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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de detectie in timp
real a unor microorganisme, in particular bacterii, prin
spectroscopie Raman amplificata de suprafata (SERS),
intr-un sistem microfluidic inchis, prin utilizarea ca
substrat SERS amplificator a unui spot de argint,
sintetizat /n situ, sub actiunea unei radiatii laser cu
lungime de unda de 532 nm. Procedeul de detectie,
conform inventiei, cuprinde urmatoarele etape:

1. asamblarea celulei microfluidice alcatuitd dintr-o
placa de plexiglas pe suprafata céreia a fost gravat un
sistem de canale microfluidice cu jonctiune de tip Y
care cuprinde doua intrari si o iesire, cele doua intrari
fiind conectate, prin intermediul unor tuburi capilare, la
cate o seringd cu solutie de AgNO,; si citrat de Na, iar
iesirea fiind conectata la un furtun pentru evacuarea
analitilor si a probei biologice, celula de plexiglas fiind
acoperita ermetic cu o lama de microscop $i sigilata
prin acoperirea cu un capac metalic prins in suruburi,

2. pozitionarea celulei microfluidice pe masa unui
microscop si focalizarea obiectivului, cu marirea de 20

de ori, Tn interiorul canalului microfluidic, in locul in care
se doreste formarea spotului de Ag,

3. setarea parametrilor de curgere, in pompa de
injectie cu seringi: debitul de 0,25 ml/min, diametrul
seringilor 12,97 mm si volumul debitat 5 ml,

4. setarea puterii laserului la valoarea de 5 m\W,

5. pornirea concomitenta a laserului si pompei cu
seringi, etapd 1n care are loc umplerea canalului
microfluidic cu cele doua componente, iar sub actiunea
laserului are loc reducerea Ag la Ag® si aparitia spotului
de Ag cu proprietéti de amplificare SERS,

6. injectarea probei de bacterii test pentru a
demonstra protocolul de detectie si

7. Tnregistrarea de spectre SERS si optimizarea
detectiei prin determinarea timpului de achizitie si a
puterii laser care sé mentina viabilitatea probei biologice
de testare.
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a) Titlu

PROCEDEU DE DETECTIE PRIN SPECTROSCOPIE RAMAN AMPLIFICATA DE
SUPRAFATA (SERS) INTR-UN SISTEM DE CURGERE MICROFLUIDIC UTILIZAND
UN SPOT DE ARGINT CA SUBSTRAT AMPLIFICATOR SERS

b) Precizarea domeniului tehnic in care poate fi folosita inventia

Inventia se referd la un procedeu de detectie in timp real a microorganismelor, in particular a
bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative, prin spectroscopie Raman amplificatd de suprafata
(SERS), intr-un sistem microfluidic inchis, utilizand ca substrat SERS amplificator un spot de
argint, sintetizat in situ 1n interiorul canalului microfluidic. Procedeul propus va putea fi aplicat
cu scopul detectiei in timp real a microorganismelor patogene si nepatogene, utilizind un
spectrometru Raman portabil. Procedeul pe care il propunem isi géseste numeroase aplicatii in
domeniul de biosenzoristicd si detectarea in timp real a probelor biologice contaminate cu
bacterii Gram pozitive sau Gram negative.

c) Indicarea stadiului anterior al tehnicii si indicarea documentelor care stau la baza
acestuia

Detectia de sisteme sau organisme biomoleculare prin spectroscopie Raman amplificatd la
suprafata (SERS) a devenit o metodd populara de detectie in ultima decadd datorita
de care da dovada. Spectroscopia SERS se bazeaza pe fenomenul de amplificare cu citeva ordine
de mirime a semnalului, in cazul moleculelor Raman active, atunci cind acestea se afla in
vecindtatea unei suprafete metalice (de obicei aur, argint, aluminiu) nanostructurate. Aceasti
amplificare se datoreazd campului electric puternic localizat de plasmoni de suprafatd care in
apropierea analitului, furnizeazi un factor de amplificare care poate ajunge la 10" si care e
dependent de anumiti factori (forma, dimensiunea, orientarea, porozitatea, natura materialului
nanostructurat sau tipul substratului pe care a fost depus materialul activ SERS) [1-3].

Recent, sistemele microfluidice au inceput sa fie incorporate in cadrul experimentelor de detectie
Raman cu aplicatii in lumea reald, datoritd atributelor sale, cum ar fi modul controlat si flexibil
de manipulare a lichidelor, particulelor in diferite suspensii, imbundtitirea mobilitatii probei sau
sciderea volumului de probad necesar dar si a compatibilitdtii mari cu spectroscopia Raman.
Astfel, detectia, monitorizarea si analiza prin spectroscopie Raman a unei game largi de probe
devine mai precisd [4]. in particular, utilizarea integrativa ale sistemelor microfluidice si cele
SERS e favorizata de (i) posibilitatea credrii unor probe cu volume mici, (ii) pentru a controla
modul de interactiune substrat SERS — analit in timpul masurdtorilor SERS, (iii) a distantei
nanomaterial-analit pentru a maximiza semnalul SERS [5, 6], (iv) eliminarea problemei timpilor
diferiti de amestec, (v) problema de incilzire locala sau (vi) fotodisocierea [7, 8]. Pe de o parte,
masuratorile SERS sunt mult simplificate, deoarece etapele experimentale realizate anterior in
laborator, de cétre personal pregdtit sunt acum automatizate, reproductibile si realizabile cu
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probe in cantitdti micrometrice. Pe de alti parte, platformele microfluidice au nevoie de metode
de detectie ultrasenzitive, la nivel de o singurd moleculd si in volume mici, iar SERS intruneste
toate aceste caracteristici [9].

In momentul de fat, att substraturi SERS coloidale de Ag sau Au, cit si nanosuprafete solide
obtinute prin metode de fabricatie conventionale sau sofisticate au fost integrate in canale
microfluidice de diverse dimensiuni si geometrii. Printre substraturile SERS sintetizate chimic se
numdrd si spoturile de Ag [10, 11] care pot fi utilizate de mai multe ori datorita posibilitatii de
spalare si indepartare a analitului organic, fir3 a distruge puterea de amplificare SERS. in ceea
ce priveste detectia SERS de microorganisme intr-un sistem microfluidic, folosind un spot de
argint sintetizat in situ ca si substrat amplificator SERS, la ora actual3, nu exista nicio referire,
atit pe plan national cét si international.

Cateva exemple de detectie prin spectroscopie opticd in canale microfluidice sau de fabricare si
utilizare a celulelor microfluidice pentru detectie si caracterizare sunt descrise in céteva brevete
interne si internationale. Brevetul de inventie W02017164815A1 in care este revendicat un
biosenzor microfluidic si utilizarea SERS pentru detectarea analitilor individuali si / sau multipli.
Biosenzorul include un substrat activ SERS si un dispozitiv de circuit microfludic aranjat pentru
a fi In comunicare cu fluidul substratului activ SERS. Sunt de asemenea furnizate metoda de
fabricare a unui biosenzor si metodele de detectare a unui analit folosind biosenzorul, in care
analitul poate fi haptoglobina.

Brevetul de inventie US9546958B2 se referd la imagisticd moleculard multiplexati, detectare
moleculard de mare rezolutie prin SERS, pe o suprafata flexibild, non-plasmonica, fara transfer
de molecule in fazi de solutie pe suprafete nanopaternate. Aceastd inventie prezintd o abordare
fizica cu sensibilitate buna si uniformitate imagistica.

Pe plan national brevetul de inventie numdrul RO130525A2 revendicd un procedeu care
foloseste canale microfluidice. Inventia se referd la un procedeu de obtinere a picaturilor cu
dimensiuni controlate, utilizdnd fluide imiscibile, dar si pentru crearea altor formatiuni
biocompatibile, cum ar fi lipozomii. Procedeul conform inventiei constd in realizarea
microcanalelor fluidice, dispuse sub formd de jonctiuni de tip "Y" si "T", si asigurarea
controlului dimensional ale picaturilor fluidului de lucru, prin variatia rapoartelor debitelor pe
cele doud intréri ale jonctiunii de tip "Y". Acest lucru este facut cu ajutorul unei instalatii micro-
PIV bazata pe un dispozitiv microscopic optic. Ea consta dintr-o camerd CCD care este atasati la
un obiectiv al unui microscop inversat, pentru a se obtine vizualiziri directe si observatii
cantitative.

Un alt exemplu se regéseste in brevetul de inventie numarul RO122449B1 care revendicd un
procedeu de realizare a dispozitivelor microfluidice prin microprocesarea de suprafati a unui
substrat de siliciu, sticld, ceramicad sau cuart, a unui fotorezist pozitiv ca strat de sacrificiu si
metale de tipul Cr/Ni, Cr/Cu sau Cr/Au si un metal ce formeaza o configuratie de microradiator,
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care poate fi Ni, Cu sau Au. Problema tehnicd pe care o rezolva aceastd invenfie este obtinerea
dispozitivelor microfluidice sub formad de microcanale microprocesate printr-un procedeu
imbunatatit.

Inventia revendicata in brevetul national cu numarul RO130562A2 se referd la un dispozitiv
microfluidic pentru caracterizarea dielectricd a lipozomilor autoasamblati in canale
microfluidice. Conform inventiei, dispozitivul este constituit dintr-un senzor impedimetric cu
niste microelectrozi de lucru interdigitati, un electrod de referinta si un electrod auxiliar, integrati
intr-o camerd de reactie, si un sistem de canale microfluidice, pentru alimentarea camerei de
reactie cu fluide si exhaustarea camerei de reactie.

d) Expunerea inventiei in termeni care si permiti intelegerea problemei tehnice si a solutiei
asa cum este revendicati precum s§i avantajele inventiei in raport cu stadiul actual al
tehnicii

Problema tehnici pe care o rezolva procedeul propus spre brevetare este sciderea semnificativa a
timpului de pregéitire a probei la mai putin de 30 de minute, §$i minimizarea la 15 minute a
timpului efectiv de detectie. De asemenea, masuratorile SERS sunt mult simplificate, deoarece
etapele experimentale realizate anterior in laborator, de cétre personal pregatit sunt acum
automatizate, reproductibile si realizabile cu probe in cantititi micrometrice.

Solutia propusa de noi consta in aplicarea unui procedeu de detectie a microorganismelor prin
SERS in interiorul unei celule microfluidice si foloseste ca si substrat amplificator SERS un spot
de Ag sintetizat in situ, sub actiunea radiagiei laser cu lungimea de undéd de 532 nm. Pe scurt,
procedeul de detectie cuprinde cateva etape:

1. Asamblarea celulei microfluidice — care presupune indepirtarea impuritétilor din interiorul
sistemului microfluidic i de pe lama de microscop; montarea sticlei de microscop deasupra
sistemului de canale microfluidice, astfel incat zona microfluidicd si fie perfect etansata si
acoperitd; lama de microscop este fixatd cu ajutorul unui capac metalic, care se prinde de
componenta de Plexiglas cu ajutorul unor suruburi; conectarea celor trei tuburi (doud capilare
pentru inlet §i un capilar de outlet) la celula microfluidica asamblatd cu ajutorul a trei elemente
de fixare; tuburile capilare pentru inlet sunt conectate la seringile cu solutiile de AgNOs si citrat
de Na folosite pentru sinteza spotului amplificator de Ag; cele doud seringi sunt pozitionate in
locagele existente pe pompd; tubul capilar pentru outlet este pozitionat pentru a facilita scurgerea
si eliminarea lichidelor din interiorul sistemului microfluidic.

2. Pozitionarea celulei microfluidice pe masa de microscop si focalizarea obiectivului cu mérirea
de 20x in interiorul canalului microfluidic, in locul in care se doreste formarea spotului de Ag.

3. Setarea parametrilor de curgere in pompa de injectie cu seringi: debitul de 0,25 ml/min;
diametrul seringilor: 12,97 mm; volumul debitat: 5 ml.

P
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4. Setarea puterii laserului la valoarea de 5 mW si pornirea lui din programul BW-TEC
compatibil cu spectrometrul portabil i-Raman BW-TEK conectat la microscopul BW-TEC
printr-o fibré optica.

5. Pornirea concomitentd a laserului i a pompei de injectie cu seringi — in acest pas are loc
umplerea canalului microfluidic cu cele doud componente, iar sub actiunea de incalzire locala a
laserului, are loc reducerea Ag la Ag’ si aparitia spotului de Ag cu proprietiti de amplificare
SERS.

6. Dupa finalizarea procesului de formare al spotului de Ag, are loc injectarea probei de bacterii
test pentru a valida protocolul de detectie.

7. Inregistrarea de spectre SERS si optimizarea detectiei prin gisirea timpului de achizitie si a
puterii laser care sd mentind viabilitatea probelor biologice de test.

¢) Prezentarea pe scurt a desenelor explicative

Figura 1 prezinta desenul tehnic si reprezentarea 3D a celulei microfluidice
Figura 2 prezinta sistemul microfluidic integrat in configuratia experimentala
Figura 3 prezintd montajul experimental utilizat in procesul de detectie

Figura 4 prezintd imaginea de microscopie opticd a spotului de argint folosit in procedeul de
detectie SERS

Figura 5 prezinta spectre SERS demonstrative efectuate pe bacteria Gram-pozitiva Stafiloccocus
aureus (S. aureus) si gradul de reproductibilitate (obiectiv: 50, putere laser la sursd: 20 mW,
perioada de acumulare a unui spectru: 3 acumuldri a cate 8 secunde fiecare)

Figura 6 prezinti spectre SERS demonstrative efectuate pe bacteria Gram-negativd Escherichia
coli (E. coli) JM 109 si gradul de reproductibilitate (obiectiv: 50%, putere laser la sursd: 20 mW,
perioada de acumulare a unui spectru: 3 acumuldri a cite 8 secunde fiecare)

f) Expunerea detailati a inventiei pentru care se solicitd protectia

Prezentdm mai jos elementele constitutive ale sistemului microfluidic integrat care permite
detectia in timp real de microorganisme prin spectroscopie SERS.

1. Celula microfluidica

Detectia de microorganisme are loc in interiorul unei celule microfluidice cu aspectul prezentat
in Figura 1. Ea este fabricati dintr-un lot de material transparent de Plexiglas cu dimensiunea de
38 mm x 76 mm x 10 mm. Pe suprafata ei a fost gravat prin frezare mecanica cu ajutorul frezei
cu comandd numerica la o addncime de 500 pm, un sistem de canale microfluidice cu jonctiune
de tip Y. Acesta cuprinde doui inleturi si un outlet. Cele doua inleturi (numerotate 1 si 2, Figura
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2) au fost conectate, prin intermediul unor tuburi capilare cu diametrul extern de 1,58 mm si cel
intern egal cu cel al canalului microfluidic de 500 pm la céte o seringd cu un volum de 6 ml. La
outlet (3 din Figura 2) a fost conectat un furtun pentru evacuarea analifilor i a probei biologice.
Pentru a asigura o inchidere ermeticd, celula de Plexiglas a fost acoperitd cu o lama de microscop
Celestron cu dimensiunile de 25,4 mm x 76,2 mm x 1 mm si sigilatd prin acoperirea cu un capac
metalic prins in 8 suruburi.

2. Sinteza spotului de argint

In prepararea substratului amplificator SERS s-a urmat reteta publicati de citre K. Herman et al.
[11], cu cateva modificéri: in timp ce spotul a fost obtinut de cétre autorii articolului in interiorul
unui tub capilar de sticla prin injectarea unui amestec din cele doud componente, in cazul nostru,
am folosit o pompa de injectie care permite injectarea simultand, cu acelasi debit, a azotatul de
argint (AgNOs) si citratul de sodiu (Na) (Figura 3) in interiorul canalului din celula
microfluidicd. Pentru a permite formarea unui spot de argint (Ag) cit mai bine definit, s-a ales un
debit constant de 0,25 ml/min $i un volum de 5 ml de AgNO; (concentratia de 1 mM) si de 5 ml
amestec de citrat de Na (concentratia de 10 mM) si NaOH 1%. Ca si sursé de iradiere s-a folosit
un laser cu lungimea de undad de 532 nm, cu o putere totald la sursd de SO0 mW. La formarea
spotului, puterea laserului la sursd a fost setatd la S mW, si un obiectiv de microscop cu mairirea
de 20x. Dupd aproximativ 30s, am putut observa formarea spotului de argint, iar dupa injectarea
completd a celor doi analiti s-a format spotul de argint cu diametrul de = 230 pm. O imagine de
microscopie opticd a spotului de argint este prezentati in Figura 4.

3. Detectia de microorganisme in celula microfluidica

Procedeul de detectie de microorganisme in celula microfluidica a fost validat utilizind tulpinile
bacteriane de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923 (numitd in continuare S.
aureus) si Escherichia coli (denumitd in continuare E. coli) JM 109. S. aureus este o bacterie
Gram-pozitivd de forma rotunda si care tinde s se aranjeze in clusteri de tipul ciorchinilor de
struguri. Ea se regdseste atdt in mediul inconjurdtor, cit si in flora umani, pe piele si pe
mucoasele membrelor, in special pe mucoasa nazald. E coli este o bacteria Gram-negativa cu
forma de bastonas si care populeazd atit corpul uman, in principal colonul, cit si mediul
inconjurdtor. Majoritatea tulpinilor sunt inofensive pentru om, altele putdnd provoca diaree,
infectii ale tractului urinar sau probleme respiratorii.

3.1 Activarea tulpinii bacteriene

Alicotele continand tulpina S. aureus sau E.coli, pastrate in congelator la -80 °C (Fryka
Kaltetechnik GmbH, Esslingen am Neckar, Germania, Model B-35-85) au fost dezghetate pe
gheatd. Dupd dezghetarea completd a suspensiei bacteriene, aceasta a fost omogenizata prin
pipetare si 50 pl suspensie bacteriand s-a transferat peste 450 pl mediu lichid Luria-Bertani (LB)
de la Liofilchem (Piane Vamano, Italia), autoclavat in prealabil si avind compozitia tipicd
raportatd la 1L de mediu astfel: 10 grame Triptond, 5 grame Extract de drojdie si 5 grame de

Y
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clorurd de sodiu (NaCl). Suspensia astfel obtinutd a fost preincubatd 1 ora la 37 °C (Incubator
Memmert UNB-100, Schwabach, Germania). Inoculul astfel obtinut a fost folosit pentru
inocularea tulpinilor pe mediu LB suplimentat cu 1% Agar (VWR International, Leuven,
Belgia). Dupd inoculare, plicile au fost incubate la 37 °C timp de 20 de ore.

3.2 Realizarea dilutiilor seriale

in vederea obtinerii coloniilor bacteriene pure pentru analizele ulteriorare s-au realizat dilutii
seriale. Astfel din pre culturile anterioare se racleazd cu ansa biomasd bacteriand care este
transferatd intr-un tub Eppendorf cu 1 ml tampon salin 0,9% (NaCl). Din acest inocul se
realizeaza apoi dilutii seriale de pana la 10®. Pentru obtinerea coloniilor pure de S. aureus sau E.
coli au fost inoculate pe mediu dilutiile 10*, 107 si 10°. Dupa inocularea placilor cu dilutiile
seriale dorite, acestea au fost incubate 15 minute la temperatura camerei dupid care au fost
transferate in incubator la 37 °C timp de 24 de ore.

3.3 Cresterea si pregdtirea tulpinii pentru mdsurdtori

Din cultura precedenta se transfera folosind anse sterile o colonie bacteriana peste 50 ml mediu
LB lichid, sterilizat in prealabil, dupd care se incubeaza la 37°C timp de 14 de ore. Dupa
incubare cultura a fost centrifugatd 5 minute, 4000 rpm la 4°C (Eppendorf 5430R, Hamburg,
Germania). Dupd centrifugare supernatantul a fost inldturat, peletul fiind apoi resuspendat in 10
ml tampon salin 0,9% steril si agitat 1 minut pentru resuspendare (Vortex V1-plus, Biosan, Riga,
Letonia), urmat de centrifugare 5 minute, 4000 rpm la 4°C. Etapa de spélare in tampon salin s-a
realizat de 3 ori consecutiv pentru a elimina resturile de mediu §i substante care ar putea interfera
cu masurdtorile ulterioare. La final, peletul obtinut a fost resuspendat in 5 ml tampon salin 0,9%
si pastrat la 4 °C.

Imediat dupd etapa de indepértare a mediului de crestere, o seringd cu 3 ml din proba de S.
aureus sau E. coli, spilate si resuspendate, a fost atasatd la pompd si injectatd in interiorul
canalului microfluidic folosind un debit de 0,5 ml/min. Masuritorile SERS au fost efectuate la
suprafata spotului de Ag creat anterior folosind laserul cu lungimea de unda 532 nm, un obiectiv
cu mérirea de 50x si o putere a laserului la sursd de 20 mW, durata de acumulare a unui spectru:
3 acumuliri a cate 8 secunde fiecare. In Figurile 5 si 6 este pusi in evidenta reproductibilitatea
semnalului, prin acumularea consecutivd de spectre identice, in care apare amprenta spectrala
specifica bacteriilor Gram-pozitive sau Gram-negative (benzile spectrale SERS de la 730 cm™ si
1318/1313 cm* sunt caracteristice vibratiei inelului purinic si miscirii de intindere a adeninei din
moleculele de adenini prezente in stratul lipidic al peretelor celular [12]; la 995 cm™ apare banda
vibrationali atribuita “respiratiei” inelelor aromatice [13]; banda de la 1221/1313 cm™ provine de
la gruparea amidic III [14]; banda SERS de la 1593/1548 cm™ atribuita vibratiei de intindere din
ADN [15)).

3.4 Detectia SERS selectivad acizi nucleici/metaboliti purinici - proteine
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Structurile nanometrice de argint, ce contin ioni de clor faciliteaza inregistrarea spectrului
SERS al bacteriilor, semnalul fiind dominat de benzi caracteristice acizilor nucleici si/sau
metabolitilor acestora. Benzi marker se observa in jurul valorilor 728, 1327, 1460 cm’. In cazul
addugdrii de ioni de iod la suprafata metalicd ce amplificd semnalul SERS, semnalul SERS al
bacteriilor este dominat de benzi specifice proteinelor, cu benzi marker in jurul valorilor 1002,
1030, 1440 1656 cm™’. De asemenea, prezenta ionilor de Ca?* sau Mg2+, sub formd de sare nitrat
sau sulfat, la suprafata metalicd ce amplifica semnalul SERS, faciliteaza chemisorbtia ionilor de
clor sau iod, faciltind un semnal mai intens al spectrlor SERS a bacteriilor, comparativ cu
spectrele obtinute in lipsa acestor ioni.
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Revendicari

1. Procedeu de detectie a microorganismelor patogene sau nepatogene prin spectroscopie Raman
amplificatd de suprafatd (SERS) intr-un sistem de curgere microfluidic utilizdind un spot de
Argint ca substrat amplificator SERS.

2. Celula microfluidica din Plexiglas cu 3 canale microfluidice cu jonctiune de tip Y, cu
configuratia si dimensiunile din Figura 2, acoperite cu o lama de microscop si fixatd cu un capac
metalic cu acces la sticla si canal microfluidic.

3. Celula microfluidica din Plexiglas cu 3 canale microfluidice cu jonctiune de tip Y conform cu
revendicarea 2 si cu un spot de Argint obtinut in interiorul canalului microfluidic prin reducerea
AgNOj;cu citrat de sodiu cu pH bazic sub actiunea radiatiei laser cu lungimea de undé 532 nm.
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