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Lihendid

MUG — 4-metiilumbellifertitil-B-D-glikuroniid

DMSO - dimetdulsulfoksiid

PDMS — polidimetidlsiloksaan

CFU — colony-forming unit - kolooniat moodustav thik

PC — poliikarbonaat

MUGal — 4-metiitilumbelliferail- B-D-galaktopiranosiid

GUS — B-D-glikuronidaas

GFP — green fluorescent protein — roheline fluoresseeruv valk

E. coli — Escherichia coli



Sissejuhatus

Tilga mikrofluidika on mikrofluidika alaliik, kus tehakse lihikese ajaga palju vdikeseid vesi-olis tilkasid.
Meetodi eeliseks on kasutatavate reagentide vadikesed ruumalad, mis teevad selle kiireks, odavaks ja
kuna ka jaadke tekib vahe, ka loodussdbralikuks. Kuna iga tilk on nagu eraldi vaike katseklaas saab
korraga teha palju katseid. Mikrobioloogias kasutatakse tilga mikrofluidikat, sest see vdimaldab
tuvastada baktereid ja maarata nende resistentsust antibiootikumidele kiiremini kui klassikaline
valjakilv Petri tassile. Kuna tilga ruumala on vaike kasvavad bakterid selle sees kiiresti tuvastamiseks
vajaliku kontsentratsioonini. Lisaks aitab see viia ldabi suuremahulisi katseid ja uurida mikroobide
fiisioloogiat ning omavahelisi interaktsioone.

Kdesoleva t66 eesmargiks on leida mikrofluidika laboris edaspidiseks kasutamiseks sobivaid
mikrobioloogia margiseid. Sobiv margis peaks tuvastama bakterite kasvu tilkades véimalikult kiiresti
ja voimalikult vahe lekkima tilkade vahel, kuna see pdhjustaks valepositiivseid signaale.

T66 esimene peatilikk annab Ulevaate tilga mikrofluidikast ja selle kasutusest mikrobioloogias. Lisaks
katsetest, mida uuritavate margiste, 4-metiilumbelliferiitil-beeta-D-glikuroniidi (MUG) ja 4-
metldlumbellifertitil-beeta-D-galaktopiranosiidiga (MUGal), varem tehtud on. Teises peatiikis on
kirjeldatud kasutatud materjale ja meetodeid, labiviidud katseid ning anallisiks kasutatud
mikroskoopi ja tilkade anallilisi programmi. Viimases peatikis on katsete tulemused ja tehtud
jareldused.

T66 tulemustena selgus, et mélema uuritud margisega on bakterite kasv mikrofluidika tilkades
tuvastatav, aga kumbki neist ei toota tadiuslikult. Molema margisega tekib monedes tilkades
valepositiivne signaal, tilkades toimub iseeneslik fluoresseeruva produkt teke voi leke tilkade vahel.



1. Kirjanduse llevaade
1.1 Mikrofluidika

Mikrofluidika on tehnoloogia, kus manipuleeritakse peenikeste kanalitega, mille |dbim&ddud on
kiimnetes vOi sadades mikromeetrites. See on gaasikromatograafia, kapillaarelektroforeesi ja
korgsurve-vedelikkromatograafia edasiarendus. Vorreldes eelnevate meetoditega on mikrofluidika
kompaktsem ja mitmekilgsem. Meetodi valjaarendamist alustati 1990. aastatel USA-s ja selle algne
eesmark voitlus keemiliste ja bioloogiliste relvadega — vaja oli vimalikult lihtsalt, kiirelt ja vaikesest
proovi kogusest teha kindlaks nende relvade kasutamist. (Whitesides, 2006)

1.1.1 Tilga mikrofluidika

Tilga mikrofluidikas tehakse mikrokanalite abil emulsioone. Emulsiooni moodustavad kaks teineteises
mitte segunevat vedelikku, nditeks dli ja vesi. Lisaks neile kasutatakse mikrofluidikas tilkade tegemisel
ka surfaktanti, mis hoiab tilkasid koos, muidu laguneksid need aja jooksul ja katseklaasi tekkiksid uuesti
eraldi vee ja 0li kiht. Katsetulemuste mugavamaks analliiisimiseks peavad tilgad olema Uhesuguse
suurusega, selle saavutamiseks kasutatakse mikrofluidika kiipe. (Autour & Ryckelynck, 2017)

Kuna Uhesuuruste tilkade tegemiseks ei piisa lihtsalt vee ja 6li segamisest, on identsete tilkade
saamiseks vidlja arendatud erinevaid meetodeid ja eri-geomeetriaga kiipe, mille abil voimalikult
sarnased tilgad saada.(Autour & Ryckelynck, 2017)
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Joonis 1. Joonisel on erinevad kiibi geomeetria vdimalused tilkade tegemiseks: a) on (ihise teljega vedelikevood, b) T-kujuline
tihendus, c) T-kujulise iihenduse tdiendus, kus proov tuleb kahest suunast ja d) voogude fokusseerimine.Mugandatud joonis
(Autour & Ryckelynck, 2017)

Uks v&imalus selleks on kaasvoog ehk vee kapillaar 8li voolu sees. Sellisel juhul on kahe vedeliku
mikrokanalitel Gihine telg. Vesi tuleb keskelt ja 6li on igal pool selle imber. Seda on kujutatud joonisel
a. Teine vBimalus on T-kujuline tGhendus, kus 6&li voolab otse ja vesi tuleb 6li sisse 90°C nurga all.
Faaside kokku saamisel tekib nihe, mille tulemusena eraldub tilk. Selle meetodiga on hea teha
suuremaid tilkasid ning seda on kujutatud joonisel b. Joonisel ¢ on kujutatud T-kujulise Ghenduse
tdiendus, mis vdimaldab algsest variandist paremini tilkade suurust ja tekkimise sagedust kontrollida
ning sattida sobivaks edasise analliisi masinatele voi tilkade sorteerijale. Viimasel joonisel, d, on
kujutatud voogude fokusseerimise meetodit, mida kasutades on hea teha vaikeseid tilkasid, samuti on
see eelnevalt mainitutest kdige kérgema tootlikkusega viis, mis teeb selle optimaalseks meetodiks
suuremahuliste katsete labiviimiseks. (Shang et al., 2017; Taylor et al., 2022)

Lisaks varem mainitud meetoditele, mida nimetatakse passiivseteks, kuna need ei vaja tdiendavaid
joudusid, on olemas veel aktiivsed meetodid, kus kasutatakse tilkade tegemiseks korvalisi jGude.
Uheks sellistest meetoditest on jarsk rdhu muutmine. Joonisel e on niidatud tehnoloogia, kus
vedelikud on alguses kdrge rohu all ja kui seejarel ruumala jarsult suureneb ning réhk seeldbi langeb,
tekivad tilgad. Lisaks réhu muutmisele on vdimalik erineva suurusega tilkasid teha naiteks viskoossust
ara kasutades, tanu sellele, et viskoossus temperatuuri muutudes vaga palju muutub.



Parast tilkade genereerimist on neid véimalik sdilitada selleks ettendhtud kambritega kiibis vdi korjata
kiibilt eraldi olevasse reservuaari, naiteks sistlasse, tuubi voi kapillaari. (Autour & Ryckelynck, 2017,
Christopher & Anna, 2007)
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Joonis 2. Aktiivne tilkade tegemine. Sinisega on joonisel mdrgitud vesi, mis voolab vasakult paremale. Alguses on see kérge
réhu all, pdrast muutub rohk jarsku vidiksemaks ja tekivad tilgad. Mugandatud joonis (Autour & Ryckelynck, 2017)

1.1.2 Tilga mikrofluidika rakendused

Tilga mikrofluidika iheks peamiseks eeliseks teiste meetodite ees on katse vaike ruumala. Tilkade
ruumala on tavaliselt nanoliitrites, mis teeb katse kiireks ja odavaks. Lisaks véimaldab see teha palju
tilkasid, mis tagab suure ldbilaskevbime ning teeb meetodi tundlikuks ja spetsiifiliseks. Katse vaike
ruumala on hea ka keskkonnale, sest kasutatakse vahe reagente ja ka jadke tekib vdahe. See véimaldab
protsesse automatiseerida ja vdhendab vea ohtu vorreldes kasitsi tehtavate katsetega. Kuna iga tilk
on nagu Uks paralleelkatse, vdimaldab tilkade hulk saada statistiliselt olulisi andmeid. Samuti saab
analltsida suures hulgas haruldasi sindmusi voi vaikestes kontsentratsioonides aineid. Tanu sellele
kasutatakse tilga mikrofluidikat paljudes eri valdkondades. Naiteks analttilises keemias molekulide
tuvastamiseks, ravimiuuringutes, rakubioloogias ja toidutehnoloogias. See on ka paljulubav
tehnoloogia meditsiinis kliiniliste skriiningute jaoks, kuna vdimaldab kiiresti ja odavalt analiitisida palju
proove. (Chou et al., 2015; Scheler et al., 2019)

Uheks tilga mikrofluidika kasutusalaks on the raku tasandil analiiiisid. Kuna uuritavad rakud on
Ukshaaval vaga vaikesed on nendega lkshaaval imberkaimine klassikalisel meetodil, kasutades petri
tasse, keeruline. Lisaks sisalduvad paljud komponendid rakkudes vaid vdga madalatel
kontsentratsioonidel mille tottu vajab nende analiiisimine kdrge tundlikkuse ja spetsiifilisusega
meetodeid. Sellise analiilisi esimese etapina on vaja rakud Ghekaupa eraldada. Eraldamine on vGimalik
labivoolu tslitmeetriaga, mis tuvastab ja jagab rakke neil olevate fluorestsentssmargiste jargi, selline
meetod on aga kallis ja vajab suuri proovi hulkasid. Tilga mikrofluidika aga voimaldab rakke odavamalt
Ukshaaval kapseldada ja vajab viikeseid koguseid proove, mis tahendab, et ka jadke tekib palju vahem.
Lisaks vGimalab tilga mikrofluidika erinevalt varem selleks kasutusel olnud labivoolu tstitomeetriast
rakke pikema aja jooksul jdlgida. Parast Ukshaaval kapseldamist saab tilkades olevaid rakke, optilisi,
elektrokeemilisi, akustilisi, magneetilisi meetodeid voi massispektromeetriat kasutades detekteerida
ja edaspidiste katsete tarbeks sorteerida. (Luo et al., 2019)



1.1.3 Tilga mikrofluidika kasutamine erinevates mikrobioloogia valdkondades

Mikrobioloogia valdkonnas on mikrofluidikal neli peamist kasutusala. Selle abil detekteeritakse ja
identifitseeritakse mikroorganisme (i), uuritakse mikroobide antibiootikumiresistentsust (ii) ja iii)
nende fiusioloogiat ning omavahelisi interaktsioone. Samuti uuritakse tilga mikrofluidikat kasutades
uusi tehnikaid biotehnoloogias(iii), kuna see voimaldab teha suuremahulisi katseid (iv). (Agresti et al.,
2010; Kaminski et al., 2016; Song et al., 2006)

i) Mikroorganismide detekteerimine ja identifitseerimine. Naiteks saab tilga mikrofluidikat kasutada
sepsise anallusiks. Kuigi soolestikus on E. coli normaalne, pohjustab ta rasket seisundit sattudes verre.
Uks analiitisidest, kus on viga oluline mairata baktereid kiiresti, on E. coli otsimine verest sepsise
kahtluse korral. Sepsis areneb kiiresti ja seoses antibiootikumiresistentsuse tdusuga on seda aina
raskem ravida. Oluline on mitte ainult voimalikult kiire diagnoosimine, vaid ka sepsist pohjustanud
bakterite resistentsus antibiootikumidele. Lisaks klassikalisele valjakiilvile saab baktereid verest otsida
PCR-ga. See on palju kiirem, aga ei ole tihti piisavalt tundlik meetod, et tuvastada ka vdga madalaid
bakterikontsentratsioone (1-100 CFU/ml). Lisaks bakteritele on veres palju teisi rakke, mis segavad
analldsi ja tekitavad tugevat taustasignaali. (Choi et al., 2017; Das et al., 2017; Kang et al., 2014)

Teise nditena saab tilga mikrofluidikas kasutatakse bakterispetsiifilisi DNA oligonukleotiididega
sensoreid, mis on mikrokanalite seinte kiljes. Parast sellise kanali [abimist juhitakse vereproov kokku
Oliga ja tehakse sellest tilgad. Edasi juhitakse baktereid sisaldavad tilgad automaatsesse
anallsaatorisse. Kuna tilgad on tihesuurused ja bakteritest on eraldatud muud anallisi segavad
vererakud, on analliis tarkvara abil teostatav. Baktereid sisaldavad tilgad fluoresseeruvad ning
tarkvara loeb kokku koik tilgad ja arvutab nende hulgas floresseeruvate osakaalu, mille jargi saab
arvutada bakterite kontsentratsiooni. (Kang et al., 2014)

ii) Mikroobide antibiootikumitundlikkuse uuringud. Mikrofluidika tilkade kasutamine patogeensete
E. coli tiivede p&hjustatud haiguste ravis. Kuna ravimiresistentsus aina suureneb, vajatakse samade
haiguste raviks pidevalt uusi ravimeid. Pidevalt testitakse kombinatsioone tuhandetest
olemasolevatest ravimitest ja antibiootikumidest leidmaks selliseid, mis ka reistentsetele
mikroobidele md&juvad. Selliste katsete jaoks saab kasutada tilga mikrofluidikat, mis vGimaldab
vadikeste proovikogustega labi proovida palju erinevaid kombinatsioone. Tehakse 1 nl vesi dlis tilgad,
mis sisaldavad baktereid, fluoresseeruvad margist ja uuritavaid ihendeid. Tilkasid inkubeeritakse
PDMS-ist kiibis ja seejarel skanneeritakse mikroskoobis. Mikroskopeerimine vdimaldab kindlaks
madrata, millised Ghendid on igas tilgas ja, kas bakterid seal kasvavad. (Kulesa et al., n.d.; Scheler et
al., 2019)

Analiusimaks paljude bakteritega proovist just E. coli baktereid on mikrofluidikat véimalik ihendada
naiteks viirusvektorite tehnoloogiaga. Selleks kasutatakse E. colile spetsiifilisi bakteriofaage. Faagid
|GUsivad ensiimaatiliste reaktsioonidega peremeesraku ja selle kdigus vabaneb palju uusi bakteriofaagi
virione. Nii on vaja alguses vdga vahe viiruseid ja kui proovis Uksikuidki E. coli baktereid leidub,
hakkavad faagid kiiresti paljunema, mis teeb meetodi nii spetsiifiliseks kui ka tundlikuks. Protsessi
jalgimiseks on faagid geneetiliselt muundatud ja sisaldavad reporter-geene, mis kodeerivad
mikroskoobis lihtsasti tuvastatavaid signaale. Uheks selliseks on modifitseeritud T7 faag, mis toodab
lutsiferaasi abil fluoresseeruvat signaali. Sellise modifitseeritud T7 bakteriofaagidega ja mikrofluidika
tilkadega meetodiga 100 ml vee anallitisimine vdtab aega 5,5 tundi, mis on palju kiirem kui baktereid
Petri tassile kulvates.(Alonzo et al., 2022)

iii) Mikroorganismide fiisioloogia uuringud biotehnoloogia rakendusteks. Ensiimaatiliste protsesside
toimimiseks on vaja Uksteisest sbltvate reaktsioonide vorgustikku. Sellised reaktsioonid ei kulge
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tavaliselt iseeneslikult, mis teeb nende kontrollimise ja enda tahtele allutamise keeruliseks. Tanu
voimalusele vedelike vooga vajalikke reagente vajalikul ajal kohale tuua ja produkte eemale viia saab
tilga mikrofludika abil teostada mitteiseeneslikke reaktsioone. Uheks biokeemilistest
reaktsioonikaskaadidest, mida mikrofluidika abil on tehislikult saavutatud on Co%* ioonide
autokataltttiline teke. Looduslikult on see vajalik signaalide edasikandumiseks rakus. (Song et al.,
2006)

Mikrofluidika abil saab segaproovidest eraldada haruldasi v6i vaga aeglaselt paljunevaid
mikroorganisme. Seda tehnoloogiat on kasutatud mullasproovidest (iksikute bakteriliikide
eraldamiseks. (Song et al., 2006)

iv) Suuremahulised katsed mikrobioloogias ja biotehnoloogias. Sellisteks on naiteks skriining. Uks
sellistest nadidetest on parmis madardika peroksiidaasi tootmise muutmine effektiivsemaks.
Parmirakkudesse transformeeriti juhuslike mutatsioonidega madardika peroksiidaasi kodeerivad
geenid. Rakkude kasvatamisel ekspesseerusid erinevad enstilmivariandid. Seejarel kapseldati
parmirakud mitte-fluoresseeruva substraadiga mikrofluidika tilkadesse ning inkubeeriti.
Inkubeerimise jarel sorteeriti tilgad kibil nii, et intensiivsema fluorestsentsiga tilgad sisaldaks
sobivaimaid enslilimivariante. Korrates protseduuri neli korda saavutati kiimnekordne enstidmi
aktiivsuse tous. (Agresti et al., 2010) Sellise katse jaoks on vaja tilkasid sorteerida ja seda tehakse
erineva geomeetriaga kiipe kasutades. Lisaks sorteerimisele véimaldavad kibid ka (hesuuruseid
tilkasid segada ja vaikseid suuremateks Gihendada. (Song et al., 2006)

1.2 Mikrobioloogias kasutatavad fluorestseeruvad margised tilga mikrofluidikas

Fluoresseeruvad margised on vajalikud bakterite kasvu kindlaks tegemiseks. Mikrofluidika tilkades on
vaja margiseid, mille abil saab 6elda, millises tilgas bakterid kasvavad ja millises mitte.

1.2.1 Resorufiin

Resorufiiniga bakterite kasvu tuvastamine p&hineb mikroorganismide oksiidatiivsel hingamisel. Selle
kdigus toimub margisega redutseerimisreaktsioon. Bakterirakkude oksidatiivsel hingamisel osalev
NADH oksudeerub NAD*-ks ja resozurin redutseerub resorufiiniks. Reaktsiooni toimumiseks on vaja
kahte prootonit iga margise molekuli kohta ja ko&rvalproduktina tekib vesi. E. coli bakterite
fluoresseeruva signaali tekkimiseks laheb aega umbes kolm tundi. Ergastuse maksimum on 550 nm ja
emissiooni maksimum 585 nm. Mikroskoobis mdd&detakse fluorestsentsi tavaliselt punases
vahemikus. (Boitard et al., 2015; Scheler et al., 2016)

JSS NN un) IS S SN

Joonis 3. Vasakul on resazurin ja paremal resorufiin. Noolega on tdhistatud reaktsiooni kulgemise suund okstlidatiivselt
hingavate mikroorganismide tuvastamisel. Resazurin redutseeritakse fluoresseeruvaks resorufiiniks. (Scheler et al., 2016)

)

Z —

Resorufiin on levinud metaboolselt aktiivsete bakterite jalgimiseks. Kuna selle fluorestsentssignaal
tekib ainult siis kui toimub okslidatiivne hingamine, saab seda mikrobioloogia katsetes kasutada
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tuvastamiseks, kas mikroorganismides toimub parajasti okslidatiivne hingamine vai kddrimine. See on
levinud margis ka tilga mikrofluidikas metaboolselt aktiivsete mikroorganismide tuvastamiseks, aga
selle puuduseks on suur leke tilkade vahel. Margis laheb veetilgast vesiikulitega dlisse ja sealt teistesse
veetilkadesse. See teeb positiivsete, baktereid sisaldavate ja negatiivsete, tiihjade tilkade signaalide
vahe peaaegu olematuks. Positiivsete tilkade signaal ndrgeneb, sest osa margist laheb sealt vilja ja
tihjade tilkade signaal tduseb kuna margis siseneb sinna tilkasid Umbritsevast dlist. (Scheler et al.,
2016)

1.2.2 C-12 resorufiin

Sarnaselt resorufiinile tekib margis reaktsioonil oksilidatiivselt hingavate rakkude NADH-ga, aga selle
margisega laheb fluorestsentsi tekkimiseks natuke kauem aega ning signaali nahti 4 tunni péarast.
Pikema aja kulumise pShjuseks voib olla C-12 resorufini ndrgem fluorestsents — selleks, et signali ndhe
oleks on vaja rohkem molekule. Samuti voib pdhuseks olla molekuli suurus. Kuna vorreldes
resorufiiniga on C-12 resorufiini molekulil lisaks pikk siisinikuahel, v6ib see aeglustada molekuli
lilkumist labi plasmamembraani bakteri sisse voi takistada reaktsionil enslilimidega seondumist.
Margise ergastamiseks on vaja lainepikkust 490 nm ja emissioon toimub 575 nm. Mikroskoobis
moddetakse signaali punases vahemikus. (Braissant et al., 2020; Scheler et al., 2016)

(CHg)11CHy
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Joonis 4. Vasakul on C-12 resazurin ja paremal C-12 resorufiin. Noolega on tdhistatud reaktsiooni kulgemise suund
okstidatiivselt hingavate mikroorganismide tuvastamisel. Reaktsiooni kdigus redutseerub C-12 resazurin C-12 resorufiiniks ja
NADH okstideerub NAD*-ks, reaktsiooni toimumiseks on vaja kahte prootoneid ja kérvalproduktina tekib vesi.(Scheler et al.,
2016)

)

QZ—

C-12 resorufiin lekib palju vahem kui resorufiin. See on ka tundlikum ja spetsiifilisem ning kasvavate
bakteritega tilga positiivne plsib pikema aja valtel palju tugevam kui ilma bakteriteta negatiivse tilga
oma. Tanu nendele omadustele on  C-12 resorufiin sobiv margis mikrofluidika tilkades
mikroorganismide kasvu tuvastamiseks ja jalgimiseks. Vorreldes resorufiiniga plsib selle margise
signaal kauem. Resorufiiniga margistatud tilkades on positiivne signaal negatiivsega vérdne juba 9
tunni parast, aga C-12 resorufiiniga on ka 15 tunni méédudes signaalid selgelt eristatavad. (Braissant
et al., 2020; Scheler et al., 2016)

1.2.3 MUG

MUG on 4-metllilumbellifertdlil péhinev margis, millega saab Escherichia coli baktereid tuvastada
tdnu mikroobide toodetavale enslimile, B-D-glikuronidaasile (GUS). Selleks lisatakse vedels66tmes
kasvavatele bakteritele MUG maérgist, mida B-D-gliikuronidaas lagundab. Selle reaktsiooni tulemusena
tekib fluoresseeruv produkt, mida on vdimalik mikroskoobis ndha ja selle jargi bakterid tuvastada.
(Pala et al., 2020)

4-metiilumbellifertitil- B -D-glikuroniidi (MUG) ergastuseks on vaja valgust lainepikkusega 360nm ja
fluorestsentsi moddetakse lainepikkusel 450 nm. Margise eelisteks on lahustuvus vees, mis tahendab,
et ei ole vaja kasutada lahustamseks eraldi lisaaineid, mis véivad olla mikroorganismidele toksilised.
MUG ise on vaga norgalt toksiline ja hidrolllsub mikroobide enslilimide toimel kergesti. Lisaks on
see fluorogeenne, mis teeb ta hasti mikroskoobis jalgitavaks. Margise puudusteks on ndérk stabiilsus
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vees, mis tdhendab, et see vdib iseenesest laguneda ja selle tdttu on oluline teha lahus vahetult enne
katse labiviimist. Samuti on MUG-il lGsna korge happe dissotsiatsioonikonstant, pKa = 7,8, mis
tahendab, et see on aluseline. (Pala et al., 2020)

E. coli baktereid maaratakse tihti kindlaks vees, et otsustada nende kontsentratsiooni jargi kogu vee
saastatuse Ule. Selleks saab teha kasutades qPCR, valjakilvi vdi membraani filtratsiooni meetodeid,
aga nende kdigi puuduseks on E. coli tuvastamiseks piisava koguseni kasvamiseks kuluv aeg. Uhtegi
neist anallilsidest ei saa teha kiiremini kui 18 tunniga. (Pala et al., 2020)

- CH,
N S
HO 0 00 HO o0

OH

Joonis 5. Vasakul pool on MUG mdrgise struktuur. Paremal on fluoresseeruv produkt, mis saadakse mdrgise gliikosiidsideme
lagundamisel bakterite 8-D-gliikuronidaasi kataliiiisil. (Pala et al., 2020)

Varem on MUG-i kasutatud vortexil tehtud tilkades E. coli kasvu jalgimiseks. Vortexiga tilkade
tegemiseks on vaja segada tuubi kokku bakterid vedels66tmes ning uuritav margis ja lisada sinna
surfaktandi lahust 6lis. Surfaktant on vajalik selleks, et tilgad oleksid stabiilsed, ilma selleta lagunevad
nad kiiresti dra ja tuubis olevad 6li ning vesi kihistuvad. Sellisel viisil vortexiga tehtud tilkasid vaadati
mikroskoobis 9 tunni jooksul iga 30 minuti tagant. (Pala et al., 2020)

Kuna vortexil tehtud tilgad ei ole identse suurusega, tuleb sellisel juhul kasutada tilkade suuruse
mootmiseks mikroskoobiga tavalisese valguse viljas véljas tehtud pilte. Bakterite kasvu
kindlaksmaaramiseks, mille jargi uuritava margise effektiivsuse lle saab otsustada pimedas DAPI filtrit
kasutades. (Byrnes et al., 2018; Pala et al., 2020)

Sellised tilgad jadvad stabiilseks rohkem kui 144 tunniks, mis tdhendab, et neid saab kogu selle aja
valtel inkubeerida ja meetod sobib ka Escherichia colist aeglasemalt paljunevate bakterite kasvu
jalgimiseks. Vortexil tilkade tegemise eeliseks on meetodi kiirus, see vétab palju vahem aega, kui
pumpade ja kiipidega identse suurusega tilkade valmistamine. (Byrnes et al., 2018; Freier & Hartman,
1987)

1.24 MUGal

MUGal margise abil saab tuvastada kolibaktereid tanu nende ensuiiimile beeta-galaktosidaasile, mis
4-metiilumbelliferiilil-beeta-D-galaktopliranosiidi lagundab ja selle reaktsioni kdigus UV-valguses
fluoresseeruvat  4-metitlumbellifertiiili  toodab. Looduses katallilsib  enstiiim beeta-
glikosiidsidemete [Ghustamist aidates bakteril laktoosi gliikoosiks ja galaktoosiks IGhustada.
Fluorestsentsi saab naha samal lainepikkusel nagu MUG maérgise oma, 450 nm. (Pala et al., 2020)
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Joonis 6. Vasakul on MUGal mdrgise struktuur ja paremal produkt, mis tekib mdrgise lagudamisel. Parempoolsel pildil olev
4-mettiilumbelliferiiiil tekitab UV valguses ndhtava fluorestsentsi. (Pala et al., 2020)

MUGal margise kasutamisest mikrofluidika tilkades ei ole artikeid kirjutatud, aga seda kasutatakse
bakterite tardsé6tme koostisosana kasvu tuvastamiseks. Uks sellistest on kommertsiaalne MI-Broth
Media komplekt. Komplektis on tahke agarsééde, millel kasvavad E. koli kolooniad muutuvad tanu
so0tmes olevale MUGal margisele siniselt fluoresseeruvaks. S66de sisaldab ka antibiootikumi
cefsulodin, mis inhibeerib Gram-positiivsete ja ka mGnede Gram-negatiivsete bakterite kasvu, mis
voiksid muidu lisaks kolibakteritele margist lagundavaid ensliime toota ja seeldbi valepositiivse
tulemuse anda. Selle pH on 6,95. (Byrnes et al., 2018; Mary Jo Zimbro et al., n.d.)
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2. Too6 eesmark

Kdesoleva t66 (ldiseks eesmargiks on leida mikrofluidika labori edaspidiseks t66ks sobivaid
fluorestsentsmargiseid, mille abil saaks tuvastada bakterite kasvu vesi-6lis tilkades.

Konkreetseteks t66 Ulesanneteks oli uurida jargmiste margiste kasutamist vesi-6lis tilkades bakterite
kasvu tuvastamiseks:

1) 4-metiilumbelliferiitil-beeta-D-gliikuroniid (MUG)
2) 4-metlaldlumbelliferiil-beeta-D-galaktopiranosiid (MUGal)
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3. Materjalid ja meetodid

To6s uuriti mikrobioloogias kasutatavate fluorestsentsmargiste 4-mettilumbelliferiil-beeta-D-
glikuroniid (MUG) ja 4-metlitlumbelliferiiGl-beeta-D-galaktopilranosiid (MUGal) kasutamist tilga
mikrofluidikas.

e Esimese etapina valmistati mikrofluidika kiip, mida edaspidi kasutati tilkade tegemiseks

o Selle kiibiga tehti baktereid sisaldavad vesi-6lis tilgad, et uurida MUG ja MUGal margiste
kasutamist

e Tilkasid mikroskopeeriti erinevatel ajapunktidel peale inkubeerimist

e Mikroskoobis tehtud pilte analiiiisiti Cellprofiler tarkvaraga

3.1 Kiibi valmistamine

Tilkade tegemiseks kasutati poliidimetiilsiloksaanist mikrofluidika kiipi, mis valmistati samuti t66
raames. Referentsina kasutati poliikarbonaadist kiipi, mille abil tehti vorm ja seejarel valati vormi uus
kiip.

e Polldimetiilsiloksaani (PDMS) segu SYLGARD 184 Silicone Elastomer Kit (Dow Corning, USA)

e Ahi DRY-Line® DL-53 (VWR®, USA)

e Polikarbonaadist mikrofluidika kiibi toorik (professor Piotr Garstecki toogrupi kingitus, Poola

Teaduste Akadeemia, Flsikalise Keemia Instituut)

o Biopsiandel (Agar Scientific Ltd, Suurbritannia)

e Perfluorooktiiltriklorosilaan (Alfa Aesar, USA)

o Tilga mikrofluidika 6li EGC-1720 Novec™ Electronic Grade Coating (3MTM,USA)

e (Corona sisteem BD-20AC (Electro-Technic Products Inc., USA) (Bordk et al., 2021)

e Alusklaas méotmetega 75x50x~1 (Corning®, USA)
3.1.1 PDMS segu ettevalmistamine

Antud t60s kasutatud mikrofluidika kiibid valmistati kohapeal mikrofluidika laboris. Kiip oli valmistatud
PDMS-ist, mis oli kinnitatud alusklaasile. Kiibi tegemiseks kasutati PDMS segu. See koosneb
pohivedelikust ja seda tahkeks muutvast reagendist, mida lisatakse 100g pohivedeliku kohta 10 g.
Reagente segati plasttopsis, kuni need olid taielikult segunenud. Selle kdigus tekib segusse palju
ohumulle, millest vabanemiseks kasutati vaakumit. Tops seguga asetati tsentraalvaakumiga
Uhendatud eksikaatorisse ja kaivitati pump. Kui segu oli tdusnud topsi dareni lllitati pump vélja ja jaeti
tops 30-40 minutiks eksikaatorisse seisma. Selle aja jooksul vajus segu alla ja dhumullid olid kadunud.

3.1.2 Kiibi vormi valmistamine

Vorm kiibi valamiseks tehti samuti PDMS segust. Selleks valati segu fooliumist vormitud anumasse,
valati selle pohja 6huke kiht PDMS segu, lisati poliikarbonaadist kiip ja valati peale 5 cm paksune PDMS
segu kiht. Kui segu tekkimisel tekkisid dhumullid, eemaldati need pipetiotsaga. Seejarel hoiti vormi 60
min ahjus 120 °C juures, et see tarduks. Tardunud segu Umbert eemaldati foolium ja IGigati vélja
poliikarbonaadist kiip.

Saadud vorm asetati kolmeks tunniks tdmbekapi all asuvasse eksikaatorisse koos kahe 1,5 ml tuubiga,
milles m&lemas on 5 ul SILANE-t ning lllitati sisse vaakum. Parast silaanimist ei jda vormi valatav PDMS
segu enam selle kiilge kinni ja kiipi on véimalik vormist eraldada. Poliikarbonaadist kiip saadi Professor
Piotr Garstecki toogrupist, Poola Teaduste Akadeemia Fiilisikalise Keemia Instituudist.
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3.1.3 Kiibi valmistamine

Kiibi tegemiseks valati PDMS segu saadud vormi ja eemaldati pipetiotsaga tekkinud dhumullid. Kdige
olulisem on, et mulle ei oleks kanalite |dheduses. Seejarel asetati segu tunniks ajaks 120 °C ahju. Valmis
kiip 10igati vormist valja, et see kergemini lahti tuleks tilgutati dare alla metanooli.

Valmis kiibile torgati 1 mm biopsiandelaga neli auku voolikute Gihendamiseks ja kinnitati alusklaasile
mootmetega 75*50*%1 mm. Kdigepealt asetati kiip ja klaas laminaari alla ning puhastati teibiga. Kiibi
kinnitamiseks klaasile toodeldi nende pindasid Corona Electrode-ga (Bordk et al., 2021) liigutades
seadet 0,5 cm kaugusel pinnast 2 korda (ile nende ja asetati kiip klaasi kiilge. Seejarel muudeti kiibi
kanalid hiidrofoobseks viies kanalitesse siistlaga NovecTM 1720 Electronic Grade Coating reagent ning
lastes vedeliku auramiseni tombekapi all seista.

Joonis 7. 1- poliikarbonaadist kiip, mida kasutatakse PDMS-ist vormide tegemiseks. 2 - PDMS-segust kiibi vorm, mis silaanitakse, et valatav kiip
selle kuumutamise ajal selle kiilge kinni ei jciciks. 3 - PDMS-segust kiip, mis on vormist vdlja vetud ning millesse on voolikute jaoks biopsiandelaga
augud tehtud. Vedel PDMS pannakse fooliumist vormi ja selle sisse surutakse poliikarbonaadist kiip nii, et kbik kanalid tdituksid PDMS-iga.
Seejirel kuumutatakse seda ahjus ja Ibigatakse vormist véilja. Saadud vorm silaanitakse ja edaspidi kasutatakse seda uute kiipide valmistamiseks.
Selleks valatakse silaanitud vormi vedelat PDMS-i ja kuumutatakse. Silaanimine on vajalik selleks, et kiip vormi kiilge kinni ei jéiciks.

3.2 Bakterite kasvatamine ja mérgiste lisamine

e Surfaktant PFPE (professor Piotr Garstecki to66grupi kingitus, Poola Teaduste Akadeemia,
Flusikalise Keemia Instituut)

0,5 mm ja 0,8 mm labimddduga voolikud (Bohlender GmbHm, Saksamaa)
Stereomikroskoop SMZ-171 (Motic, Hiina)

2 pumpa SyringePump (New Era Instruments, USA)

Sustlad diameetriga 7,29 mm Gastight® Syringes (Hamilton Co, USA)
Tarkvara SyringePumpPro (SyringePumpPro, Austraalia)
Spektrofotomeeter BioSpec-mini (Shimadzu, Jaapan)

Eschericha coli bakterid, tiivi W3110

e Inkubaator Orbital shaker ES-20 (Biosan, Latvia)

e Vedels6ode The Luria Broth (Biomaxima, Poland)

Escherichia coli (tivi W3110) bakterite kultuur vedels6dtmes kasvas inkubaatoris 37°C juures
segamisega 250 rpm ledd. Kuna sellel tivel on GFP kodeeritud kromosoomis, ei ole antibiootikumide
lisamine vajalik ja bakterid on alati fluoresseeruvad. See on vajalik, sest GFP fluorestsentsi kasutatakse
katses uuritavate margiste funktsionaalsuse hindamiseks. Kultuur oli 50 ml tuubis ja LB sd66det oli 5ml.
Katseks vajaliku lahjenduse arvutamiseks moddeti vedes66tmes olevast kultuurist tehtud 100 ja 10
kordsete lahjenduste optiline tihedus plastkivetis lainepikkusel 600 nm. Modtmiseks kasutati
spektrofotomeetrit BioSpec-mini (Shimadzu, Jaapan). Optilise tiheduse kaudu bakterite
kontsentratsiooni arvutamiseks kasutati Agilent Genomics kalkulaatorit.

16



Vedels66tmes olevat kultuuri lahjendati kontsentratsioonini 5*10- CFU/ml ja lisati sellele
fluorestsentsmargist (6hes katses MUG ja teises MUGal) kontsentratsioonis 0,1 mg/ml nii, et segu
oleks kokku 1 ml. MUG pulbrit hoiti +4°C juures kiilmkapis ja lahustati vees vahetult enne bakteritega
segamist. KG&iki lahjendusi teostati laminaari all. Nii katsetati margiseid MUG ja MUGal.

Saadud lahusest tehti mikrofluidika kiibi ja pumpade abil tilgad. Bakterite kontsentratsioon on valitud
nii, et monedes tilkades oleksid bakterid ja teistes mitte. Tilkade saamiseks kasutati kahte
SyringePump seadet Gastight® Syringes sistaldega, mille diameetrid olid 7,29 mm, stereomikroskoopi
SMZ-171 ning arvutit. Protsessi kontrollimiseks olid pumbad Uhendatud arvutiga, millesse oli
installitud SyringePumpPro tarkvara nende juhtimiseks. Uhes pumbaga siistlas on alguses 8li ja teises
surfaktandi 2% lahus 8lis. Esimese pumba liigutatava vedeliku voolukiirus oli 170 pl/min ja teise oma
120 pl/min.

Oli ja proovi viimiseks kiipi kasutati 0,5 mm voolikuid — lisaks 8li ja vee liigutamisele kiipi oli sellega
Uhendatud sistlaga voolik, mille abil vajadusel k&ik kiibis olev dhuga vélja likata ja 0,8 mm
labimoddduga voolik, mille kaudu valmis tilgad kiibist kogumistuubi liikusid. Tilkade tegemist jalgiti
mikroskoobi all kontrollimaks, et need on Ghesuurused.

Joonis 8. Voolikutega iihendatud kiip. 1 — 6li sisaldava siistla ja pumbaga Gihendatud voolik, millese tommatakse katse
tegemisel proov. 2 — 6hku tdis stistlaga iihendatud voolik kiibi puhastamiseks vajadusel. 3 — valmis tilkade kogumise voolik. 4
— surfaktandi lahuse siistla ja pumbaga lihendatud voolik. Voolikust 1 siseneb proov kiipi, voolikust 4 liigub kiipi surfaktandi
lahus 6lis, mis pdrast filtrite Idbimist saab kokku prooviga ja tekivad vesi dlis tilgad. Vooliku 2 abil, mile otsas on 6huga siistal,
saab vajadusel mustust mikrokanalitest vilja puhuda.

Katsesegu imeti tuubist voolikusse pumba abil, millega Uhendatud sistlas alguses &li oli. Seejdrel
Uhendati voolik kiibiga ja pumbati selles olev bakterisegu kiipi. Samal ajal liikus médda teist voolikut
kiipi ka surfaktandi lahus ja vedelike kokkupuutel tekkisid tilgad, mis koguti 5 ml tuubi.

Valmis tilkadest voeti 10 ul ja pipeteeriti Petri tassile, et vaadata neid uuesti mikroskoobi all ja
veenduda, et tilgad on Uihesuurused.Tilkasid vaadati mikroskoobi all kohe pdrast tegemist, 1, 3, 6, 12
ja 24 tundi hiljem. 1 ja 3 tunni méédudes ei olnud muutuseid ndha. Kuna MUGal margisega oli parast
6 tunnist inkubeerimist naha, et bakterid on kasvanud ja margise signaal intensiivsemaks muutunud,
skaneeriti kogu kamber. MUG margisega oli muutusi naha alles 12 tunni méddudes ja kogu kamber
skaneeriti siis. Lisaks skaneeriti mélema margise puhul kogu kamber katse |0petamisel, parast 24 tunni
moddumist.

3.3 Mikroskopeerimine

o Konfokaalmikroskoop Zeiss LSM 900 (ZEISS, Saksamaa)
e Tarkvara Zen 3.3 software (blue edition)
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e Countess TM cell counting chamber slides (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific)

Analliisi jaoks pipeteeriti osa tilkadest Countess TM cell counting chamber slides preparaadiklaasi
kambrisse ja asetati konfokaalmikroskoobi preparaadilauale. Kasutati 10 kordse suurendusega
objektiivi ja mikroskoopi juhiti sellega lihenduses oleva arvuti Zen tarkvara abil. Kogu kamber
skaneeriti ja pildistati 36-44 pildina. Tilkasid pildistati LSM 900 skanneeriva laseriga mikroskoobiga,
kasutades ZEN 3.3 (blue edition) tarkvara jargnevate satetega:

1. 10X suurendusega objektiiv, Plan-Apochromat 10x (NA 0.45)

2. Kasutatud laserid 405 nm ja 488 nm

3. Sinise kanali ergastus on 396 nm juures ja emissioon mdddetakse 410-470 nm vahemikus

4. Rohelises kanalis toimub ergastus 395 nm juures ja emissioon mdddetakse 500-700 nm

vahemikus
Protseduuri korrati kui tilgad olid inkubaatoris 37°C juures olnud ja bakteritel oli olnud aega kasvada.

3.4 Pildi jaandmeanallis

e Tarkvara CellProfiler (USA, Eli and Edythe L. Broad Institute of MIT and Harvard)
https://cellprofiler.org/

Piltide analliisimiseks kasutati tarkvara CellProfiler ja varem mikrofluidika laboris vilja to6tatud
CellProfiler-i protokolle. (Bartkova et al., 2020; Sanka et al., 2021)

Programmi sisestatakse konfokaalmikroskoobiga tehtud pildid, kus on korraga ndha bakteritest tulev
roheline ja nende kasvu nditava makeri sinine signaal, Uks selline pilt on joonise 4 esimene pilt.
Anallisi alguses eraldatakse pildil olevad roheline ja sinine signaal teineteisest ning tehakse saadud
pildid mustvalgeks. 4. joonise teisel pildil on ndha eraldatud sinist signaali varvituna mustvalgeks.
Eraldamise jarel tuvastatakse piltidelt kdik objektid, mida on naha 4. joonise kolmandal pildil. Sellisel
pildil moodetakse objektide suurus ja kuju ning filtreeritakse vélja need, mis ei ole immargused,
naiteks pildi darde jaanud poolikud tilgad. Ka teistest vdiksemad ja suuremad tilgad jadvad analiisist
vdlja. Allesjadanud Ummargused objektid on 4. joonise neljandal pildil. Parast filtreerimist loetakse
need kokku ning mdddetakse uuesti nende kdigi suurused ja emiteeritava valguse intensiivsus igas
tilgas eraldi. Tulemused véljastatakse tabelina, kus on ndha, mitu tilka proovis oli ja milline on iga tilga
emiteeritav valgus. Roheline signaal on kontrolliks, sest rohelist valgust emiteerivad GFP-ga bakterid
ja sinine valgus tuleb testitavast margisest.
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Joonis 9. CellProfiler tarkvara toimimiseeskiri, kus on ndha, mida ja, millises jarjekorras tarkvara sisestatud piltidega teeb. 1—Mikroskoobis tehtud
pilt, millel on koos sinise ja rohelise kanali enk GFP ja uuritava margise signaal. Pilt on sellisena nagu seda anallitsiks kasutati. 2 — ainult sinine
kanal margise signaaliga, tarkvara muudab kdik anallilsitavad pildid must-valgeks, 3—tarkvara poolt pildilt leitud objektid, 4 —tarkvara eemaldab
anallitsitavalt pildilt muu kujuga objektid ja anallitsib ainult immargusi.

Edaspidi ndidatud mikroskoobi piltidel on heledust Microsoft Word programmis 70% suurendatud, et
neid visuaalselt parem vaadata oleks. Andmeanaliitsiks on kasutatud to6tlemata pilte.
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4. Tulemused

To6 eesmark oli leida sobivaid mikrobioloogia margiseid bakterite kasvu tuvastamiseks tilkades.
Selleks testida kahte margist: MUG ja MUGal. Mdlemat margist lisati vedels66tmes kasvavatele
bakteritele ja tehti sellest lahusest vesi-6lis tilkade emulsioon. Tilkasid inkubeeriti 37°C juures, et
nende sees olevad bakterid paljuneksid ja muudaks margise substraadi nahtavaks produktiks. Kui
baktereid oli inkubeeritud 3, 6 ja 12 tundi, mikroskopeeriti tilkasid uuesti ning kui oli ndha signaali
muutumist intensiivsemaks, skaneeriti konfokaalmikroskoobiga kogu preparaadikamber, et saadud
pilte hiljem Cellprofiler tarkvaraga analliisida. Tulemuste anallilsil on negatiivsed tilgad kdik need,
kus baktereid ei ole v3i on nii vdahe, et nad ei ole veel tuvastatavad. Positiivsed tilgad on need, mille
signaal on vorreldes algsega intensiivsemaks muutunud ehk, milles on bakterid kasvanud.

4.1 MUG margisega E. coli kasvu tuvastamine tilkades

Oh 3h 6h 12h
Joonis 10. Tilkade pildid mikroskoobis kohe pérast tegemist, 3, 6, 12 ja 24 tundi hiliem. Joonisel on sinises kanalis pildistatud
uuritava mdrgise fluorestsents ja rohelises kanalis pildistatud GFP fluorestsents koos. Alates 12 tunnist on néha, et osa tilkasid

jédvad samasuguseks ja teistes hakkab signaal intensiivsemaks muutuma, seal on toimunud bakterite kasv ja need tilgad
annavad positiivse signaali.

24h

MUG + GFP

== 100pm

Joonisel 10 on néha, kuidas fluoresseeruv signaal ajas muutub. Alguses on kdik tilgad negatiivsed, mis
tdhendab, et neis ei ole baktereid v&i on nii vdhe, et signaali ei ole veel ndha. 3 tunni méédudes tilkasid
mikroskoobis vaadates on kdik tilgad ikka veel negatiivsed ja Ghtegi tugevama signaaliga tilka veel ei
ole. Samasugune on olukord ka parast 6-tunnist inkubeerimist. Alles 12-tunnise inkubeerimise jarel
tehtud mikroskopeerimisel on naha, et bakterid on kasvanud ja margist lagundanud, mille tulemusena
on osades tilkades intensiivsem signaal kui teistes. 24 tunni méddudes on kdik signaalid veel
intensiivsemad.

Edaspidised m&6tmised on tehtud 12 ja 24 tunni moddudes, sest 12 tunniga on ndha esimese signaali
teket ja katse |Opetati 24 tunni méddudes.
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Joonis 11. MUG signaali intensiivsus kohe pdrast tilkade tegemist, 12 ja 24 tundi hiljiem. X-teljel on sinises kanalis mé6detava
MUG mdrgise signaali intensiivsus ja y-teljel vastava tugevusega fluoresseerunud tilkade arv. Kolmel graafikul A, B ja C on
ndidatud kolme korduskatse tulemusi. 12 tunni pdrast tehtud méétmisel, mille tulemused on mdrgitud rohelisega, tdhistab
vasakpoolne kiiiir negatiivseid tilkasid, milles ei ole bakterid kasvanud ja parempoolne kiiiir positiivseid tilkasid, milles on
bakterid kasvanud ja signaal intensiivsemaks muutunud. Samamoodi on ka 24 tunni pdrast tehtud mdootmisel, mille
tulemused on téhistatud roosaga.

MUG-i signaali pohjal on kasvavate bakteritega tilgad eristatavad tiihjadest tilkadest 12h méédudes.
Mustaga on graafikul tdhistatud kohe parast margise lisamist ja tilkade tegemist sinises kanalis
moddetud signaal. Siis on koigil tilkadel sarnane signaali intensiivsus, sest Gheski ei ole bakterid veel
paljuneda joudnud ja kdik tilgad on negatiivsed. 12 tundi hiljem tehtud mddtmisel jagunevad tilgad
juba kahte ossa. Parempoolses osas on positiivsed tilgad, mille sees kasvavad bakterid ja pohjustavad
sellega signaali intensiivistumist, vasakpoolses osas on negatiivsed, ilma bakteriteta tilgad. 24 tundi
hiljem tehtud md&6tmisel on signaal veel intensiivsemaks muutunud ja tihjade ning bakteritega
signaalide keskmised intensiivsused on Uksteisest kaugemal, aga ikkagi ei ole need téielikult lahus.
Keskele jaavad ikka tilgad, mille emiteeritava valguse p&hjal ei saa 6elda, kas neis kasvavad bakterid
vOi mitte. Korduskatsetel negatiivsete ja positiivsete tilkade suhe varieeruv, kuna bakterite algne
kontsentratsioon oli veidi erinev.
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Joonis 12. Sinise ja rohelise signaali intensiivsus 0, 12 ja 24 tundi pdrast tilkade tegemist. X-teljel on sinises kanalis mé6detud
MUG mdrgise signaal ja y-teljel rohelises kanalis méédetud GFP signaal. Kolmel graafikul A, B ja C on ndidatud kolme
korduskatse tulemusi. Mustaga on tdhistatud kohe pdrast tilkade tegemist méédetud signaalid, rohelisega 12 tundi hiljem
tehtud moo6tmiste tulemused ning roosaga 24-tunnise inkubeerise jérel méddetud signaalid. Number 1-ga on tdhistatud
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negatiivsed tilgad esimesel méétmisel. 2-ga Positiivsed tilgad pédrast 12 tunnist inkubeerimist. 3-ga negatiivsed tilgad 24 tunni
pdrast, nende signaali intensiivsus on téusnud. 4-ga on téhistatud pdrast 24-tunnist inkubeerimist méodetud positiivsed
signaalid.

12 tunni parast hakkavad positiivsed tilgad negatiivsetest eralduma ja 24 tunni parast on nad paremini
eraldunud. Number 1-ga on tdhistatud kohe parast tilkade tegemist mdddetud tilkade signaali
intensiivsused. Need on negatiivsed tilgad ja ideaalis peaks koik negatiivsed tilgad sinna jaama.
Number 2-ga on tdhistatud 12 mooddudes tehtud modtmise positiivsed, baktereid sisaldavad tilgad.
Number 3-ga on tahistatud 24 tunni méddudes tehtud mddtmisel negatiivse signaaliga tilkade
moodustatud pilv ning number 4-ga 24 tunni mé6dudes moddetud baktereid sisaldavate tilkade pilv.
12 tunni moéddudes on tihjad tilgad |dhedal algsele negatiivsele vaartusele, aga negatiivsete ja
positiivsete tilkade pilved ei ole Uksteisest lahus. Y-teljel, kus tilgad paigutuvad GFP signaali jargi
hakkavad pilved teineteisest juba eralduma, aga x-teljel, kus tilkade asukoha maarab MUG signaal,
kattuvad pilved vaga palju. Parast 24 tundi inkubeerimist, kui bakteritel on olnud aega kasvada, on
positiivsete ja negatiivsete tilkade pilved y teljel, GFP signaali jargi, lahus. X-teljel MUG signaali jargi
on aga isegi seal kattuv osa. Lisaks kasvab MUG signaal ajaga iseeneslikult. Seda naitab kolmanda pilve
lilkumine paremale poole.

4.2 MUGal margisega E. coli kasvu tuvastamine tilkades

Oh 3h 6h 24h

MUGal + GFP

== 100pm

Joonis 13 Tilkade pildid mikroskoobis kohe pérast tegemist, 1, 3, 6 ja 24 tundi hiliem. Joonisel on sinises kanalis pildistatud
uuritava mdrgise fluorestsents ja rohelises kanalis pildistatud GFP fluorestsents koos. Joonisel olevate piltide heledust on
suurendatud, et neid silmaga heledas toas parem vaadata oleks. Cellprofiler programmiga analiilisiks on kasutatud
originaalpilte. Alates 6 tunnist on ndha, et osa tilkasid jddvad samasuguseks ja teistes hakkab signaal intensiivsemaks
muutuma, seal on toimunud bakterite kasv ja need tilgad annavad positiivse signaali.

MUGal margis tootab kiiremini kui MUG. Esimesel kahel m&6tmisel ei ole ndha sinist ega rohelist
signaali. Kui tilkade tegemisest on moddas 6 tundi ja bakterid on kasvanud ning margist lagundanud,
on ndha, et signaal muutub intensiivsemaks. Pdrast 24 tunnist inkubeerimist on signaalid kdigis
tilkades veel intensiivsemaks muutunud. Selleparast on edasipidisteks katseteks tehtud méotmised
parast 6-tunnist inkubeerimist, kui on ndha esimest signaali ja parast 24 tundi katse I6petamisel, et
vorrelda tulemusi MUG margisega.
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Joonis 14. MUGal signaali intensiivsus kohe pdrast tilkade tegemist, 6 ja 24 tundi hiljem. X-teljel on sinises kanalis mé6detava
MUGal mdrgise signaali intensiivsus ja y-teljel vastava tugevusega fluoresseerunud tilkade arv. Kolmel graafikul A, B ja C on
ndidatud kolme korduskatse tulemusi. 6 tunni pérast tehtud médtmisel, mille tulemused on mdrgitud rohelisega, téhistab
vasakpoolne kiiiir negatiivseid tilkasid, milles ei ole bakterid kasvanud ja parempoolne kiiiir positiivseid tilkasid, milles on
bakterid kasvanud ja signaal intensiivsemaks muutunud. Samamoodi on ka 24 tunni pdrast tehtud moéotmisel, mille
tulemused on téhistatud roosaga.
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Joonis 15. Sinise ja rohelise signaali intensiivsus 0, 6 ja 24 tundi pdrast tilkade tegemist. Kolmel graafikul A, B ja C on ndidatud kolme korduskatse
tulemusi. X-teljel on sinises kanalis méodetud MUG mdrgise signaal ja y-teljel rohelises kanalis moddetud GFP signaal. Mustaga on téhistatud
kohe pdrast tilkade tegemist méodetud signaalid, rohelisega 12 tundi hiljem tehtud médtmiste tulemused ning roosaga 24-tunnise inkubeerise
jdrel méodetud signaalid.

Parast 6-tunnist inkubeerimist mikroskopeerimisel nahtav erinevus on tingitud peamiselt GFP signaali
suurenemisest. Graafikul all paremal on tilgad, mida on pildistatud kohe parast tegemist. Seal on kdik
tilgad negatiivsed, sest baktereid on vaga vahe. Rohelise peale sinisega margitud tilgad on pildistatud
6 tundi hiljem. Parast 6 tunnist inkubeerimist on ndha, et bakterid on kasvanud ja neid sisaldavate
tilkade pilv hakkab tiihjade tilkade pilvest eralduma. See toimub aga peamiselt tdnu GFP signaalile y-
teljel. X-teljel, kus on huvialuse MUGal margise signaal, kattuvad pilved peaaegu taielikult. 24 tunni
moodudes on tlihjade ja bakteritega tilkade pilved teineteisest eraldunud tdnu GFP-le. Ka MUGal
signaal on bakteritega tilkades tugevam kuid tiihjadel ja bakteritega tilkadel on x-teljel vaga suur thine
ala, mis tdhendab, et selle margise pdhjal ei ole véimalik teha piiri, millise intensiivsusega signaal peaks
olema, et kinnitada vGi valistada bakterite kasv tilgas. Sarnaselt MUG-le toimub ka siin tiihjade tilkade
signaali intensiivistumine.
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5. Arutelu
Kdesolevas t66s uuriti MUG ja MUGal margiste kasutamist tilga mikrofluidikas bakterite kasvu
tuvastamisel. MUG margisega on bakteritega tilkade signaali intensiivistumine ndha 12 ja MUGal
margisega 6 tunni parast. Taiusliku tulemuse korral peaksid tiihjad ja bakteritega tilgad olema
Uksteisest taielikult eraldunud ja tiihjade tilkade signaal sama madal kui enne inkuberimist.

Molema margisega on tilgad skaneeritud kohe parast tegemist ja jargmine kord siis, kui on ndha
signaali— MUG margisega toimus see parast 12 tunnist inkubeerimist ja MUGal margisega juba 6 tunni
parast, mille tottu on ka anallisitavad pildid tehtud varem. Joonistelt 12 ja 15 on ndha, et 12 ja 6 tunni
parast tehtud piltidel on bakterid kasvanud ja positiivsed tilgad hakkavad negatiivsetest eralduma.
Positiivsetes tilkades kasvavad bakterid ja nende ensiiiimide toimel margised lagundatakse. Need
tilgad, millesse tilkade tegemisel ihtegi bakterit ei sattunud, jadvad I6puni negatiivse signaaliga. See
peaks olema sama viaikese intensiivsusega nagu enne inkubeerimist, aga graafikutelt on naha, et 24
tunni parast on ka negatiivne signaal intensiivsemaks muutunud. Referentsina on kasutatud GFP
signaali kuna see ei saa kuidagi tilkade vahel liikuda, kuna asub bakteri sees. Uuritud margised MUG
ja MUGal on aga lahustatud vees. Parast seda kui margis bakteritega tilgas nende ensiiimide toimel
lagundatakse ja see fluoresseeruma hakkab, véib see tilkade vahel lekkida ja sattuda nendesse
tilkadesse, kus baktereid ei ole. Nii tekib valepositiivne signaal.

Teine pdhjus, miks signaal tlihjades tilkades intensiivsemaks voib muutuda on substraadi iseeneslik
muundumine fluoresseeruvaks produktiks. Kuna kumbki margis ei ole vees eriti stabiilne, on need
lahustatud vahetult enne tilkade tegemist. Bakterite kasvamine aga vajab aega ja 24-tunnise
inkubeerimise ajal vGib tilkades olev margis iseenesest laguneda. Nii tekib fluoresseeruv produkt ilma
bakteriteta.

Esimesel m&6tmisel, kui signaal alles tugevnema hakkab, on negatiivsed tilgad sama intensiivse
signaaliga nagu katse alguses enne inkubeerimist pildistatud tilgad. Negatiivsed ja positiivsed
hakkavad Uksteisest eralduma, aga nende keskele jaab suur ala, kus ei ole veel vdoimalik 6elda, kas
tilgas on bakterid v6i mitte. Teisel modtmisel, mis toimus parast 24-tunnist inkuberimist, on
positiivsete ja negatiivsete tilkade keskmised intensiivsused (iksteisest kaugemal ja nende vahel
olevasse piirkonda, kus ei ole véimalik margise signaali p&hjal bakterite kasvu lle otsustada jaab palju
vahem tilkasid kui esimesel mootmisel. Taiuslikult lahus ei ole piigid ka siis. Probleemiks hakkab aga
kerkima valepositiivne signaal. Tiihjade tilkade emiteeritava signaali intensiivsus tduseb oluliselt, selle
pohjusteks véivad olla varem kirjeldatud iseeneslik mérgise lagunemine, mille tulemusena tekkib
fluorestsents voi produkti leke tilkade vahel.

Kuigi mélemad margised lekivad tilkade vahel, on bakterite kasv nende abil tuvastatav, sest tilkades,
kus bakterid tegelikult kasvavad on fluorestsents intensiivsem. Seda vGib seletada see, et lekke voi
iseenesliku lagunemise tulemusena on kdigis tilkades vdrdne signaal ja bakterite toimel tekkiv
fluorestsents lisandub sellele. MUG margis t6otab aeglasemalt ja sellega laheb substraadist
fluoresseeruva signaali tekkimiseks 12 tundi. MUGal margise eeliseks on kiirem reaktsioon, mille
tulemusena on fluorestsents tuvastatav juba 6 tunni méddudes. Graafikutel 12 ja 15 ndha olev rohelise
kanali GFP signaali muutumine intensiivsemaks vdib tulle sellest, et sinisel ja rohelisel varvil on
sarnased lainepikkused. Kui sinine signaal on vdha intensiivne, voib see anda lisafootoneid ka rohelisse
kanalisse. MUG margisega 12 tundi ja MUGal maérisega 6 tundi parast tilkade valmistamist tehtud
piltide anallisi pdhjal voib Gelda, et nende margistega saab baktereid mikrofluidika tilkades
tuvastada, aga siiani labiviidud katsete tulemusel ei saa kindlalt 6elda, et kdik positiivsed signaalid on
ikka Giged. Enne margise kasutuselevdtmist peaks veel tegema tdiendavaid kontrollkatseid voi
taiustama tilga anallilisi meetodeid.
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Kokkuvote

Kdesoleva t66 eesmargiks oli leida mikrofluidika labori edasiseks to6ks mikrobioloogia méargiseid, mille
abil saaks tuvastada bakterite kasvu vesi-Glis tilkades. Uuriti kahte fluoresseeruvat margist - 4-
metladlumbelliferttl-p-D-glikuroniidi  (MUG) ja 4-metlitlumbelliferaiil-B-D-galaktoplranosiidi
(MUGal). Katseid tehti tilkadega, mille tegemiseks kasutati kiipi ning mikrofluidika pumpasid. Kiip tehti
PDMS-ist kasutades poliikarbonaadist referentskiipi. Tilkade saamiseks segati 0li ja vedels66tmes
kasvavad bakterid koos margisega. Saadud tilkasid inkubeeriti ja vaadeldi mikroskoobi abil erinevatel
ajapunktidel alates tilkade tegemisest kuni 24h mdddumiseni. Tehtud pilte analtusiti Cellprofiler
tarkvara abil varem laboris valjatéotatud protokolle kasutades.

ToO tulemustest selgub, et nii MUG, kui ka MUGal margisega on bakterite kasv tuvastatav. MUGal
margisega toimub reaktsioon kiiremini ja intensiivsemat signaali on ndha juba parast 6 tunnist
inkubeerimist. MUG margise ensiimaatiliseks lagundamiseks kulub kasvavatel bakteritel kauem aega
ja signaali intensiivistumist on ndha alles parast 12 tunnist inkubeerimist tehtud mikroskopeerimisel.
Preparaadikambris olevate skaneerimisel saadud piltide analiilisimisel tarkvaraga selgus, et kuigi 6
(MUGal margis) ja 12 tunni (MUG margis) parast tehtud modtmistel on positiivne signaal negatiivsest
eristatav, on see veel lisna nork ja selle jargi ei saa kindlalt iga tilga kohta 6elda, kas selles bakterid
kasvavad voi mitte. MGlema margisega tilkasid parast 24 tunnist inkubeerimist uuesti pildistades ning
neid pilte anallilisides on positiivne ja negatiivne signaal Giksteisest palju paremini eristatavad, kuigi ka
siis ei ole need taielikult lahus. Keskele jaavad ikka tilgad, milles bakterite kasv ei ole kindlaks
maaratud. Lisaks hakkab 24 tunni parast tehtud piltide analtusil probleemiks kerkima kasvav signaal
tihjades tilkades. Kuna margised on lahustatud vees, voib selle p6hjuseks fluoresseeruva produkti
lekkimine tilkade vahel. Kuna margised ei ole vees lahustatuna eriti stabiilsused on ka voimalik, et
need lagunevad iseenesest tekitades valepositiivse signaali.

Uuritud margiste kasutamine bakterite tuvastamiseks mikrofluidika tilkades on véimalik, aga nende
t606s esineb veel puudujdake. Mikrofluidika toogrupis jatkatakse nende uurimisega.
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Abstract

The main purpose of this Bachelor thesis was to find microbiological labels for future work of
microfluidics group, which could be used to detect bacterial growth in microfluidics droplets. Two
fluorescent labels, 4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG) and 4-methylumbelliferyl-B-D-
galactopyranoside (MUGal), were investigated. Experiments were performed with monodispersed
droplets made using a chip and microfluidics pumps. The chip was made from PDMS using a
polycarbonate reference chip. The oil and the bacteria growing in the liquid medium were mixed to
obtain the droplets. The resulting droplets were incubated and observed under a microscope at
different timepoints from the beginning of the droplet generation until 24h later. All images were
analyzed using Cellprofiler software using protocols previously developed in the laboratory.

The results of the work reveal that bacterial growth can be detected with both MUG and MUGal labels.
With the MUGal marker, the reaction occurs faster and a more intense signal is visible already after 6
hours of incubation. It takes longer for growing bacteria to enzymatically degrade the MUG label, and
signal intensification is only visible by microscopy after 12 hours of incubation. Analyzing the images
obtained from the scanning on the cell counting chamber microscope slide with the software revealed
that although the positive signal is distinguishable from the negative in the measurements made after
6 (MUGal label) and 12 hours (MUG label), it is still quite weak and it cannot be said with certainty for
each drop whether it contains bacteria grow or not. By reimaging the drops with both labels after 24
hours of incubation and analyzing these images, the positive and negative signals are much more
distinguishable from each other, although even then they are not completely separated. There are
still drops in the middle, in which the growth of bacteria has not been determined. On the other hand
the increasing signal in the empty drops starts to become a problem in the analysis of the images taken
after 24 hours. Since the labels are dissolved in water, this may be due to leakage of the fluorescent
product between the drops. Since the labels are not particularly stable when dissolved in water, it is
also possible that they break down by themselves, creating a false positive signal.

Itis possible to use the studied markers to identify bacteria in microfluidics droplets, but there are still
shortcomings in their work. The microfluidics working group will continue to investigate them.
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