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Zastosowanie fluorescencyjnego spektrometru czastek (UVAPS 3314, TSI)
do klasyfikacji aerozoli biologicznych

Wstep

Oddychanie jest najwazniejsza czynnoscia fizjologiczna cztowieka.
W kazdej minucie wdychamy i wydychamy, zaleznie od wykonywanej
czynnosci, kilka lub kilkanascie litrow powietrza, a wraz z nim tysia-
ce czasteczek pytu, kurzu oraz oboj¢tnych i chorobotworczych mikro-
organizmow. Te ostatnie stanowia potencjalne zagrozenie. Patogenne
mikroorganizmy dziataja podst¢pnie, a symptomy choroby pojawiaja
si¢ nawet po kilku dniach. W tym czasie istnieje wielkie ryzyko infeko-
wania kolejnych osob.

W ostatnich latach prowadzone sa intensywne prace nad systemami
monitoringu powietrza wykorzystujacymi laserowo wzbudzona fluore-
scencjg. Zaleta tych urzadzen, w pordwnaniu z testami biochemicznymi
i mikrobiologicznymi, jest mozliwos¢ wykrywania w powietrzu poje-
dynczych czasteczek w czasie rzeczywistym. Dodatkowym atutem jest
mozliwos$¢ szacowania liczby czasteczek znajdujacych si¢ w okreslone;j
objetosci, ich $rednicy aerodynamicznej, ksztaltu oraz whasciwoscei flu-
orescencyjnych.

Mikroorganizmy sa strukturami o bardzo zr6znicowanej budowie,
ksztalcie, wielko$ci oraz sktadzie biochemicznym [1]. Niektore z nich
wykazuja wlasciwosci fluorescencyjne o charakterystycznych dhugo-
Sciach fali wzbudzenia i emisji [2], co jest cecha pozwalajaca na od-
roznianie bioaerozoli od innych czastek. Podstawowym elementem
budulcowym zywych organizméw sa biatka. Maksima wzbudzenia
i emisji tych zwiazkow przypadaja odpowiednio w obrgbie 280 i 330
nm. Innym fluoroforem wystgpujacym w wegetatywnych bakteriach
jest zredukowany dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (NADH) oraz
ryboflawina. Komorki wykazujace wysoka aktywnos¢ biologiczng wy-
kazuja fluorescencje¢ dla maksimoéw wzbudzenia i emisji odpowiednio
okoto 340 i 460 nm [3]. Pasma wzbudzenia tych fluoroforow sa stosun-
kowo szerokie, co umozliwia zastosowanie zrodet $wiatla, ktorych emi-
sja jest przesunigta wzgledem maksimum wzbudzenia fluoroforu. Na
podstawie wiasciwosci fluorescencyjnych oraz wielkosci rozproszenia
Swiatta na komoérkach konstruowane sa urzadzenia stuzace do wykry-
wania zanieczyszczen powietrza i odrézniania patogendw od niegroz-
nych mikroorganizméw.

Materiaty i metodyka

Spektrometr UVAPS 3314

Aerozole analizowano za pomoca fluorescencyjnego spektrometru
czastek firmy TSI (Ultraviolet Aerodynamic Particle Sizer - UVAPS
model 3314). Urzadzenie to umozliwia pomiar w czasie rzeczywistym
Srednicy aerodynamicznej, intensywnosci $wiatta rozproszonego oraz
fluorescencji aerozoli. Badany aerozol zasysany jest z zewnatrz poprzez
dyszg, przy statym przeptywie 1 I/min. Wokoét glownego strumienia
tworzony jest plaszcz ochronny ze strumienia przefiltrowanego po-
wietrza przeplywajacego z wydajno$cia 4 1/min. Uktad taki zapewnia
precyzyjne skierowanie bioaerozolu w wiazke lasera. Sygnat pocho-
dzacy od rozproszenia $wiatla na czastce detekowany jest za pomoca
fotopowielacza. Pomiar $rednicy aerodynamicznej polega na analizie
czasu przelotu czastki pomiedzy dwiema wiazkami lasera emitujacego
$wiatto czerwone o dlugosci fali 655 nm i mocy 30 mW.

Spektrometr UVAPS 3314 wyposazony jest dodatkowo w uktad do
pomiaru fluorescencji, ktory umozliwia wykrywanie czastek zawiera-
jacych okreslone fluorofory. Fluorescencja wzbudzana jest przy dtugo-
$ci fali 355 nm, a emisja rejestrowana za pomoca fotopowielacza w
zakresie 430 — 580 nm. Intensywnos$¢ fluorescencji rejestrowana jest
w 64 kanalach. Pierwszy z nich odpowiada brakowi fluorescencji, a 64.
— wartosci maksymalnej. Moment wyzwolenia impulsu lasera UV jest
synchronizowany z czasem przelotu czastki, co pozwala na precyzyjne
trafienie czastki wiazka §wiatla i uzyskanie sygnatu o najwyzszej ener-
gii [4].

Zgodnie z zatozeniami producenta parametry dobrane sa tak, aby
mozliwe bylo wzbudzenie fluorescencji dinukleotydu nikotynamido-
adeninowego (NADH) bedacego wskaznikiem metabolicznej aktywno-
$ci bakterii [4].

Aerozole biologiczne

Badania przeprowadzano w komorze rekawicowej produkeji Plas-
Labs (Model 830-ABB/Sp z 800-HEPA/D, Plas-Labs, Inc., Lansing, M1,
USA). Przed wszystkimi do$wiadczeniami wnetrze komory jatowio-
no przez 60 minut przy uzyciu lampy Puritec LPS9 (Osram, GmbH,
Augsburg, Germany) generujacej promieniowanie UVC o mocy 2 W.
Nastgpnie dokonywano wymiany powietrza wewngtrznego przy uzyciu
uktadu filtréw HEPA w ciagu 30 minut. Po ukonczeniu do$wiadczen
wnetrze komory dezynfekowano za pomoca preparatu Perasafe.

Aerozole generowano z wysuszonych probek za pomoca inhalatora
medycznego wyposazonego w gtowicg RF6. Zaleta techniki generowa-
nia aerozoli z suchych probek jest aerozol sktadajacy sig jedyne z ba-
danych czastek. W przypadku generowania z roztworéw sygnat fluore-
scencji czastek biologicznych zostaje zaktdcony przez kropelki cieczy,
w ktorej sa one zawieszone/rozpuszczone [5].

Metoda generowania z proszku daje zazwyczaj szeroki rozktad mie-
rzonych srednic aerodynamicznych, gdzie obok pojedynczych czastek
powstaja rowniez agregaty. Jednak takiego rozktadu wielko$ci nalezy
spodziewac si¢ w przypadku potencjalnego ataku bio-terrorystycznego,
z uzyciem wysuszonych spor bakterii.

Pylki roslin oraz Syloid pochodzity z ogélnodostgpnych zrédet ko-
mercyjnych. Spory Bacillus atrophaeus (BGs) wyhodowano i liofili-
zowano w Zaktadzie Mikrobiologii w Wojskowym Instytucie Higieny
i Epidemiologii w Warszawie.

Wyniki i dyskusja

Podczas eksperymentéw dane rejestrowane byty cyklicznie z okre-
sem catkowania dla pojedynczego pomiaru wynoszacym 30 sekund.
Wynik byt automatycznie zapisywany i rozpoczynany nastgpny pomiar.
Przyktadowe rozktady $rednic aerodynamicznych i fluorescencji roz-
nych aerozoli przedstawiono na rys. 1. O$ X przedstawia $rednicg ae-
rodynamiczng czastek, o§ Y — znormalizowana koncentracjg¢ aerozolu
(dN/dlogDp), za$ o$ Z — fluorescencjg¢ poszczegdlnych czastek w ka-
natach 1-64.

Syloid jest wzorcem niewykazujacym fluorescencji, co widoczne jest
na uzyskanym rozktadzie wielkosci (Rys. 1 A). Wigkszos$¢ czastek ma
wymiary od 0,7 do 3 um, a przecigtna $rednica aerodynamiczna wynosi
okoto 1,5 pm.
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Rys. 1. Rozktady wielkosci i fluorescencji acrozoli: A — Syloid (krzemionka) (SYL), B — Spory Bacillus atrophaeus (BGs), C — Pytek morwy papierowej (PAP)

W przeciwienstwie do czastek krzemionki, bioaerozol wykazuje
fluorescencjg. Aerozol spor BG (rys. 1B) tworzy dwie frakcje z czego
przewazajaca czg¢s$¢ o srednicy okoto 1 pm nie wykazuje fluorescencji.
Fluorescencja mniej licznej frakcji o $rednicach 2-4 um zostata zareje-
strowana we wszystkich kanatach.

Odmienny rozktad fluorescencji i wielkosci czastek uzyskano dla
pytku roslinnego (Rys. 1C). Zmierzone $rednice aerodynamiczne obej-
muja caly zakres pomiarowy przyrzadu, a najbardziej liczna frakcjg sta-
nowia czastki o bardzo wysokiej fluorescencji rejestrowanej w ostatnim
kanale.

Whioski

Przedstawione rezultaty pokazuja wyrazne réznice pomigdzy bada-
nymi aerozolami. Czastki pochodzenia biologicznego takie jak bakte-
rie, spory, pytki roslin czy grzyby, w przeciwienstwie do wigkszosci
aerozoli nieorganicznych, wykazuja fluorescencjg. Stanowi to podsta-
we¢ do monitoringu powietrza w czasie rzeczywistym. Zaprezentowana
technika pomiarowa umozliwia szybkie klasyfikowanie aerozoli pod
katem rodzaju czastek, jednak nie umozliwia ich doktadnej identyfika-
cji. W oparciu o uzyskane wyniki bezwzgledne porownywanie aerozoli
iich klasyfikacja sg bardzo trudne i wymagaja zastosowania odpowied-
nich algorytmow i metod statystycznych. Obecnie prowadzone sg inten-
sywne prace umozliwiajace scharakteryzowanie badanych substancji na
podstawie danych uzyskanych z pomiarow.

Techniki pomiaru fluorescencji i rozmiaru pojedynczych czastek
umozliwiaja monitoring powietrza w czasie rzeczywistym. Stata kon-
trola czystosci mikrobiologicznej jest potrzebna szczegodlnie w miej-
scach uzyteczno$ci publicznej takich jak szkoty szpitale, centra han-
dlowe i lotniska. Z uwagi na brak mozliwosci identyfikacji czastek,
monitoring moze polega¢ na rejestrowaniu wszelkich zmian koncen-
tracji czastek pochodzenia biologicznego, wzgledem tha. Informacja
0 pojawieniu si¢ ewentualnego zagrozenia jest bardzo cenna dla ekip
szybkiego reagowania, ktore zaleznie od potrzeb moga potwierdzi¢
obecno$¢ patogennych mikroorganizméw za pomoca standardowych
metod biochemicznych.
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