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Streszczenie. W pracy przedstawione zostaty wyniki wstepnych testéw analizatora fluorescencji pojedyn-
czych czasteczek UVAPS 3314 firmy TSI Celem pracy bylo testowanie unikalnej w skali kraju aparatury,
okreslenie optymalnych dla pomiaréw stezert drobnoustrojéw w aerozolu oraz metody generowania
bioaerozoli. Badania wykazaly, ze wytwarzanie bioaerozolu z zawiesiny wodnej lub soli fizjologicznej
w zamknietej komorze powoduje powstawanie zbyt malego stezenia aerozolu bakterii w stosunku do
catkowitej liczby czastek. Efektem tego jest niemoznoé¢ pomiaru fluorescencji przez przyrzad. Ekspe-
rymenty pozwolily na wstepne oszacowanie mozliwoéci pomiarowych UVAPS 3314.
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Symbole UKD: 579.6

1. Wstep

Zainteresowanie wplywem zanieczyszczen powietrza na srodowisko natural-
ne i zdrowie cztowieka ro$nie w miare rozwoju cywilizacyjnego. Drobnoustroje
znajdujace si¢ we wdychanym powietrzu moga wywolywacé niekorzystne skutki
zdrowotne. Z tego powodu olbrzymie znaczenie ma monitoring jakosci mikrobio-
logicznej powietrza. Zagadnienie to jest zaréwno w kregu zainteresowan wojska
jak i instytucji cywilnych, takich jak szpitale, szkoly i centra handlowe.
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Drobnoustroje sa strukturami ztozonymi, w skiad ktérych wchodza rézno-
rodne bioczasteczki i zwigzki chemiczne [1]. Czg$¢ z nich wykazuje wlasciwosci
fluorescencyjne o charakterystycznych dlugosciach fali wzbudzenia i emisji [2].
Na tej podstawie oparte jest wykrywanie aerozoli biologicznych. Wskaznikiem
metabolicznej aktywnosci bakterii jest zredukowany dinukleotyd nikotynami-
doadeninowy (NADH). Obecno$¢ tego zwigzku w komérkach charakteryzuje sie
maksimami wzbudzenia i emisji odpowiednio 340 i 460 nm [3].

W ostatnich latach prowadzone s3 intensywne prace nad fluorescencyjnymi
aerodynamicznymi miernikami czastek (UVAPS). Zaleta tych urzadzen, w poréw-
naniu z testami biochemicznymi i mikrobiologicznymi, jest zdolno$¢ wykrywania
w powietrzu pojedynczych czastek w czasie rzeczywistym. Dodatkowym atutem
UVAPS jest mozliwo$¢ szacowania liczby czastek znajdujacych sie w okreslonej
objetosci, ich $rednicy aerodynamicznej oraz wlasciwosci fluorescencyjnych.

Sposrdd licznych publikacji dotyczacych analizy bioaerozoli, jedynie zniko-
ma ich liczba dotyczy badan za pomoca UVAPS. Waznym elementem badan jest
opracowanie metodyki generowania bioaerozoli. Opisane badania mialy na celu
okreslenie optymalnych warunkéw eksperymentalnych doboru stezen zawiesin
wyj$ciowych zawierajacych endospory laseczek z rodzaju Bacillus lub pateczki
Gram-ujemne oraz sposobu generacji bioaerozoli z uwzglednieniem UVAPS 3314
oraz standardowych technik mikrobiologicznych.

2. Materialy i metodyka
2.1. Aparatura

Analiza bioaerozoli wykonana zostata przy pomocy ultrafioletowego aerodyna-
micznego miernika wielko$ci czastek firmy TSI, UVAPS model 3314. Urzadzenie to
umozliwia pomiar w czasie rzeczywistym $rednicy aerodynamicznej, intensywnosci
$wiatta rozproszonego oraz fluorescencji aerozoli.

Czasteczki analizowane s3 w komorze pomiarowej. Badany aerozol zasysany
jest z zewnatrz przy stalym przeptywie 1 I/min, poprzez dysze. Wokoét gléwnego
strumienia tworzony jest plaszcz ochronny ze strumienia przefiltrowanego po-
wietrza przeplywajacego z wydajnoscig 4 1/min. Uktad taki zapewnia precyzyjne
skierowanie bioaerozolu w wigzke lasera.

Sygnal pochodzacy z rozproszenia §wiatta na czastce detekowany jest za pomoca
fotopowielacza. Pomiar $rednicy aerodynamicznej polega na analizie czasu przelotu
czastki pomiedzy dwiema wigzkami lasera emitujacego $wiatto czerwone o dtugosci
fali 655 nm i mocy 30 mW. Im czastka jest wigksza, tym czas przelotu jest dluzszy.

Pomiar fluorescencji poszczegolnych czastek pozwala na odréznianie materiatu
biologicznego od niebiologicznego. Fluorescencja wzbudzana jest przy diugosci fali
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355 nm, a emisja rejestrowana za pomoca fotopowielacza w zakresie 430-580 nm.
Intensywnos¢ fluorescencji rejestrowana jest w 64 kanatach. Pierwszy z nich od-
powiada brakowi fluorescencji, 64 — warto$ci maksymalnej. Impuls lasera UV
wyzwalany jest na podstawie pomiaru czasu przelotu, co pozwala uzyska¢ odpo-
wiednig fluorescencje [4].

2.2. Material biologiczny

Badania przeprowadzano w komorze rekawicowej typ 830-ABB produkcji
Plas-Labs (Model 830-ABB/Sp with 800-HEPA/D, Plas-Labs, Inc., Lansing, MI,
USA) (rys. 1). Przed wszystkimi doswiadczeniami wnetrze komory jalowiono przez
60 minut przy uzyciu lampy Puritec LPS9 (Osram, GmbH, Augsburg, Germany)
generujacej promieniowanie UVC o mocy 2 W. Nastepnie dokonywano wymiany
powietrza wewnetrznego przy uzyciu ukltadu filtréw HEPA w ciggu 30 minut.

Bioaerozol wytwarzano przy uzyciu inhalatora pneumatycznego Monsun 2 MP2
(Medbryt, Warszawa) wyposazonego w glowice typu RF6 o wydajnosci maksymalne;j
0,48 ml/min (rys. 2) i $redniej $rednicy aerodynamicznej generowanych czasteczek
(MMAD) réwnej 1,4 um (dane producenta dla pomiaréw wykonanych na spektro-
fotometrze optycznym dla 0,9% NaCl).

Zawiesiny endospor laseczek z rodzaju Bacillus oraz paleczek Gram-ujemnych
rozpylano w komorze pomiarowej o objetosci 500 dm” za pomocg inhalatora me-
dycznego (rys. 1i2). W czasie okoto 30-minutowej aerozolizacji rozpylano 10 ml
zawiesiny. Stezenie drobnoustrojéw dobierane bylo eksperymentalnie. Etap ten
decydowal o przebiegu calego eksperymentu. Analiza bioaerozolu prowadzona
byla za pomocg réznych technik. Pomiary rozkladu wielkosci oraz catkowitej
liczby czastek biologicznych przeprowadzono za pomocg UV-APS 3314. Liczbe
drobnoustrojéw oznaczano metoda rozcienczen i posiewu na plytkach z agarem
LB lub agarem odzywczym i wyrazano jako CFU (Colony Forming Units).

TABELA 1
Badane materialy
Lp. Drobnoustroj skrot CFU
1 endospory Bacillus atrophaeus ATCC 9372 BGs 2,77 x 10°
2 endospory Bacillus cereus ATCC 14579 BCs 7,75 x 10°
3 komorki wegetatywne Escherichia coli ATCC 25922 EC 8,28 x 10°
4 komorki wegetatywne Bacillus subtilis ATCC 6633 BS 2,83 x 10°
5 syloid FP 244 FP244 -
6 wzorzec fluorescencyjny B0200 B0200 -
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Rys. 1. Rozpylanie bioaerozolu (z lewej Rys. 2. Rozpylanie bioaerozolu — widok
w glebi przyrzad UVAPS) glowicy nebulizatora

3. Wyniki i dyskusja

Pomiary mialy na celu ustalenie optymalnych warunkéw wytwarzania i badania
aerozoli biologicznych. Aerozole analizowano pod katem:
1. Rozkladu wielkosci czastek, charakterystyki rozproszeniowej czastek,
charakterystyki fluorescencyjnej czastek.
2. Kinetyki proceséw rozpylania i opadania czgstek.

3.1. Charakterystyki wielkosci, rozproszeniowe i fluorescencyjne czastek

3.1.1. Powietrze

Na rysunku 3 przedstawiony zostal rozktad wielkosci oraz poziom fluorescencji
czastek znajdujacych sie w laboratorium. Tylko niewielka liczba czasteczek wykazuje
fluorescencje. Jednoznaczne okreslenie rodzaju czasteczek nie jest mozliwe.

Number dW/dlogDp

Rys. 3. Charakterystyka rozkladu wielkosci i fluorescencji powietrza
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3.1.2. Syloid
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Rys. 4. Rozklad wielkosci czastek suchego aerozolu wytworzonego z Syloidu
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Rys. 5. Charakterystyka rozkladu wielkosci i fluorescencyjna (a) i zaleznos¢ rozproszenia od wielko$ci
czastek (b) suchego aerozolu wytworzonego z Syloidu FP 244

Syloid jest wzorcem niewykazujacym fluorescencji w badanym zakresie, co wi-
da¢ na rysunku 5a. Wiekszos¢ czasteczek ma wymiary od 0,7 do 3 um, a przecigtna
srednica aerodynamiczna wynosi okoto 1,5 wm. Zgodnie z wykresem (rys. 5b) istnieje
niemal liniowa zaleznos¢ pomiedzy srednicg aerodynamiczng a zdolnoscia rozpra-
szania $wiata. Jednak pewna liczba czasteczek zachowuje si¢ odmiennie. Wynik taki
$wiadczy¢ moze o zréznicowanym ksztalcie lub powierzchni badanego aerozolu.

3.1.3. Fluorescencyjny wzorzec wielkosci — kulki lateksowe (B0200)
Charakterystyka aerozolu wytwarzanego z wodnej zawiesiny wzorca fluorescen-
cyjnego przedstawiona zostata na rysunkach 6 i 7. Pik maksymalnej fluorescencji
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odpowiada czgsteczkom o $rednicy okoto 2 wm (rys. 7a). Warto$¢ ta jest zgodna
z danymi podawanymi przez producenta — 2,1 um. Dwa pozostale piki pochodza
od czasteczek wody, w ktdrej zawieszony byl wzorzec.

Wyniki przedstawione na rysunkach 5a i 7a wskazuja, ze przyrzad zostal skali-
browany tak, aby maksimum i minimum fluorescencji znajdowaty sie w skrajnych
kanatach.
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Rys. 6. Rozklad wielkosci czastek aerozolu wytworzonego z kulek lateksowych
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Rys. 7. Charakterystyka rozkladu wielkosci i fluorescencyjna (a) i zaleznos$¢ rozproszenia od wielko$ci
czastek (b) aerozolu wytworzonego z fluorescencyjnych mikrokulek lateksowych o $rednicy 2,1 um

3.1.4. Aerozol BGs

Rozklad wielkosci czastek aerozolu wytworzonego z wodnej zawiesiny endospor
B. atrophaeus przedstawiono na rysunku 8. W przeciwienstwie do aerozolu z kulek
lateksowych uzyskano pojedynczy, waski pik. Rdznica ta wynika z innego sposobu
wytwarzania aerozolu. Charakterystyka przedstawiona na rysunku 6 uzyskana
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zostala przy pyleniu bezposrednio przy wlocie aerozolu do miernika czastek, co
w rzeczywisto$ci odpowiada charakterystce czastek wytwarzanych przez generator
aerozoli. Natomiast pojedynczy pik widoczny (rys. 8) uzyskano podczas rozpylania
z pewnej odlegtosci od wlotu aerozolu. Jak wynika z wykresu, aerozol endospor
BG nie wykazat fluorescencji (rys. 9).
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Rys. 8. Rozklad wielkosci czgstek aerozolu wytworzonego z BGs
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Rys. 9. Charakterystyka rozktadu wielkoéci i fluorescencyjna aerozolu BGs

3.1.5. Aerozol BS i EC

Ponizej przedstawiono charakterystyki bakterii B. subtilis (rys. 10) i E. coli
(rys. 11). W praktyce mikrobiologicznej bakterie wegetatywne zawiesza si¢ w soli
fizjologicznej w celu zachowania izoosmotycznosci. Zawieszenie w soli fizjologicz-
nej spowodowatoby powstanie krysztatkéw NaCl. Dlatego bakterie zawieszano
w wodzie. Podobnie jak w przypadku spor nie wykazano fluorescencji.
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Rys. 10. Rozktad wielkosci czastek i fluorescencji aerozolu wytworzonego z BS
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Rys. 11. Rozktad wielko$ci czastek i fluorescencji aerozolu wytworzonego z EC

Zgodnie z zalozeniami producenta, UVAPS przeznaczony jest do wykrywania
fluorescencji charakterystycznej dla wegetatywnych form mikroorganizmoéw. Po-
wyzsze rezultaty nie pozwalaja jednoznacznie potwierdzi¢ zdolnosci wzbudzenia
fluorescencji. Uzyskany rezultat mozna interpretowaé w rézny sposob: bakterie
mogly nie wykazywac fluorescencji w tym zakresie na wskutek zawieszenia w wo-
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dzie, a tym samym w wyniku uszkodzenia $ciany komdrkowej. Inna przyczyna jest
zbyt duze stezenie czastek, co nie pozwala na uzyskanie pelnej mocy pojedynczego
impulsu lasera UV. Interpretacja taka opisana zostala wczesniej w literaturze. Auto-
rzy oszacowali dopuszczalng liczbe czasteczek, przy ktorej mozliwe jest uzyskanie
fluorescencji, na 60 #/cm’ [5]. W swoich badaniach Agranowski i wsp. uzyskali
niewielka fluorescencje B, na poziomie 10% maksymalnej warto$ci. Wynik taki nie
zostal potwierdzony w naszych badaniach. Prawdopodobna przyczyna jest stoso-
wanie innej techniki wytwarzania aerozoli. Agranowski i wsp. osuszali generowany
aerozol w strumieniu suchego powietrza. W niniejszej pracy rozwigzanie takie nie
byto mozliwe, a wytworzony aerozol tworzyl widoczng chmure.

3.2. Zmiany stezenia czasteczek podczas rozpylania i opadania

3.2.1. Aerozol BGs
Zmiana st¢zenia czasteczek aerozolu w czasie charakteryzowala si¢ niemal
liniowa zaleznoscig (rys. 12). Podczas 120 minut opadio okoto 50% czasteczek.

#/cm?3
1600
1400
1200
1000

800
600
400
200
0

0 20 40 60 80 100 120  czas [min]

Rys. 12. Zmiany stezenia czasteczek podczas opadania aerozolu BGs

3.2.2. Aerozol BCs

Zmiany stezenia czastek podczas rozpylania BCs przedstawione zostaly na
rysunku 13. Paradoksalnie wraz z czasem rozpylania maleje stezenie czastek
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Rys. 13. Zmiany stezenia czasteczek podczas opadania aerozolu BCs
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w komorze. Efekt ten jest zwigzany z przekroczeniem stezenia, ktére moze by¢
zdetekowane przez przyrzad.

Na rysunku 14 przedstawione zostaly zmiany stezenia czastek podczas opadania
aerozolu. Wraz z uptywem czasu wzrasta ilos¢ detekowanych czastek. Przyczyna
tego efektu jest mechanizm opisany powyzej.
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Rys. 14. Kinetyka opadania aerozolu BCs

4. Wnioski

Optyczne mierniki czastek umozliwiaja monitorowanie jakosci powietrza
w czasie rzeczywistym. Poprzednie modele z serii APS umozliwialy pomiar $red-
nicy aerodynamicznej czasteczek oraz wielkosci rozproszenia $wiatta. Pomiar tych
parametréw nie pozwalal jednak na odrdéznianie zywych drobnoustrojéw od innych
czasteczek organicznych i nieorganicznych o zblizonych rozmiarach. Unikalng
cechg fluorescencyjnego miernika czastek jest wzbudzanie i detekcja fluorescenciji
w zakresie charakterystycznym dla aktywnych czastek biologicznych. Dane wyj-
$ciowe prezentowane sg w postaci stabelaryzowanej i wykresow.

Pomiary wykazaly ograniczenia przyrzadu narzucajgce warunki wytwarzania

aerozolu:

1. Standardowe stezenia stosowane w badaniach metodami mikrobiologiczny-
mi s3 powyzej zakresu pomiarowego UVAPS. Objawem tego jest wysycenie
charakterystyk kinetyki rozpylania i sedymentacji czastek. Maksymalne
mierzalne stezenie aerozolu wynosi 1000 #/cm”,

2. Pomiar fluorescencji aerozolu wymaga stezenia aerozolu nizszego o jeszcze
dwa rzedy wielkosci. Maksymalne stezenie aerozolu do pomiaru fluore-
scencji wynosi wynosi 60 #/ cm’.

3. Dwa powyzsze warunki narzucajg stosowanie do pomiaréw aerozolu,
ktéry jest suchy. W przeciwnym wypadku czasteczki wody w aerozolu
maskuja sygnal analizowanych prébek (drobnoustrojéw). Suchy aerozol
umozliwia jednoczesne badanie materiatéw za pomocg UVAPS i metod
mikrobiologicznych.
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Praca wykonana zostala w ramach projektu badawczego zamawianego MNiSW-DBO-03-/1/2007.

Artykut wplyngt do redakcji 19.11.2009 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano w styczniu
2010
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Determination of parameters of bacterial aerosol for measurement
with UVAPS device

Abstract. The paper presents preliminary results of Ultraviolet Aerodynamic Particle Sizer’s (UVAPS
3314, TSI) testing. The aim of work was testing the device that is probably unique in Poland,
determination of concentration of microorganisms in aerosol optimal for measurements, and
methodology of aerosol generation. Experiments showed that aerosol generated in closed chamber
from water suspension or NaCl shows too low concentration of bacterial particles comparing to
total amount of particles. As a result, it is not possible to record fluorescence signal of bacteria with
UVAPS 3314 device. Performed experiments allowed for preliminary assessment of measurement
capabilities of UVAPS.
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