, powstajacy podczas
formowania si¢ przewezenia w fazie wodnej w dyszy 1 podczas cofania si¢ czota fazy
wodnej po oderwaniu kropli w dyszy. Ten przeplyw wsteczny byl przewidziany
teoretycznie® i wykorzystany do stabilizacji objetosci kropel wzgledem predkosci

przeplywu!6®1% jednak nie byt on do tej pory zarejestrowany w bezposéredni sposob.

Blokowanie dysz zwalczono poprzez poszerzenie dysz, generujacych krople. Poszerzenie
dysz spowodowalo oddalenie punktéw formowania kropel, co moglo zmniejszy¢
predkos¢ przeptywu wstecznego odczuwang przez krople, ktore moglyby blokowac
dysze. Ponadto, poszerzenie dysz spowodowato powstawanie wigkszych kropel niz w
wezszych dyszach. Prawdopodobnie wezsze dysze wymuszaty formacje kropel z
mniejszej porcji fazy rozproszonej niz preferowana przez uklad podobny do geometrii
EDGE!'®": wykazano, iz w geometrii sktadajacej si¢ jedynie z szerokiego ptytkiego kanatu
wpadajacego do glebokiej komory zbiorczej krople powstajg zawsze w tych samych
miejscach, generujac krople zawsze z tego samego odcinka progu do emulsyfikacji'*.
Uzycie dysz wezszych niz szeroko$¢ formowania kropel preferowana w uktadzie bez
dysz prawdopodobnie wymusza formowanie kropel mniejszych niz by to miato miejsce
w ukiadzie bez dysz. Prawdopodobnie wicksze krople generowane w ukladzie z
szerszymi dyszami sg mniej podatne na przeplyw wsteczny niz mniejsze krople z uktadu

z wezszymi dyszami ze wzgledu na swoj rozmiar.

W geometrii z 12 szerokimi dyszami nie zaobserwowano formowania si¢ dwdch
populacji kropel mimo braku wykorzystania bypassow. Prawdopodobnie stosunek
szerokosci gutterow do skrajnych dysz byl mniejszy w przypadku szerokich dysz niz
waskich dysz, co moglo ograniczy¢ spowodowane tarciem przyspieszenie predkosci
przeptywu w skrajnych dyszach, a zatem zniwelowa¢ formowanie populacji kropel w

emulsji.
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4.3. Separacja emulsji, ich inkubacja i detekcja wzrostu
bakterii

Tak jak opisano to wczesniej w tej pracy (rozdziaty 1.4.2., 3.2.6.), z punktu widzenia
eksperymentdw na szeregach emulsji waznym jest, aby te emulsje mialy mozliwie wysoki
stopien upakowania — pozwala to na skrocenie szeregu emulsji i uniknigcie problemow
technicznych zwigzanych z wysokim oporem hydraulicznym w kanale wylotowym
uktadu mikroprzeptywowego, w ktorym trzeba by gromadzi¢ dlugie szeregi emulsji. W
literaturze opisano uklady emulsyfikacji oparte na MSE, ktore generowaly emulsje o

wysokim stopniu upakowania®’!6%-186

. W niniejszej pracy do generacji wysoce
upakowanych emulsji wykorzystano geometri¢ dwudyszowa do MSE poprzedzong
pochylnig 1 zorientowang pionowo. Pionowe ustawienie ukladu umozliwito ewakuacje
nowo generowanych kropel z pobliza progu w sposéb catkowicie pasywny, przy
wykorzystaniu sity wyporu: woda, ktorej krople generowano, ma mniejsza gesto$¢ niz
olej fluorowany, w ktorym byla zawieszona. Jak pokazano wcze$niej w tej pracy,
usuwanie nowych kropel z okolicy progu emulsyfikujacego ma kluczowe znaczenie do

uzyskania monodyspersyjnej emulsji z uzyciem MSE. Do dalszych eksperymentéow z

oznaczaniem wartosci sScMIC wykorzystano dwudyszowg geometri¢ do MSE.

Separacja emulsji odbyla si¢ poprzez wtltoczenie do uktadu mikroprzeptywowego porcji
skwalanu, czyli oleju niemieszajacego si¢ ani z wodg, ktorg emulsyfikowano, ani z olejem
fluorowanym, w ktorym krople wody byly zawieszone. Ukiad mikroprzeptywowy byt
fluorofilowy, co sprawito, ze skwalan w kanatach uktadu byt fazg rozproszona. Z tego
punktu widzenia istotne bylo dobranie szerokosci i1 glebokosci kanatow, przez ktore
przepychane byly rozdzielone skwalanem emulsje: w wigkszych kanatach guttery wokot
wydtuzonej kropli fazy rozproszonej sa wigksze. Uzycie kanalow o zbyt duzym Swietle
skutkowaloby niepelnym przepychaniem matych kropel wody przez duze krople
skwalanu: Krople wody w takim zbyt duzym kanale zostawaly w duzych gutterach
okalajacych duza krople skwalanu. Emulsje, ktoére byly pozniej separowane od siebie i
ktore tworzyly cysterny mikroprzeptywowe, zawieraly §rednio po ok. 1900 kropel o
objetosci ok. 0,74 nl kazda. Generacja cystern o mniejszych kroplach jest mozliwa, przy
czym istotne byloby zmniejszenie §wiatla kanalow, przez ktore przechodzityby takie
emulsje przepchane skwalanem: mniejsze krople wody bylyby bardziej narazone na
pozostawanie w duzych gutterach wokot duzych kropel skwalanu. Jest mozliwe

generowanie cystern o wigkszej liczbie kropel. Aby to osiggnaé, nalezy odpowiednio
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zwigkszy¢ komore na zbieranie emulsji po generacji, tak by powstajaca emulsja nie
wypehiata calej objetosci komory, co prowadzitoby do pogorszenia jakosci emulsji ze
wzgledu na blokowanie progu emulsyfikujacego podczas formowania nowych kropel
emulsji. Emulsje w generowanych cysternach cechuja si¢ wysokim stopniem
upakowania, tak jak w innych uktadach MSE bazujacych na grawitacji. Przecietnie,
stosunek objetosci fazy rozproszonej (wody) do ciaglej (oleju fluorowanego) wynosi 50
%, co wynika z rownych objetosci oleju fluorowanego i wody uzytych do generacji
cystern. Prawdopodobnie byloby mozliwe uzyskanie bardziej upakowanych emulsji
gdyby wykorzysta¢ system do wymuszania ruchu ptynéw sprzezony z ukladem
optycznym, tak by dozowa¢ skwalan w odpowiednim momencie. Mozliwe byloby takze
zwigkszenie stopnia upakowania emulsji w cysternach mikroprzeptywowych przez
odciagganie fazy ciaglej z emulsji przed transferem emulsji do przewodu!”*!74,

W przewodzie polietylenowym, w ktorym zbierane byly odseparowane od siebie
nawzajem emulsje, warunki zwilzania byly inne, wobec czego skwalan stal si¢
w przewodzie faza ciagly. To zaowocowato skuteczniejszym odseparowaniem emulsji:
aby kropla wody mogta przedosta¢ si¢ z jednej emulsji do drugiej, musiataby wpierw
pokona¢ barier¢ migdzy olejem fluorowanym a weglowodorowym, w efekcie tworzac
podwdjng emulsje: kropla wody musiataby pokonywac¢ separujacy odcinek skwalanu
otoczona porcja oleju fluorowanego jako podwojna emulsja, co wydaje si¢ niekorzystne

energetycznie.

Jak opisano powyzej, transfer kropel migdzy odseparowanymi skwalanem emulsjami w
przewodzie polietylenowym wydaje si¢ by¢ mato prawdopodobny. Zaobserwowano
jednak krople w emulsjach, w ktérych te krople nie powinny si¢ byty znalezé — na
poziomie ok. 0,4 % liczebno$ci populacji kropel w emulsjach. Najprawdopodobniej ta
kontaminacja (transfer kropel miedzy emulsjami) zachodzi przy transferze emulsji do
przewodu polietylenowego: cze$¢ kropel nie wpltywata do przewodu, zamiast tego
zostajac na jego $ciankach w momencie przejScia z szerokiego i glebokiego kanalu
mikroprzeplywowego do przewodu PE o mniejszej $rednicy — innymi stowy krople
zostawaly na przewezeniu i byly nastgpnie porywane przez kolejna naptywajaca emulsjg.
Taki mechanizm kontaminacji emulsji przez pojedyncze krople oznacza, Zze pojedyncze
krople kontaminuja cate emulsje tylko w jednym kierunku: krople z wczedniej

generowanych cystern moga kontaminowac pdzniej wygenerowane cysterny, ale nie na
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odwro6t. Zostato to uwzglednione w planowaniu eksperymentéw do oznaczenia scMIC, o
czym wigcej w rozdziale 4.4. Mozliwe byloby catkowite wyeliminowanie zanieczyszczen
tego rodzaju, gdyby kanat wyprowadzajacy emulsje z uktadu do przewodu miat otwor
wylotowy w calosci pokryty przez $wiatto przewodu, aby krople nie mogly zostawaé na
Sciankach przewodu. Takie rozwigzanie wymagatoby jednak innych metod fabrykacji
urzadzen, np. frezowania uktadow w roznych ptaszczyznach, aby wylot z ukladu byt
kolisty w przekroju i miat rézne $rednice w réznych miejscach. Jest to technicznie
wykonalne, co pokazali koledzy z zespotu autora niniejszej rozprawy?>®, aczkolwiek w ten
sposob wykonywano mniej skomplikowane uktady niz potrzebne tutaj. Dodatkowo nie
mozna byloby produkowa¢ takich ukladow w PDMS, niezbedne bytyby uklady
wykonane z termoplastiku lub z PTFE. Takie rozwigzanie pozostaje jednak otwartym
problemem technicznym, ktorego rozwigzanie przyniostoby natychmiastowg korzys¢ w
postaci likwidacji zanieczyszczajacych emulsje kropel. Niemniej, zanieczyszczajace
krople stanowity mniej niz 0,4 % populacji, zatem nie podwazaja one zalozen opisanej
tutaj metody separacji emulsji w szeregu. Osobng kwestig jest transfer masy pomiedzy

kroplami tej samej cysterny — ten temat ma swoje rozwini¢cie w rozdziale 4.4.

Emulsje w formie cystern mikroprzeptywowych, zamkniete w przewodzie
polietylenowym, nie ulegaty koalescencji przez 16 godzin inkubacji w temperaturze
37°C, co umozliwilo przeprowadzenie eksperymentow biologicznych opisanych w
punkcie 4.4. 16 godzin to czas, po ktérym rozpoczyna si¢ faza §mierci populacji bakterii
w kroplach o rozmiarze zblizonym do tego uzytego w badaniach opisanych w niniejsze;j
rozprawie!>®. Bakterie zuzywaja wszystkie sktadniki odzywcze zamkniete razem z nimi
w kropli, po czym zaczynaja umiera¢. Dluzsze badania komoérek bakteryjnych i catych

24,25

populacji bakterii sg mozliwe“*~, jednak wymagalyby znacznych zmian w opisywanej

tutaj metodzie.
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4.4. Badanie odpornosci na antybiotyk z
uwzglednieniem efektu inoculum do poziomu populacji
skltadajqcych sie z jednej komorki

Przy uzyciu metody opisanej w rozdziale 4.3., wykorzystujacej cysterny
mikroprzeplywowe, zbadano odpornos¢ na antybiotyk tak na poziomie pojedynczej
komorki, jak i wigkszych populacji. Umieszczenie pojedynczych komorek bakterii
w osobnych kroplach zagwarantowalo izolacj¢ komorek, a zatem zmierzone wartosci
scMIC faktycznie odpowiadaja odpornosci na antybiotyk pojedynczej bakterii, bez
interakcji z innymi bakteriami. W eksperymentach opisanych w rozdziale 4.3. wskazano,
ze najprawdopodobniej nie wystepuje transfer kropel pomiedzy emulsjami podczas
inkubacji, a na pewno wystepuje podczas transferu emulsji z uktadu do generacji kropel
do przewodu polietylenowego. Generowanie emulsji zaczynalo si¢ od emulsji najnizszym
stezeniu antybiotyku (emulsji kontrolnych), a nastepnie emulsji o coraz wigkszym
stezeniu antybiotyku. To znaczy, ze krople przy wadliwym transferze z ukladu do
przewodu mogly sie przenosi¢ w sposdb niepozadany tylko z emulsji o nizszym stezeniu
antybiotyku do emulsji o wyzszym st¢zeniu antybiotyku. To oznaczalo generowanie
btedéw w postaci wynikow fatszywie pozytywnych, ktore wedlug EUCAST sg w
oznaczaniu odpornosci na antybiotyki mniej niepozadane niz wyniki falszywie
negatywne: pacjentowi lepiej jest podac za nieco za duzg dawke antybiotyku niz nieco za

mata.

Nalezy rozwazy¢ takze transport masy pomigdzy kroplami pojedynczej emulsji.
Wykazano wczeéniej>®, ze transport w emulsjach z surfaktantem odbywa si¢ poprzez
transfer pecherzykdéw lub powiekszonych miceli od jednej kropli do drugiej. Pecherzyk
sktada si¢ z olejowego rdzenia i1 dwuwarstwy surfaktantu, tworzac strukture
przypominajacg liposom. Woda w takim pecherzyku znajduje si¢ wewnatrz dwuwarstwy.
Baret i wspotpracownicy® sklaniajg sie ku wyjasnieniu transportu miedzy kroplami
poprzez pecherzyki, za§ Etienne i wspolpracownicy®* tlumacza transport czastek
powigkszonymi micelami (dalej: kropelkami). Pecherzyki czy kropelki w uzytej tutaj
konfiguracji oleju i surfaktantu maja érednice ok. 200 nm>3, co oznacza, ze caly pecherzyk
czy kropelka jest wielokrotnie mniejszy czy mniejsza od pojedynczej komorki bakterii
(ok. 2000x1000x1000 nm), do tego taka bakteria musiataby si¢ ulokowa¢ pomiedzy
warstwami surfaktantu w przypadku pecherzyka, co zdaje si¢ malo prawdopodobne.

Wyniki obserwowane przez nas (wartos¢ mierzonego scMIC, frakcje pozytywnych
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kropel w emulsjach) zdaja si¢ sugerowaé, ze transfer bakterii miedzy kroplami emulsji
nie zachodzi — np. frakcja pozytywnych kropel w emulsji bez antybiotyku
prawdopodobnie osiggataby wartos$ci zblizone do 100 % po wielogodzinnej inkubacji.
Inng kwestig jest transfer mniejszych czastek miedzy kroplami emulsji — w przypadku
omawianych eksperymentow kluczowe s3a czastki antybiotyku. Jest bardzo
prawdopodobne, ze antybiotyk jest transportowany pecherzykami pomiedzy kroplami
emulsji. Istnieja metody ograniczania transportu czastek migdzy kroplami emulsji, np.

uzywanie odpowiednich olejow!®’, obnizanie stezenia surfaktantu®*!'%8

, wykorzystywanie
nanoczastek do stabilizacji emulsji®’, czy wykorzystywanie w kroplach czastek, ktore
sprawdzono eksperymentalnie jako transportowane w ograniczonym stopniu mig¢dzy
kroplami emulsji'>!. Wobec tego bardzo korzystny jest projekt przeprowadzonych przez
autora niniejszej rozprawy eksperymentow: dana cysterna mikroprzeptywowa zawierala
krople o wylacznie jednym stgzeniu antybiotyku, zatem transport antybiotyku miedzy
kroplami danej emulsji mozna bylo zaniedba¢. Wymieszanie kropel emulsji o r6znych
stezeniach antybiotyku prawdopodobnie nie datoby wiarygodnych wynikow analizy
odpornosci bakterii. Kwestia transferu czastek antybiotyku pomigedzy odseparowanymi
emulsjami w przewodzie nie zostala tu zbadana, jednak mozna przewidywac, ze taki
transfer jest ograniczony: rozpuszczalny w wodzie antybiotyk musiatby wpierw przej$¢
z kropli wody do oleju fluorowanego, nastepnie przejs¢ do oleju weglowodorowego,
pokonac odleglos$¢ co najmniej 10 mm w jednym kierunku, przej$¢ do oleju fluorowanego
w innej emulsji, a nastepnie ,,zakazi¢” krople tej emulsji. Dodatkowo taki transfer
zachodzilby jedynie pomiedzy sasiadujagcymi emulsjami o zblizonym stgzeniu
antybiotyku. Posrednim dowodem na skuteczno$¢ opracowanej przeze mnie metody jest
uzyskanie wartos$ci scMIC zgodnymi z warto$ciami uzyskanymi metodami klasycznymi,
o czym wigcej ponizej. Wydaje si¢ zatem, ze transfer antybiotyku miedzy kroplami jednej
emulsji jest wazniejszy w opisywanej metodzie niz transfer antybiotyku migdzy
emulsjami — w tym drugim przypadku duzo wigksze znaczenie moze mie¢ niepozadane
przenoszenie calych wodnych kropel o objgtosci ok. 740 pl migdzy emulsjami, co
faktycznie ma miejsce w opisywanej metodzie, cho¢ w ograniczonym stopniu:
przecigtnie 0,4 % populacji kropel to krople ,,zakazajace”, lecz tylko z emulsji o nizszym
stezeniu antybiotyku, co wynika z protokolu przygotowania szeregu cystern. Te
zakazajace emulsje nie dostarczaja zatem dodatkowych czastek antybiotyku do
rozdystrybuowania pomiedzy pozostate krople zakazonej emulsji — raczej same obnizaja

nieznacznie st¢zenie antybiotyku w pozostatych kroplach zakazonej emulsji, dostarczajac
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by¢ moze wigkszej liczby falszywie pozytywnych sygnaléw oznaczajacych wzrost
bakterii w zanizonym w stosunku do planowanego st¢zenia antybiotyku. Mozna tez
zaproponowac eksperyment, w ktorym w co drugiej generowanej emulsji nie begdzie
antybiotyku, a w co drugiej emulsji beda krople o zmieniajagcym si¢ stezeniu antybiotyku.
By¢ moze po inkubacji w emulsjach sasiadujacych z emulsjami o najwyzszym stezeniu

antybiotyku zostatby zahamowany wzrost bakterii.

W kazdej badanej cysternie mikroprzeplywowej znajdowato si¢ srednio ok. 1900 kropel.
W badaniach nad scMIC przecigtnie w kazdej cysternie ok. 180 kropel zawierato
pojedyncze izolowane komorki bakteryjne. W eksperymentach uzyto po 10 cystern na
jedno oznaczenie scMIC, zatem w jednym eksperymencie badano tacznie ok. 1800
izolowanych pojedynczych komoérek bakteryjnych, co jest znaczagcym usprawnieniem w
stosunku do metod klasycznych’. Aby osiagna¢ 1800 izolowanych pojedynczych bakterii
w plytkach wielodotkowych, nalezaloby nie tylko wykorzysta¢ 1800 dotkow (19 ptytek
po 96 dotkow), ale takze przeprowadzi¢ szeregowe rozcienczenia bakterii w dotkach:
ostatnie rozcienczenie bakterii, w ktérym rejestruje si¢ wzrost, jest uznawane za stg¢zenie
zawierajace pojedyncza bakterig. Zatem powtorzenie oznaczania scMIC dla 1800
komorek wymagatoby metodami klasycznymi dziesigtek albo 1 setek plytek
wielodotkowych. Istnieje mozliwos¢ oznaczania MIC pojedynczych komoérek na inne
sposoby, takie jak izolacja komorek w przestrzeni w zelu'>® lub wykorzystanie tzw.

,,mother machine”">’

, jednak te systemy nie gwarantujg faktycznej izolacji bakterii od
siebie nawzajem. Zademonstrowano system do badania odpornosci na antybiotyki na
poziomie pojedynczych komérek zamknietych w osobnych kroplach'*® (w tym samym

roku ukazata sie praca traktujaca o opisywanej tu metodzie)'¢>

. Metoda opisana przez Lyu
i wspolpracownikow'*’ pozwala na analize ogromnej liczby kropel (ok. miliona), co
zostalo wykorzystane do wyszukiwania pojedynczych odpornych komérek w ogromnych
populacjach nieodpornych bakterii, jednak ta metoda nie pozwala na latwe testowanie
szeregu stezen antybiotykow. Metoda przedstawiona tutaj jest skalowalna, tzn. mozliwe
jest zwiekszenie tak liczby cystern w eksperymencie (liczby testowanych stezen
antybiotyku) a takze liczby kropel w kazdej cysternie (liczby powtdrzen eksperymentu).
By tego dokona¢, przydatna bylaby automatyzacja opisywanej metody, np. przez
sprzezenie obrazu uzyskiwanego z kamery monitorujacej ruch kropel przed

emulsyfikacjg z dzialaniem pomp strzykawkowych wymuszajacych przeptyw ptynu. W

obecnej wersji metody problemem s3a duze rozmiary kropel przed emulsyfikacja,
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poniewaz na takie krople niezaniedbywalny wptyw ma grawitacja, zwlaszcza ze uktad do
emulsyfikacji jest ustawiony pionowo. Sprz¢zenie monitorowania ruchu kropel z kontrolg
ich ruchu umozliwitby prosta generacj¢ dziesiatek cystern w jednym eksperymencie.
Prawdopodobnie dziesigtki cystern stawialyby niepomijalny opo6r hydrauliczny w
przewodzie polaczonym z wylotem z uktadu do emulsyfikacji, wobec czego

zastosowanie przewodu o wigkszej niz tutaj srednicy byloby zasadne.

4.4.1. Oznaczanie wartosci scMIC

Jak wspomniano wcze$niej, warto$¢ scMIC (1 pg ml™') uzyskana przy uzyciu cystern
mikroprzeplywowych z kroplami o objetosci 740 pl jest pordwnywalna z wartosciami
scMIC uzyskanymi przy pomocy innych metod dla tego samego szczepu bakterii 1 tego
samego testowanego antybiotyku: 0,5 pg ml' z wykorzystaniem dotkow w plytce
wielodotkowej do hodowli bakterii i 0,5 g ml"! z wykorzystaniem emulsji znakowanych
chemicznie kropel o objetosci 2 nl'*°. Nieduza réznica w otrzymanych warto$ciach moze
by¢ wynikiem innej definicji scMIC w kazdym z przypadkow (w tej pracy scMIC to
przypadek, gdy 99 % kropel zawierajacych bakterie nie wykazuje wzrostu bakterii, zas w
pracy z uzyciem dotkow definicja jest inna ze wzgledu na mniejszg liczbe powtdrzen
eksperymentu), innej objgtosci badanej probki czy innej pozywki bakteryjnej (MH w tej
pracy, LB w pozostatych dwoch pracach). Roznica w otrzymanych wartosciach scMIC
jest jednak niewielka, co znaczy ze opisana tutaj metoda oznaczania scMIC daje

wiarygodne rezultaty.

4.4.2. Zmiennosc¢ fenotypowa

Dla eksperymentow z pojedynczymi bakteriami w kroplach w stezeniach ponizej scMIC
zaobserwowano wzrost bakterii w cze$ci kropel (przy 0,25 pg ml™!' w érednio okoto 50 %
kropel). Bakterie powinny mie¢ taki sam genom, poniewaz pochodzity z jednej kolonii
bakteryjnej, za$ aby doswiadczy¢ mutacji zmieniajacej fenotyp (odporno$¢) izolowane w
kroplach bakterie miaty tylko jedno pokolenie (ok. 20 minut) — jezeli w tym czasie
bakteria nie utracitaby odpornosci, podzielitaby si¢ i wraz z bakterig-corka rozmnazatyby
si¢ dalej (antybiotyk pdzniej nie zadziatatby ze wzgledu na efekt inoculum, dwie bakterie
sa ,,bardziej odporne”), zas gdyby bakteria z poczatku nie byla odporna i nie uzyskata
odpornosci w 20 minut, nie podzielitaby si¢. Najbardziej prawdopodobnym

wyjasnieniem obserwowanej rdéznicy w  fenotypach pojedynczych bakterii
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heterogoniczno$¢ fenotypowa populacji — bakterie obdarzone tym samym genotypem
prezentuja inny fenotyp (tu: dzieli si¢ lub nie dzieli si¢ w obecnos$ci antybiotyku).
Najczeéciej zmienno$é fenotypowa tlumaczy sie stochastyczno$cia w ekspresji genow?%-
202 Tnnym mozliwym wytlumaczeniem takiego rozktadu w odpornosci na antybiotyk jest
rozktad liczby plazmidéw z genem uodparniajagcym bakterie na cefotaksym w populacji
bakterii’®>%, Wigksza liczba plazmidéw w komérce powodowataby wickszg ekspresje
beta-laktamazy, a co za tym idzie wicksza odpornos¢ na uzyty antybiotyk. Wykorzystany
w opisanych tu eksperymentach plazmid z genem odpornosci jest niskokopijny, jednak

moze cechowac si¢ rozktadem liczby kopii na komorke w populacji.

4.4.3. Efekt inoculum

Przy uzyciu cystern mikroprzeplywowych zaobserwowali§my efekt inoculum. Obecnos¢
wiekszej liczby bakterii w kroplach powodowala przesunigcie wartosci MIC w strong
wyzszych stezen antybiotyku. Jest to efekt spodziewany, poniewaz wykorzystano
bakterie i antybiotyk, o ktorych wiadomo bylo wcze$niej, ze wykazuja efekt inoculum®.
Warto zwroci¢ uwage na fakt, iz dla oznaczen o wyzszych stezeniach poczatkowych
bakterii wystepuja mniejsze bledy oznaczenia. Prawdopodobnie jest to spowodowane
tym, ze gdy w kazdej kropli znajdowato si¢ wigcej bakterii, wzrastaty szanse na to, ze
ktoras z bakterii zdota si¢ podzielic. W przypadku pojedynczych bakterii w kroplach
szanse na to byly mniejsze, stad widoczny wickszy blad oznaczenia zywotnosci bakterii

w kroplach zawierajacych jedng komorke w poréwnaniu do kropel z wieloma bakteriami.

4.4.4. Morfologia

Dla najwyzszego uzytego st¢zenia bakterii nie zaobserwowano warto$ci MIC w szerokim
zakresie st¢zen antybiotyku. Zaobserwowano jednak emitujace sygnal fluorescencyjny
agregaty bakterii, w dodatku bakterie zdawaty si¢ formowac filamenty. Agregacja bakterii
w obecnosci antybiotykow byta wczedniej opisywana dla wigkszych niz uzywane tutaj
objetosci eksperymentow dla kultur ztozonych z jednego szczepu bakterii?®®, wiecej niz
jednego szczepu bakterii*%, a takze dla bakterii jednego szczepu hodowanych w kroplach
o objetosci 2 nl'”. Formowanie agregatow przez bakterie jest uwazane za sposob na
zwiekszenie odpornosci populacji bakterii na antybiotyk?®’, przypominajacy dziatanie
biofilméw. Wzrost bakterii w formie filamentéw byt opisany zaréwno dla Gram-

dodatkich jak 1 Gram-ujemnych bakterii, rosngcych w pozywkach z dodatkiem
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antybiotyku z grupy beta-laktaméw (do tej grupy zaliczany jest uzyty w
przeprowadzonych przez autora tej rozprawy eksperymentach cefotaksym), i jest
uwazany za mechanizm obronny bakterii przeciwko tej klasie antybiotykdw!2%:2082%,
Wazrost bakterii w formie filamentéw byl takZe zaobserwowany w kroplach!>S.
Wykorzystanie cystern mikroprzeptywowych pozwala na analiz¢ wickszej o co najmniej

58

jeden rzad wielkosci liczby kropel niz w przypadku tego systemu!>®, zawierajacych

bakteryjne agregaty czy filamenty, w zalezno$ci od st¢zenia antybiotyku w kroplach.
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5. WNIOSKI

5.1. Precyzyjne i dokladne rozcienczanie w kroplach

W  niniejszej rozprawie zademonstrowano systemy mikroprzeptywowe, ktore
umozliwiajg precyzyjne i doktadnie dwukrotne rozcienczanie szeregowe probki. Opisano
takze system, w ktorym dokladnie odmierzone porcje jednej probki sa dodawane o
szeregu rozcienczen innej probki juz po wygenerowaniu tego szeregu. Przedstawione tu
systemy zapewniajg stabilne dwukrotne rozcienczenie probki dla fazy wodnej o réznych
sktadzie (np. czysta woda lub pozywka bakteryjna), pod warunkiem ze sktad jest
niezmienny w szeregu rozcienczen probki. Dwukrotny stosunek rozcienczen jest stabilny
dla r6znych rozmiaréw putapki odmierzajacej, poniewaz wszystkie krople odmierzane w
protokole rozcienczenia sg odmierzane w tej samej putapce odmierzajacej. Otrzymane
przy uzyciu omawianych systemow precyzja 1 doktadno$¢ rozcienczenia do tej pory nie
byly osiggalne dla tak malych objetosci probek poza mikroprzepltywami

jednofazowymi?!?.

Krople otrzymane w kolejnych rundach rozcienczen maja okoto 1 pl objetosci.
Otrzymane krople mogg by¢ tatwo usunigte z systemow mikroprzeplywowych i by¢
wystane do innych uktadéw mikroprzeplywowych w celu dalszych manipulacji tymi
kroplami lub analizg tych kropel. Krople z szeregami rozciehczen moga by¢
wykorzystane np. w ddPCR”"7? lub w oznaczeniach odpornosci na antybiotyk®®. Krople
moga by¢ takze emulsyfikowane w celu uzyskania bibliotek kropel o roéznym
stezeniu**162, Systemy tu opisane mogg byé takze wykorzystane w innych oznaczeniach
biochemicznych, wymagajacych precyzji i doktadno$ci w przygotowaniu kolejnych

stezen probki.

5.2. Pasywna emulsyfikacja szeregu kropel

Opisane zostaly geometrie ukladow mikroprzeptywowych, umozliwiajace pasywne
generowanie emulsji kropel przy wykorzystaniu tylko jednego zrodla ci$nienia i
gwarantujace emulsyfikacje catych kropel probki, bez objetosci martwych zatrzymanych
przed modutem do emulsyfikacji. Pokazano takze generacj¢ emulsji monodyspersyjnych

kropel bez dodatkowych zrodet cisnienia dedykowanych do oczyszczania geometrii do
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emulsyfikacji z gromadzacych si¢ kropel emulsji i bez wykorzystania grawitacji — do
oczyszczania geometrii do emulsyfikacji wykorzystano specjalnie zaprojektowane do
tego kanaly przekierowujace olej w sposob pasywny. Pokazano modularny charakter tych
geometrii 1 zintegrowano je z prostym szeregowym rozcienczalnikiem
mikroprzeplywowym. Przygotowano szereg rozcienczen w kroplach, a nastgpnie
zemulsyfikowano te krople — dokonano tego przy uzyciu zaledwie dwoch pomp

strzykawkowych zadajacych stale ptyny z niezmienng predkoscig przeptywu?!!.

Opisane tu geometrie mogg by¢ interesujace dla os6b chcacych zredukowac liczbg pomp
strzykawkowych w  swoich systemach mikroprzeptywowych 1lub dla o0so6b
wykorzystujagcych malo precyzyjne pompy strzykawkowe, poniewaz objgtos¢ kropel
generowanych w omawianych geometriach w matym stopniu zalezy od predkosci
przeptywu. Pasywna generacja szeregu emulsji o zréznicowanym pomiedzy emulsjami
sktadzie chemicznym kropel moze zosta¢ wykorzystane w analizie opartej o schematy
cyfrowe, np. w tzw. cyfrowej biologii. Usprawnienie geometrii pod katem emulsyfikacji
probek o niskim napigeciu powierzchniowym 1 wysokiej lepkosci umozliwitoby

wykorzystanie tych geometrii do cyfrowych oznaczen DNA, tj. w ddPCR.

Zaprezentowano takze dwudyszowa geometri¢ do emulsyfikacji przy uzyciu MSE.
Geometria dwudyszowa pozwolita na szybszg generacj¢ mniejszych kropel niz geometria
jednodyszowa. Dzigki wykorzystaniu dwoch dysz, oddziatywania zwigzane z
przeptywem fazy ciggltej w gutterach byty symetryczne w obu dyszach, co pozwolito na
uzyskanie dobrej monodyspersji emulsji. Dzigki ewakuacji nowych kropel emulsji z
otoczenia dysz przy pomocy sity wyporu, mozliwe bylo uzyskanie wysoce upakowanych

emulsji.

Opisano takze 8-dyszowe i1 12-dyszowe geometrie do pasywnej emulsyfikacji szeregu
duzych kropel. Wykorzystanie wielu dysz uwypuklito wptyw przeptywu fazy ciaglej
przez guttery na emulsyfikacj¢ przy pomocy MSE. Zastosowanie bypassow lub szerokich
dysz oslabilo ten wptyw, umozliwiajac otrzymanie bardziej monodyspersyjnych emulsji.
Zarejestrowano takze po raz pierwszy bezposrednio przeplyw wsteczny, pojawiajacy si¢
na skutek spadku ci$nienia w dyszy podczas odrywania si¢ kropli w MSE.
Zaprezentowano geometri¢, redukujaca blokowanie kropel przy dyszach przez przeptyw

wsteczny 1 w ten sposob uzyskano lepsza jako$¢ generowanych emulsji. Uktady
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wielodyszowe generowaly krople pozywki przy wysokim stezeniu surfaktantu w fazie
cigglej z akceptowalng monodyspersja 10 do 25 razy szybciej niz geometria dwudyszowa
(w zaleznosci od pozadanych rozmiaréw kropel emulsji — dla kropel o objetosci 600 pl
bylo to 10 razy szybciej, za$ dla kropel o objetosci 1800 pl — 25 razy szybciej),
wykorzystana w opisanych w niniejszej rozprawie eksperymentach zwigzanych z
odpornoscig na antybiotyki pojedynczych komorek. Wykorzystanie takiej udoskonalone;j

przepustowos$ci w dalszych badaniach biologicznych nasuwa si¢ samo.

5.3. Separacja emulsiji, ich inkubacja i detekcja wzrostu bakterii

W niniejszej rozprawie opisano system produkujacy szereg emulsji oddzielonych od
siebie niemieszajaca si¢ faza plynu 1 tworzacych szereg cystern mikroprzeptywowych.
Ruch cystern jest fatwo kontrolowany przez pompy strzykawkowe, za§ emulsje w
cysternach sg stabilne mimo podwyzszonej temperatury i mnozenia si¢ bakterii w
kroplach emulsji. Zakazenie kroplami pomigedzy cysternami jest na bardzo matym
poziomie 1 odbywa si¢ tylko podczas transportu emulsji z uktadu generujacego emulsje
do przewodu, w ktorym inkubowane sg cysterny. Przew6d mozna swobodnie odigcza¢ od
uktadu 1 inkubowac¢ jedynie ten przewdd bez koniecznosci inkubowania catego uktadu
mikroprzeplywowego z cysternami. Wygenerowano do 16 cystern po ok. 1900 kropel,
zatem mozna bylo zapewni¢ 1900 powtérzen w 16 réznych warunkach reakcji podczas

jednego eksperymentu.

Opracowana metoda pozwala na wykonywanie réznych eksperymentéw z zakresu
biologii czy chemii. Ogdlnie, metoda umozliwia prowadzenie kilkunastu roznych reakcji
w tysigcach powtdrzen, co otwiera droge do wielu nowych eksperymentow. Zwiekszenie
przepustowos$ci generowania emulsji, np. przy wykorzystaniu opisanych w niniejszej
rozprawie wielodyszowych geometrii do emulsyfikacji, pozwoli na badanie
kilkudziesieciu cystern mikroprzeplywowych zawierajacych po kilka tysiecy kropel — np.
wykorzystanie 50 cystern po 2000 kropel umozliwi badanie ok. 10 000 pojedynczych
komoérek w pojedynczym eksperymencie. Zwigkszenie przepustowosci umozliwi takze
badanie np. wplywu kombinacji antybiotykéw na wzrost pojedynczych komoérek — przy
niskiej przepustowosci metody takie badania bgda nadal wymagaly duzego naktadu
pracy, jednak przy przepustowosciach opisanych dla np. 12-dyszowej geometrii

opisywana W niniejszej rozprawie metoda moze sta¢ si¢ rutynowa dla
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wysokoprzepustowych oznaczen odpornosci pojedynczych komodrek na koktajle

antybiotykow.

5.4. Badanie wpltywu antybiotyku na bakterie przy uzyciu

opracowanego systemu

Wykorzystujac opracowang i opisang w tej rozprawie metod¢ generacji cystern
mikroprzeplywowych, zbadano poziom odpornosci na antybiotyki przez wygenerowanie
10 cystern po 1900 kropel kazda. Kazda cysterna zawierala krople emulsji o tym samym
poczatkowym stezeniu bakterii 1 zmiennym stezeniu badanego antybiotyku.
Przeprowadzono pomiary dla pigciu roznych poczatkowych stezen bakterii, wlacznie z
badaniem stezen, ktore pozwolity na uzyskanie kropel zawierajacych dokladnie jedng
komorke bakteryjng. Opisana tu metoda pozwala na testowanie odpornosci na antybiotyk
na poziomie pojedynczych izolowanych od siebie nawzajem komorek w setkach
powtorzen w szeregu stezen antybiotyku podczas jednego eksperymentu. Zwigkszenie
liczby kropel w pojedynczej cysternie nie powinno by¢ trudne, wymagatoby jedynie
korekty geometrii uktadu do generacji cystern, aby generowa¢ mniejsze krople z tej same;j
objetosci probki, lub zmiany poczatkowej objetosci probki i zwigkszenie komory
zbierajagcej generowane emulsje przed podziatem na cysterny. Przedstawiona tu metoda
pozwala na oznaczanie odpornosci pojedynczych izolowanych komoérek na antybiotyk
(oznaczanie scMIC) z duzo wickszg efektywnoscia niz przy wuzyciu dotad
przedstawionych w literaturze metod, a takze na ilo§ciowe oznaczanie efektu inoculum,
do tej pory badane przy uzyciu ptytek wielodotkowych z ograniczong przepustowoscia.
Metoda moze by¢ niemal natychmiast wykorzystana do iloSciowego oznaczania
zmienno$ci fenotypowej populacji, do badania interakcji antybiotykow na poziomie
pojedynczych komorek czy badania wptywu efektu inoculum na te interakcje. Takie
badania moglyby zaowocowac bardzo interesujgcymi informacjami na temat zmiennos$ci
poziomu odpornosci na koktajle antybiotykow o réznych drogach dziatania, na temat
nabywania odpornosci przez bakterie, czy na temat efektu inoculum. Ciekawym
kierunkiem badan przy uzyciu opisanej tu metody bylaby agregacja bakterii 1 ich wzrost
w postaci filamentow, np. czy obserwowane zachowanie zalezy od poczatkowego
stezenia bakterii 1 czy to zachowanie to agregacja, wzrost w postaci filamentow, czy

obydwa te zjawiska jednoczesnie.
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Wydaje si¢ istotne, by ustali¢, czy pokazane w niniejszej rozprawie zréznicowanie
odpornosci na antybiotyk w populacji bakterii jest spowodowane zmiennos$cig
fenotypowa czy zroznicowaniem liczby kopii plazmidu kodujacego gen beta-laktamazy.
Niektore plazmidy charakteryzuja si¢ tym, ze w komoérce znajduje si¢ dokladnie jedna
kopia takiego plazmidu — by¢ moze wykorzystanie takiego plazmidu pozwolitoby ustalic,
ktéry z mechanizméw jest przyczyna zroznicowanej odpornosci na antybiotyk w
badanych populacjach bakterii, tj. wykluczy¢ mozliwo$¢ rozkladu liczby plazmidow
przypadajacych na jedng komorke w populacji. Innym eksperymentem, ktory mozna by
wykonac, jest wykorzystanie niskiego stezenia antybiotyku chloramfenikolu w pozywce
bakteryjnej przy badaniu cefotaksymu. Niskie st¢zenie chloramfenikolu powoduje
zwigkszenie liczby kopii plazmidu pBR322, ktéry w wykonanych tu eksperymentach
koduje beta-laktamaz¢ TEM-20, odpowiedzialng za odporno$¢ na cefotaksym w
przeprowadzonych badaniach. Chloramfenikol hamuje syntez¢ nowych biatek, jednak
plazmidy wymagaja do replikacji bialek, ktore sag obecne w komorce caly czas, zatem
plazmidy moga si¢ replikowa¢ w obecnosci chloramfenikolu. By¢ moze na poziomie
pojedynczych komorek taki eksperyment nic by nie wykazat: pojedyncza komoérka ze
zwigkszong odpornoscig na cefotaksym (przez zwickszong liczbe plazmidéw z genem
beta-laktamazy) 1 tak nie moze si¢ podzieli¢ ze wzgledu na obecnos$¢ chloramfenikolu.
By¢ moze taki eksperyment bylby wartosciowy dla populacji sktadajacych sie z kilku
bakterii, o ile wystepuje rozklad odpornosci na chloramfenikol: jedna bakteria nie moze
si¢ dzieli¢ ze wzgledu na chloramfenikol, ale w zamian produkuje wigcej beta-laktamazy,
ktora rozklada cefotaksym i przez to umozliwia wzrost pozostatym bakteriom w
populacji. Jeszcze innym eksperymentem, ktory prawdopodobnie przyniostby odpowiedz
na pytanie o przyczyne zrdéznicowanej odpornosci na antybiotyk w populacji, jest
sekwencjonowanie RNA na poziomie pojedynczych komérek!**!4 w celu ustalenia

poziomu ekspresji biatek.

Proponowane powyzej eksperymenty z udzialem dwoéch antybiotykéw i1 zmiennego
stezenia poczatkowego bakterii mozna rozszerzy¢ na inne grupy antybiotykdw lub inne
rodzaje czy szczepy bakterii. Bardzo ciekawa wydaje si¢ mozliwo$¢ obserwacji, czy
rodzaj 1 intensywno$¢ interakcji miedzy antybiotykami zalezy od liczebnosci populacji
bakterii, wraz z populacjami sktadajacymi si¢ z pojedynczej komorki. Ciekawe byloby tu
wykorzystanie antybiotykow, ktore powoduja efekt inoculum i tych, ktore tego efekty nie

powoduja.
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Bardzo interesujace byloby sprawdzenie, czy zaobserwowane tu zrdznicowanie
odpornosci  w populacji jest w istocie rozkladem pozioméw odpornosci,
przypominajacym np. rozklad normalny. Bardzo prostym eksperymentem byloby
wykorzystanie kropel z pojedynczymi komoérkami w wielu stezeniach antybiotyku
skupionych wokot wartosci scMIC. Gdyby wynikiem byt rozktad odpornosci, padtyby
pytania o przyczyne (o czym mowa wyzej: zmiennos¢ fenotypowa czy rozklad liczby
kopii plazmidow) i o potencjalne zmiany ksztatltéw tych rozkladéw po dodaniu innych
antybiotykow lub adjuwantow, co mogloby przynies¢ wiele odpowiedzi na temat
mechanizméw odpornosci na antybiotyki w przypadku obecnosci tylko pojedynczej

bakterii.

Ciekawym pytaniem, na ktore mozna by odpowiedzie¢ w powigzaniu z opisanymi w tej
rozprawie badaniami, jest to czy bakterie, ktore rozmnazaja si¢ mimo obecno$ci
antybiotyku, moga si¢ rozmnaza¢ dzigki temu, ze zdegradowaly caty obecny w kropli
antybiotyk 1 dopiero po tej degradacji nastgpit pierwszy podziat komorkowy. Ten
kierunek badan wydaje si¢ bardzo ciekawy, poniewaz pomodgiby ustali¢c faktyczny
mechanizm wptywu antybiotyku na pojedyncza komoérke — za$ metoda opisana tutaj i
wyniki dzigki niej uzyskane maja charakter badania przesiewowego, bez wnikania w
mechanizmy biologiczne. W opisanych tutaj cysternach mikroprzeptywowych moze
zachodzi¢ transport antybiotykow pomiedzy kroplami danej cysterny, co utrudnia
proponowane tu badania. By¢ moze skutecznym rozwigzaniem problemu transportu masy
bytaby generacja kropel z pojedynczymi komorkami, tak jak opisano tutaj, nastepnie
sortowanie wysokoprzepustowe kropel jeszcze przed inkubacja, tak, aby otrzymac
populacje kropel zawierajacych tylko 1 wylacznie pojedyncza komodrke bakterii.
Nastegpnie z takiej populacji mozna by odizolowa¢ od siebie pojedyncze krople, np.

nadrukowujac je w duzej odleglosci od siebie na phytke!?®

. Alternatywnie mozna by
wygenerowa¢ cysterny tak jak opisano tutaj, jednak przy uzyciu nanoczastek
amfifilowych do stabilizowania emulsji, co ograniczyloby transport masy miedzy
kroplami?’. Inng mozliwoscig jest hodowanie pojedynczych komoérek przez krotki czas i
po tym czasie dodanie do kropel kolejnych bakterii, tym razem nieodpornych na
antybiotyk: jezeli antybiotyk bylby rozloZzony w calosci, te nowe bakterie mogtyby si¢
rozmnaza¢, w przeciwnym razie nie zaszedlby wzrost. Proponowane rozwigzanie z

dodawaniem bakterii do juz wygenerowanych kropel ociera si¢ o chemostat oparty na

cysternach mikroprzeplywowych, tj. o urzadzenie, w ktorym mozna utrzymywac takie
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same warunki reakcji przez dlugi czas np. przez odbidr czesci zuzytej pozywki i dodanie
porcji $wiezej pozywki?*. Chemostat kropelkowy oparty o emulsje datby mozliwoéé
udzielenia odpowiedzi na pytania o ewolucje odpornosci na antybiotyk na poziomie
pojedynczych bakterii. Na razie pozostaje to fascynujacym mozliwym kierunkiem badan,
ktoére przyniostyby odpowiedzi na pytania o mechanizmy odpornosci pojedynczych

komorek na antybiotyki.

Mozna takze pokusi¢ si¢ o pytanie, czy warto$s¢ scMIC jest zalezna od objetosci kropel,
w ktorych hodowane sg bakterie. Gdyby wartos¢ scMIC rosta wraz z objgtoscig kropel,
mozna byloby wyznaczy¢ parametr scMIA zamiast scMIC, przy czym scMIA
oznaczaloby ,,single cel minimum inhibitory amount”, czyli liczbe czastek antybiotyku
hamujgca wzrost bakterii (zamiast stezenia antybiotyku, scMIC). Gdyby wartos¢ scMIC
nie zmieniala si¢ wraz ze zmiang objetosci kropel, byloby to utatwienie techniczne dla
opisywane] metody, poniewaz monodyspersyjno$¢ uzyskiwanych emulsji nie bytaby
kluczowa dla wyniku badania — warto§¢ scMIC bylaby identyczna w mniejszych i
wiekszych kroplach. Autor niniejszej rozprawy skilania si¢ ku wersji, w ktorej wartos¢
scMIC zmienia si¢ wraz z objetoscig kropel zblizong do rozmiaréw bakterii, tj.
femtolitrow, za§ w wigkszych kroplach (setki pikolitrow — nanolitry) scMIC nie zmienia
si¢ wraz z objetoscig kropel. W wiekszych kroplach w tym samym st¢zeniu antybiotyku
znajduje si¢ wigcej czastek antybiotyku niz mniejszych i by¢ moze bakteria nie jest
narazona na dzialanie wszystkich czastek antybiotyku w okresie przed podziatem
bakteryjnym — wtedy zmiana liczby czastek antybiotyku w probce powyzej pewnej
krytycznej wartosci nie grataby roli. Pozostaje to jednak na razie w sferze spekulacji i
oferuje bardzo ciekawy kierunek badan na przysztos¢. Krople o r6znych rozmiarach
pomigdzy setkami pikolitréw a nanolitrami sg tatwe do generacji przy wykorzystaniu
opisanych tu geometrii do emulsyfikacji MSE. Krople mniejsze, o rozmiarze
pojedynczych pikolitrow, sa raczej niemozliwe do uzyskania w geometriach tego rodzaju
ze wzgledu na ograniczone mozliwosci frezowania (nie mozna otrzyma¢ odpowiednio
malych geometrii kanatéw), jednak mozna wykorzysta¢ do takich badan inne systemy
generacji kropel i odczytu wzrostu bakterii!3%!43212,

Istnieje takze mozliwo$¢ wykorzystania cystern mikroprzeptywowych do prowadzenia
badan nad formowaniem si¢ agregatow bakteryjnych w kroplach pod wplywem
antybiotykow. Takie badania mogtyby przynie$§¢ odpowiedzi na pytania, czy agregacja
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zwigksza odporno$¢ bakterii na antybiotyk (podobnie jak w biofilmach) lub czy
dynamika agregacji jest inna w zalezno$ci od uzytych stezen antybiotykow (a na to
wyglada w przeprowadzonych przez nas eksperymentach) czy uzytych stezen

poczatkowych bakterii.
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5.5. Whnioski koncowe

W niniejszej rozprawie doktorskiej opisalem modulty mikroprzeptywowe, z ktérych
kazdy z osobna moze by¢ wykorzystany do prowadzenia badan z zakresu np. biologii czy
chemii analitycznej i ktére stanowig warto$§¢ dodang do dziedziny mikroprzeptywow:
szeregowy rozcienczalnik opary na kroplach, ktory cechuje si¢ nieosiggalng do tej pory
dla tak matych objetosci precyzja i dokladnoscia oznaczen; geometrie modutow do
pasywnej emulsyfikacji, takze wysokoprzepustowej, ktéra umozliwia emulsyfikacje
szeregu probek bez objetosci martwych, tak w ukladzie zorientowanym poziomo (z
bypassami), jak 1 pionowo, w dodatku z mozliwos$cig integracji z innymi modulami
mikroprzeplywowymi; metoda separacji emulsji w szeregu bez usuwania ich z ukladu
mikroprzeplywowego 1 identyfikacji warunkow reakcji w emulsji dzigki znajomosci
kolejnosci generowania emulsji. Integracja niektérych z tych modutéw umozliwita
opracowanie metody wysokoprzepustowego oznaczania parametru scMIC, tj. odpornosci
na antybiotyk na poziomie pojedynczych komorek, z przepustowoscig znacznie wyzsza
niz uzyskiwana w oznaczeniach klasycznymi metodami przy uzyciu plytek

wielodotkowych.

Badania nad emulsyfikacja, ktore tu opisatem, umozliwiajg lepszy wglad w mechanizm
wymuszonej geometrig kanatu emulsyfikacji duzych kropel, za$ opracowane przeze mnie
metody eksperymentalne oferujg szerokie spektrum mozliwosci badawczych dla

kazdego, kto zechce z tych metod skorzystac.
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