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elv i vores moderne samfund lever vi med en

konstant risiko for fodevarer, der er forurenet
med skadelige bakterier. Heldigvis er der f4 men-
nesker i Danmark, der bliver alvorligt syge — eller
ligefrem der — af madforgiftning. Men milde til-
feelde er stadig et forholdsvist almindeligt feno-
men, som ofte fir megen medicopmarksomhed. I
mange tilfelde skyldes madforgiftning utilstrekke-
lig tilberedning eller forkert opbevaring af fodeva-
rerne. Men i nogle tilfelde indeholder fodevarerne
for store mangder af farlige bakterier allerede fra
produktionen, og det er alle selvfolgelig meget inte-
resserede i at undga.

Typisk er det bakterier af typen salmonella, E.coli
eller listeria, der er synderne i tilfelde af mad-
forgiftning. Disse bakterier kan selv i meget smé
meangder (helt ned til nogle enkelte bakterier,
afhengig af fodevaren) gore folk syge.

Derfor er konstant analyse en nedvendighed i
fodevareproduktionen, og den er da ogsd ofte
standard hos storre producenter. Konventionelle
tests udfores ved at udtage stikprover (nogle ste-
der dagligt) og sende dem til professionelle labora-
torier, som har det nodvendige udstyr og erfaring
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et pa sakaldt lab-on-a-chip-teknologi
adelige bakterier i vores fadevarer bade
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til at underspge dem. Standardmetoder i labora-
toriet gir som regel ud pé at dyrke bakteriekul-
turen i en petriskal med et vekstmedie og der-
efter undersege bakterierne. Det giver rigtig gode
resultater men er tidskrevende. Oftest gir der en
til to dage, for man fir svar pé proven, og det kan
i nogle tilfelde betyde, at fodevaren allerede har
forladt produktionen. Hvis proven tester posi-
tiv for farlige bakterier mé virksomheden tilba-
gekalde varen, hvilket bade er dyrt og darligt for
deres omdemme. Tid kan altsd vere afgorende
for de store producenter.

Hos sma4, lokale fedevareproducenter kan det i
hojere grad vere okonomien, der er problemet, da
de ikke har ressourcer til omfattende analysepro-
grammer.

For bade store og smi producenter kan nye “lab-on-
a-chip-teknologier” (LOC-teknologi) blive et vig-
tigt vdben i kampen mod de skadelige bakterier.

Med disse nye metoder kan man hurtigere og bil-

ligere end med traditionelle biologiske analyseme-
toder opdage de skadelige bakterier i produktionen,
inden de nar ud til butikkerne og i sidste ende til
forbrugerne.



Fremstilling af prototyper pa lab-on-a-chip-systemer

Figuren viser de forskellige trin i den metode, vi pa SDU
bruger til nemt og billigt at fremstille prototyper pa lab-on-
a-chip-systemer. Denne fremstillingsmetode af chips kan
bruges til alle 2D-strukturer ned til en storrelse pa
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1. Mikrostrukturen designes pa en PC. Det definerer
de baner, hvori veesken kan lgbe.

2. Designet printes pa AO-papir og affotogra-
feres med et almindeligt filmbaseret kamera.
Optikken i kameraet formindsker banerne til

omkring 20 pm og er saledes meget fleksibel. Chipsene
stgbes med huller i bagsiden, sadan at hver chip let kan
tilkobles enten sprgjter, slanger eller andre chips i mere
avancerede netveerk.

s
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de gnskede dimensioner (typisk i pm-skala).

4.1 et “renrum” leegges en tynd epoxy-film (100 um tyk)
pa et stykke silicium. Epoxyen er fglsom overfor ultra-
violet lys, og ved hjaelp af masken belyses kun gnskede
omrader. Nar struturen fremkaldes, fremstar kun den
gnskede struktur pa overfladen.

Et laboratorium pa en chip

Ideen bag nye lab-on-a-chip-teknologier er meget
enkel og gir ud pa at minimere forskellige processer
fra traditionelle laboratorier og integrere dem pé en
mikrofluidik-chip. I stedet for almindelige elektro-
niske mikrochips (som bruges i mobiltelefoner, com-
putere osv.) leder mikrofluidik-chips vesker rundt

i et lukket kredslgb af inputs, outputs og forskel-
lige funktioner. Disse kan bide vare simple aktivi-
teter som proveforberedelse (opvarmning, blanding
af reagenter, koncentrationsrekker osv.), men ogsd
mere avancerede maleteknikker som spektroskopi
eller andre optiske og elektriske metoder.

Fordelen er abenlys i forhold til besparelse af bide
tid (mindre provemangder) og penge (chipsene kan
masseproduceres i fx plastik). Ydermere dbner bru-
gen af LOC-teknologi for mere mobile apparater,
som kan benyttes direkte i fadevareproduktionen,
men ogsd i mange andre sammenhange. Ved at
udvikle sma simple chips, der hver iser er i stand til
at udfere forskellige bioteknologiske funktioner, er
det muligt at opbygge et katalog af chips, der kan
samles som LEGO-klodser, tilpasset efter behovet.
Det giver stor fleksibilitet i forhold til preveforbere-
delsen, hvilket er afgorende, da fodevarer kan vere

5. Denne “master-struktur” kan nu bruges til at
stgbe adskillige kopier. Det gares ved at heelde
flydende plastik (silikone, som er blgd og let at
arbejde med) i en stgbeform, hvor masteren er
monteret, og haerde den.

i kanalerne.
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meget forskellige. Nogle prover vil maske behove
filtrering for at frasortere storre partikler, andre
skal have tid til at reagere med forskellige biomar-
korer, varmes op eller omrores. Rent praktisk bru-
ges mikroteknologi og metoder fra mikrochipindu-
strien til at fremstille de forskellige komponenter. I
vores laboratorier pd SDU fremstiller vi mikrofluid-
chips i en rekke simple skridt baseret pd sikaldt
fotolitografi, hvor en ensket struktur kan minime-
res optisk og kopieres i fx et plastikmateriale.

At male bakterierne én ad gangen

Som nevnt kan mange forskellige funktioner byg-
ges ind i en chip. En af de metoder, vi arbejder

med, er sdkaldt flow cytometri, hvor man ved hjelp
af laserlys kan “telle” det biologiske materiale i en
prove. Ud fra bestemte bakteriers unikke lys kan
man identificere eventuelle syndere i madvareprover.

Forste skridt er at farve proven med farvestoffer,
som enten genkender bestemte DNA-sekvenser eller
antistoffer fra en bestemt bakterie (fx salmonella,
listeria eller £.Coli). Alternativt kan nogle farvestof-
fer skelne mellem levende og dede celler (dode bak-
terier gor jo ingen skade). Under normale omstan-
digheder lyser disse stoffer ikke, men nar de binder
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3. Filmen fremkaldes og negativerne kan nu
bruges som en sort/hvid maske, der enten
lader lys passere igennem eller blokerer det.

6. Til sidst forsegles chippen med et tyndt
lag silikone, saledes at vaesken kun kan lgbe

|2 | 2014

| 23



= — =

Aktuel Naturvidenskab | 2 |

Vaeske

Dyse

Flourescerende lys fra
maerkede celler males

)

Spredning af lys fra
alle celler males

Figuren viser princippet i flow cytrometri, hvor man kan
taelle, hvor mange af en given type bakterier der eri en
prove. De bakterier, man vil taelle, meerkes med et fluo-
rescerende stof, der udsender lys, nar det passerer forbi
en lyskilde. Ved at sammenligne de malte lyssignaler
kan man vurdere, hvor stor en andel de skadelige bakte-
rier udgor.
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kemisk med deres specifikke mal og udsettes for
laserlys, vil de lyse (Huorescere).

Efter tilsetning af farvestoffet fores fodevareproven
forbi en laser pd en sadan méde, at kun en enkelt
celle belyses ad gangen. Det gores ved at foku-

sere vaeskestrommen, noget som kun er muligt, nar
dimensionerne er tilpas smé. Flere tusind celler pas-
serer foran laseren hvert sekund. Alt, der passerer
laseren, spreder lyset, men kun de celler, der har det
korrekte farvestof, fluorescerer.

Man maler séledes pa hver enkelt celle i proven, én
ad gangen. Ved at sammenligne de forskellige lyssig-
naler kan forskellige populationer af celler i proven
identificeres, og man kan siledes med meget stor
sikkerhed sige, hvor stor en del af en bestemt type
bakterie der er i en given prove. Helt ned til kun
1.000 bakterier af en given type kan identificeres i
en prove pd 1 ml, som indeholder flere hundredetu-
sinde bakterier og andre mikroskopiske partikler.

Denne teknik kan implementeres i en chip ved at
bruge optiske lysledere, der guider laserlyset direkte
hen til den kanal, hvor praven lgber. Direkte over-
for lyskilden sidder en anden lysleder, som opsam-
ler bade det spredte laserlys og fluorescensen. Ved at
bruge lysledere sikrer man, at systemet altid er kor-
reke opsat, og man sparer mange dyre optiske ele-
menter vek. Ydermere kan man holde omkostnin-
gerne nede ved at bruge billige diode-lasere (som
kendes fra fx BluRay-afspillere). Det opsamlede lys
kan males med forholdsvis simple dioder, og en PC
kan bruges til at analysere resultaterne direkte.



Alt i alt er metoden enkel, precis og hurtig, og ved

at implementere den i en chip opnar man et simpelt
transportabelt analysesystem.

Sortering af bakterier

Nér man gnsker at finde skadelige bakterier i en
fodevareprove, drejer det sig ofte om meget smé
meangder. Det er bogstaveligt talt som at lede efter
en nil i en hgstak. Med en metode kaldet immuno-
magnetisk separation kan man frasortere de fleste
upnskede celler i en fodevareprove.

Det gores ved at tilfgje sma (f4 mikrometer store)
magnetiske plastikkugler direkte i proven. Udover at
vare magnetiske er disse kugler overfladebehandlet
med antistoffer, som er specifikke for den type bak-
terie, man leder efter. Nar kuglerne blandes i pro-
ven, setter de sig saledes kun pé de skadelige bakte-
rier, og man kan efterfolgende skylle resten af pro-
ven vak, mens kuglerne fastholdes med en sterk
magnet. Nar dette er gjort har man saledes en “ren”
prove, som kun indeholder buffer og de bakterier,
man leder efter. Naste skridr er at tilsette farve-

stof og méle bakterierne ved hjelp af flow cytometri
(FCM) som beskrevet ovenfor.

Immunomagnetisk separation kan ogsd implemen-
teres pd en mikrofluid-chip. Chippen bestar sim-
pelthen af en lang og snerklet kanal, hvor pre-

ven og kugler kan blandes godt. Forst fyldes chip-
pen med en oplesning af magnetiske kugler, som
efterfolgende fastholdes med en permanent mag-
net, sdledes at bunden af kanalen er dekket. Pro-
ven skylles efterfolgende gennem den lange kanal,

og de gnskede bakrerier opfanges vha. antistofferne.
Nir hele fodevarepreven har veret skyllet igennem,
bnes en ventil og den nu oprensede prove ledes over
i en flow cytometri-chip, hvor bakterierne kan méles.
P4 SDU udvikler vi denne metode i samarbejde med
Flensburg University of Applied Science i et green-
seoverskridende projekt med fokus pa udvikling af
teknologi til gavn for lokale virksomheder.

Pa vej mod et varslingssystem

Vi er nu néet si langt med lab-on-a-chip-projektet
pa SDU, at vi har udviklet en platform til hurtigt
at producere prototyper pd mikrofluid-systemer, si
det er let at teste en kendt analysemetode pd mikro-
fluid-niveau. Sidelsbende har vi udviklet en proto-
type pa en flow cytometri-chip, og vi arbejder nu
pa at teste denne i et samarbejde med en eller flere
fodevareproducerende virksomheder, sd det bliver
muligt at produktionsmodne teknologien og ende-
lig f& udviklet et feerdigt apparat, der kan tilbydes
til fadevareproducenter. Tanken bag projektet er at
lave et sikaldt “carly warning” system som supple-
ment til de eksisterende analyser — man kan fx fore-
stille sig en red lampe, som blinker straks der opda-
ges salmonella i produktionen. P4 denne made kan
operatgrerne reagere hurtigt, indkredse smittekil-
den og treffe de nedvendige forholdsregler, s& man
undgdr at sende varer ud, som ger folk syge.

Prototype-platformen er ogsd udviklet, si den kan
indgd i en bredere produktion af lab-on-a-chip
systemer og kan derfor tenkes at komme til at spille
en rolle i en lang reekke projekter indenfor forsk-
ning i cellebiologi, medicin mv. n

1 En situation, vi gerne
vil undga: Bakterien
Salmonella typhimurium
(red) i faerd med at inva-
dere celler fra menne-
skeligt veev. Billedet er
optaget med scanning-
elektronmikroskop og
kunstigt farvet.

Credit: Rocky Mountain Laborato-
ries, NIAID.

< Casper Kunstmann-
Olsen og Stefan Johansen
i laboratoriet.
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Videre laesning
tinyurl.com/mikroFCM

Lab-on-a-chip-projektet
pa SDU var indtil udgan-
gen af 2013 finansieret
gennem Interregda-pro-
grammet
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