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Omowiono wspotczesne metody detekcji i identyfikacji czynnikow bio-
logicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem ich zastosowania w warun-
kach polowych. Przedstawiono najnowsze technologie, ktore w najbliz-
szym czasie bedq wprowadzane do praktyki mikrobiologicznej w celu
szybkiego wykrywania zagroZe# broniq biologiczng.
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WSTEP

Atak droga aerozolowga nie jest mozliwy do wykrycia w naturalny sposéb tj. zmystami
cztowieka. Aerozol jest niewidoczny, bez zapachu, trudny do odréznienia od otaczajace-
go tta atmosferycznego. Skutki ataku biologicznego, w przeciwienstwie do ataku bronia
chemiczna, beda ujawniaé¢ sie dopiero po pewnym czasie w postaci zachorowan ludzi
i zwierzat. Nie wykryty w pore atak niweluje szanse skutecznej obrony i zwigksza
mozliwodci powstania masowych strat. Dostrzegajac wage tych problemoéw, juz od
dawna rozwijano techniki detekcyjne pozwalajace wykry¢ obecnos$¢ czynnikow biolo-
gicznych w powietrzu, co stwarzatoby szanse zastosowania w pore¢ srodkéw ochronnych.

METODY DETEKCII

Istnieja technologie (1), ktére przeznaczone sa do wykrywania aerozolu nadcho-
dzacego z dalekiej odlegtosci. Przyktadem jest system LRBSDS (Long Range Biological
Standoff Detection System), przeznaczony do wykrywania chmury aerozolowej w pro-
mieniu 30 km. Wyposazony jest w transmiter laserowy na podczerwien, teleskop
odbiorczy i detektor. System ten nie jest jednak w petni automatyczny. Napotykano na
problemy z odbieraniem sygnatéw, ktdore byly czesto zaktdcane, co byto znaczna nie-
dogodnoscia detekcyjna. System ten udoskonalono, tworzac JBSDS (The Joint Biolo-
gical Standoff Detection System) - w pelni zautomatyzowany system mogacy moni-
torowa¢ ruch chmury aerozolowej. Posiada on zdolno$¢ rozrézniania obtokéw biolo-
gicznych od niebiologicznych, stwarza mozliwo$¢ wczesnego ostrzegania i raportowania.
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W kolejnych projektach uwzgledniano nie tylko elementy detekcji, ale takze iden-
tyfikacji czynnikow biologicznych. Takim projektem jest IBADS (The Interim Biological
Agent Detection System). Jest to system pdtautomatyczny, ktéry posiada koncentrator
aerozolu oraz aerodynamiczny miernik czastek. Do identyfikacji mikroorganizméw
wykorzystano testy immunochromatograficzne. Technologia tego systemu jest tania
i pozwala na wykonanie wstepnej identyfikacji zarazkéw.

JPS (The Joint Portal Shields) jest pierwszym wysoce zautomatyzowanym systemem
udoskonalonym dzigki sieci sensoréw zwiekszajacych czutos¢ wykrywania. Wszystkie
operacje tego systemu kontrolowane sa przez centralny komputer. Aerozol po koncen-
tracji i charakterystyce fizycznej jest nastepnie poddawany automatycznej analizie
metodami immunochromatograficznymi, przy zdolnosci identyfikacji 8 czynnikow bio-
logicznych w ciagu 25 minut.

Kolejnym systemem detekcyjnym i identyfikacyjnym jest system JBPDS (The Joint
Biological Point Detection System) zbudowany z dwu modutéw. W poréwnaniu do
poprzedniego, charakteryzuje si¢ znacznie wyzsza czutoscia i swoistoscia. Stwarza moz-
liwod¢ wykrywania obecnos$ci bioczastek w ciagu 60 sekund, posiadajac zdolno$é¢ iden-
tyfikacji 10 organizmoéw w ciagu 20 minut.

JBAIDS (The Joint Biological Agent Identification and Diagnostic System) - jest to
urzadzenie przenosne, przygotowane do jednoczesnej identyfikacji patogendéw, zaréwno
w prébkach $rodowiskowych jak i klinicznych.

Do wykrywania czynnikow biologicznych wykorzystano m.in. zdolno$¢ wzbudzania
fluorescencji wiazkami $wiatta laserowego, analizowanej dzigki czutym fotodetektorom.
Metoda ta odrézni¢ mozna czynniki biologiczne zywe od martwych, a takze okresli¢
wielko$¢ i ksztatt czastek.

Zaawansowane technologicznie systemy zdolne sa do szybkiego analizowania danych
- tacznie z generowaniem sygnatu alarmowego po przekroczeniu poziomow krytycznych
- i przekazywania uzyskanych danych do centréw dowddczych.

Przyktadem tego typu technologii jest nowoczesny system FLAPS (Fluorescence
Aerodynamic Particle Sizer), dokonujacy szybkiej analizy rodzaju aerozolu, ksztattu
i koncentracji. Urzadzenia tego typu zastosowano w badaniach przesytek podejrzanych
o obecno$¢ zarodnikdéw B. anthracis w niektérych urzedach pocztowych USA (2).
Cecha wspdlng omawianych systemdéw jest to, Zze przeznaczone sa one gtdéwnie do
wykrywania aerozoli biologicznych. Atak bioterrorystyczny moze by¢ jednak przepro-
wadzony nie tylko droga aerozolowa, ale takze za posrednictwem zywnosci i wody oraz
metodami niekonwencjonalnymi (3, 4). W zwiazku z powyzszym omoéwione systemy
zabezpieczaja jedynie cze$¢ potrzeb obronnych przed atakiem bioterrorystycznym.
Ponizej zostanie omdwiona technologia pozwalajaca na detekcje czynnikéw biolo-
gicznych w réznych $rodowiskach.

LUMINOMETRIA

Jest to metoda pozwalajaca na wykrycie zawarto$ci ATP (adenozyno-tréjfosforan)
w zywych komérkach. Metoda oparta jest na zasadzie wykrywania emitowanego Swiatta
powstajacego przy enzymatycznym rozktadzie ATP. Wyemitowana energia jest propor-
cjonalna do zawartosci ATP w danej prébce i daje sig¢ oznaczaé¢ za pomoca czutego
fotodetektora - luminometru (5). Technika luminometryczna jest przydatna m.in. do
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szybkiego wykrywania obecno$ci bakterii w plynach, proszkach, liofilizatach. Jedna
z niewielu technologii przeznaczonych do pomiaru ATP jest system PROFILE, ktéry
pozwala na odréznienie komérek eukariotycznych od priokariotycznych. Dzieki odpo-
wiednim urzadzeniom dodatkowym pozwala on na badanie zanieczyszczonych powie-
rzchni, zywno$ci, wody, powietrza itp. Umozliwia réwniez szybkie wykrycie obecnosci
w badanych préobkach przetrwalnikéw bakteryjnych, co mozna wykorzystaé przy bada-
niach przesiewowych prébek podejrzanych o obecno$é¢ spor B. anthracis (6). Metoda
luminometryczna, jak wskazuja najnowsze badania, mozna takze identyfikowaé B.
anthracis, dzigki uzyciu gamma-lizyny (7). W badaniach wtasnych wykazano takze
mozliwo$¢ identyfikacji metoda luminometryczna pateczek Salmonella spp. (8). Kierujac
sie uniwersalnos$cia zastosowan bioluminometrii w aspekcie zagrozen bioterrorystycznych
w WIHIE opracowano i wdrozono do stosowania Polowy System Wykrywania Zanie-
czyszczenr Bakteryjnych (PSWZB).

METODY IDENTYFIKACJI CZYNNIKOW BIOLOGICZNYCH

Konwencjonalne, klasyczne metody mikrobiologiczne, jakkolwiek pozwalaja na wy-
krycie i identyfikacje czynnikéw biologicznych, to jednak z militarnego punktu widzenia
wykazuja szereg wad. Naleza do nich m.in.: dtugi czas niezbedny do uzyskania wynikéw,
konieczno$¢ dysponowania zapleczem laboratoryjnym, wyszkolonym personelem i ma-
teriatochtonno$é.

TECHNOLOGIE BIOSENSOROWE

W technikach biosensorowych przy poszukiwaniu, np. antygendw stosuje sie czesto
sensory $wiattowodowe optaszczone przeciwciatem. Kompleks powstaty po zwiazaniu
si¢ przeciwciata z poszukiwanym antygenem wykrywany jest przeciwciatem znakowa-
nym barwnikiem fluorescencyjnym. Dzigki wiazce $wiatta laserowego nastepuje silne
wzbudzenie znacznika w miejscu reakcyjnym, dajac sygnat rejestrowany przez detektor.
Dzigki temu oznaczenia mozna prowadzi¢ w probkach ,,brudnych".

Oparty na tej koncepcji system Analyte 2000 moze identyfikowaé za pomoca
czterech sond, 4 probki jednocze$nie. Czutos¢ testu wynosi od 3 do 30 bakterii/ml,
a czas wykonania analizy 20 minut (9).

Rozwinigciem powyzszej koncepcji jest RAPTOR (10), w petni zautomatyzowany,
przenosny system, w ktorym podwyzszono czuto$¢ oznaczen i skréocono czas identyfi-
kacji. Zastosowano w nim wymienne bloczki wielokrotnego uzycia, ktérymi przeptywa
material badany. System ten pozwala na wykrywanie zaréwno bakterii i ich toksyn, jak
i wiruséw, co jest jego duza zaleta. Urzadzenie moze pracowaé w systemie ciaglym
w potaczeniu z kolektorem prébek powietrza.

Omowione powyzej metody nie pozwalaly na ogdt na przeprowadzenie badan
genetycznych. Przetomem w tej dziedzinie stat si¢ m.in. RAPID - polowy zautomaty-
zowany system, ktéry pozwala na identyfikacje patogendw metoda ,,Real time" PCR
(11). Dzieki odpowiednim barwnikom fluorescencyjnym i znakowanym sondom oraz
wykorzystaniu zjawiska FRET (Fluorescence Resonans Energy Transfer), proces ampli-
fikacji jest obserwowany na biezaco na ekranie monitora. Aparat jest prosty w obstudze,
wymaga jedynie doktadnosci w przygotowaniu probek do badan. Na uwage zastuguje
jego potaczenie z systemem wczesnego ostrzegania ,,Leaders" (Lightweight Epidemio-
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logy Advanced Detection and Emergency Response). Duzym osiagnigciem byto zastoso-
wanie systemu RAPID do identyfikacji wirusa pryszczycy bezposrednio na farmie ze
zwierzetami.

POLOWE TESTY DIAGNOSTYCZNE

W przeciwienstwie do omdéwionych wcze$niej mniej lub bardziej skomplikowanych
i zazwyczaj drogich technologii, stosowane sa takze w praktyce proste testy immuno-
chromatograficzne, pozwalajace na uzyskanie wyniku w ciagu 10-15 minut (3). W te-
chnice tej stosowane sa przeciwciata mono- lub poliklonalne znakowane koloidalnym
ztotem. Reakcja dodatnia obserwowana jest optycznie w postaci kolorowej, waskiej
linii. Czuto$¢ testéw jest dosyé wysoka i wynosi od 10’ do 10° CFU/ml. W przypadku
ataku bioterrorystycznego koncentracja uzytego $rodka moze byé wysoka (od 10° do
10"). Aby podnie$¢ czuto$¢ odczytu stosuje sie dodatkowo czytniki paskéw, co eliminuje
subiektywno$¢ odczytu. Przyktadem takiego rozwiazania jest czytnik Guardian. Czuto$¢
metod immunochromatograficznych mozna podwyzszyé, stosujac zamiast koloidalnego
ztota czasteczki UCP (Upconverting Phosphor). Dzigki wzbudzeniu tych czastek $wiat-
Yem zblizonym do podczerwieni, dochodzi do emisji $wiatta widzialnego, rejestrowanego
przez detektor (UCPRS - Upconverting Phosphor Reporting System). W porownaniu do
techniki z uzyciem koloidalnego ztota, metoda UCPRS jest 10-krotnie czulsza, przy
skutecznej eliminacji ,,$wiecenia” tta. Dzigki zastosowaniu réznych substratow mozliwe
jest wykrycie ta metoda kilku czynnikéw biologicznych jednoczesnie (12).

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie omowione technologie pozwalaja na wykonanie
mniej lub bardziej doktadnej, ale wstegpnej diagnostyki. Potwierdzeniem wstepnej
identyfikacji zajmuja si¢ laboratoria referencyjne o odpowiednim poziomie bezpieczen-
stwa biologicznego, wyposazone w unikalna aparaturg i zatrudniajace wysokiej klasy
specjalistow.

METODY BIOLOGII MOLEKULARNEJ W IDENTYFIKACJI CZYNNIKOW
BIOLOGICZNYCH

Podstawowa metoda stosowana w diagnostyce genetycznej jest PCR - polimerase
chain reaction - polimerazowa reakcja tancuchowa, pozwalajaca na selektywna ampli-
fikacje wybranych fragmentéw DNA. Dzigki swoistym starterom (primerom) mozliwe
jest wykrycie gendéw bakteryjnych zlokalizowanych na plazmidach lub chromosomie
(13). W przypadku wykrywania czynnikéw zawierajacych RNA stosuje sig metode
RT-PCR. Klasyczna metoda PCR pozwala na uzyskanie dobrych wynikéw, zwtaszcza
przy badaniu czystych kolonii oraz materiatu klinicznego. Przy badaniu préobek srodo-
wiskowych, w zwiazku z wystepowaniem w nich wielu inhibitoréw reakcji PCR, lepsze
wyniki identyfikacji uzyskuje si¢ przy uzyciu metody Nested PCR, przy ktdrej stosuje
si¢ dwie pary starteréw zewngtrznych i wewnetrznych. Reakcja amplifikacji odbywa sie
w dwu etapach. Produkty powstale w fazie pierwszej (preegzystujace produkty ampli-
fikacji ) staja sie¢ nastepnie matryca dla wewngtrznej pary primerdw, co w efekcie
poprawia znacznie czuto$¢ reakcji. W zwiazku z wymiana materialu genetycznego
miedzy bakteriami w warunkach naturalnych, w diagnostyce genetycznej probek $ro-
dowiskowych nalezy stosowa¢ kilka, a nawet kilkanascie roznych primeréw.
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Rozwinigciem wspomnianej metody jest PCR-ELISA, bedaca potaczeniem Nested
PCR i techniki ELISA. Polega ona na wprowadzeniu do mieszaniny dNTP (,,master
miksu") znakowanego digoksygenina dUTP, dzigki czemu dochodzi do powstania
w procesie amplifikacji znakowanych amplikonéw. W kolejnym etapie wykonuje si¢
hybrydyzacje powstatych produktéw z biotynylowana sonda wewnegtrznych starterow.
Otrzymana hybryda jest przenoszona na ptytki polistyrenowe optaszczone streptawi-
dyna, gdzie jest wychwytywana dzieki silnemu wiazaniu streptawidyny-biotyny. Wykry-
wanie hybrydy nastgpuje przy uzyciu przeciwciat dla digoksygeniny, znakowanych
enzymem. Dzigki enzymowi i dobranemu do niego substratowi dochodzi do pojawienia
sie¢ reakcji barwnej, oznaczanej na czytniku ELISA. Wykazano, ze test ten jest od 10
do 100 razy czulszy od klasycznej metody PCR.

Multiplex PCR-pozwala na réwnoczesna amplifikacje kilku regionéw genomu przy
uzyciu réznych par primeréw. Ma to swoje zalety, gdyz umozliwia wykrycie kilku
czynnikow jednoczes$nie, wplywajac na skrécenie czasu badan i zmniejszenie zuzycia
odczynnikéw. W badaniach wilasnych (14) zastosowano Multiplex PCR do wykrywania
B. anthracis, Francisella tularensis i Vibrio cholerae. Inne metody genetyczne stosowane
w identyfikacji patogendw omoéwiono w jednej z prac (13).

Obecnie trwaja intensywne badania nad opracowaniem prostych testow "handhandle
tickets", przystosowanych do przeprowadzenia badan genetycznych (metoda paskowa)
w warunkach polowych. Czuto$¢ ich jest zblizona do czutosci klasycznej metody PCR.

SPEKTROMETRIA MASOWA

Jedna z bardziej obiecujacych technik identyfikacyjnych jest spektrometria masowa.
Czastki aerozolowe po skoncentrowaniu poddawane sa procesowi sonifikacji w celu
uwolnienia biatek. Otrzymane produkty sa oczyszczane, koncentrowane i rozdzielane
metoda chromatograficzna, a nastgpnie poddawane jonizacji UV i analizowane w
spektrometrze masowym. Metoda pozwala na identyfikacje bakterii, tacznie z wykaza-
niem réznic migdzyszczepowych. Dalszy postgp w tej dziedzinie nastapit po zastosowa-
niu do jonizacji prébek, podczerwieni (UR) zamiast swiatta UV, dzieki czemu uzyskano
bardziej swoisty sygnat i wyzsza czuto$¢. Ponadto, co warto podkresli¢, metoda ta nie
wymaga specjalnego opracowywania probek (15).

PGCIMS (Pyrolisis-gas chromatography-ion mobility spectrometry)

pozwala na identyfikacje chemiczno-biologiczna (16). Po koncentracji, prébka jest
poddawana dziataniu wysokiej temperatury, dzicki czemu dochodzi do uwalniania
markerdw analizowanych przez aparat. Tak, np. tatwo wykrywalny ta metoda jest kwas
pikolinowy B. anthracis. Produkowane aparaty nie sa obecnie wicksze od pudetka na
buty.

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

Metoda ta znalazta zastosowanie do wykrywania zaréwno patogendw jak i toksyn
bakteryjnych. Warto$¢ tej metody uzalezniona jest bezpo$rednio od jako$ci odczyn-
nikéow (przeciwciat, antygenéw). Poza stosowaniem przeciwciat i antygendw na uwage
zastuguje takze mozliwo$¢ uzycia do celéw diagnostycznych samych barwnikéw, ktére
moga selektywnie wiazaé si¢ z jedno- lub dwuniciowymi kwasami nukleinowymi. Ob-
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szerne dane na temat zastosowania cytometrii przeplywowej w diagnostyce mikrobio-
logicznej zawarte sa w pracy Stopy (17). Obiecujace sa badania nad wykorzystaniem
UCPRS w identyfikacji czynnikdw biologicznych metoda cytometrii przeptywowej (18).
Wykazano przydatnos$¢ tej metody do analizy wielkosci fragmentow kwaséw nukleino-
wych, co moze stuzy¢ celom identyfikacyjnym (19).

TECHNOLOGIA ,,CHIP" DNA

daje mozliwo$¢ przeprowadzenia znacznej liczby eksperymentéw hybrydyzacyjnych
jednoczes$nie (15). Reakcja zachodzi na niezwykle matej ptytce, na ktdrej umieszcza
si¢ oligonukleotydy. Testowany DNA znakuje si¢ znacznikiem fluorescencyjnym i og-
lada pod mikroskopem fluorescencyjnym konfokalnym. Punkty emitujace sygnat fluo-
rescencyjny wskazuja na zaszta hybrydyzacje. Rézne odmiany wspomnianej technologii
stwarzaja szerokie mozliwo$ci badawcze i aplikacyjne (15).

W ostatnim czasie nastapil znaczny postgp w badaniach nad nowymi technologiami
detekcji i identyfikacji czynnikéw biologicznych (19). Czg$¢ z nich po testach labora-
toryjnych i polowych wejdzie z pewno$cia w najblizszym czasie do praktyki mikrobio-
logicznej, przyczyniajac si¢ do skuteczniejszej walki z zagrozeniami biologicznymi.

M Bartoszcze
METHODS OF BIOLOGICAL WEAPON THREATS DETECTION

SUMMARY

Detection and identification of biological weapon agents are ones of more important elements
of defence against biological weapon and bio-terrorism. So, the attack agent determination
creates the chance of necessary prophylactic - medical and liquidation activities undertaking on
time. Different systems of biological hazards detection are known. Among others, they allow to
detect the biological agents presence in the air, execute the aerosol particles analysis, and are
able to generate the alarm signal (LRBSDS, JBSDS, FLAPS). Some systems are able to detect
biological agents presence, and moreover, to identify them (JPS, JBAIDS). Luminometric
method possesses many advantages, from which the versatility of its usage at different attack
scenarios, is getting to stay the most important one . A lot of attention is paid to identification
problems, recently. Simple technologies, adjusted to field conditions, which give initial identifi-
cation result within several minutes (immuno-chromatographic tests), have been developed.
These tests, based on colloidal gold may be replaced with UCP particles, what influences
positively for identification sensibility and specificity. Systems allowing to execute genetic tests
in field conditions (RAPID) and biosensors, thank to which bacteria and their toxins, and viruses
can be identified (RAPTOR) have occurred. Huge diagnostic possibilities are created by flow
cytometry. Instrumental techniques, among which the mass spectrometry pays attention, are
developed. Huge hope is connected to systems working on "chips”, allowing, among others, to
execute significant amount of analyses simultaneously. Thank to huge expenditures, paid for
biological agents identification methods development, part of them, after positive laboratory and
field practical tests, shall be introduced into the microbiological practice, staying the valuable
contribution of fight against bio-terrorism.
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