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Streszczenie. W pracy zaprezentowano i poréwnano charakterystyki wzbudzeniowo-emisyjne ami-
nokwaséw, biatek, bakterii, bakteriofaga MS2 oraz pytkéw roslin. Pokazane zostaly réznice pomiedzy
drobnoustrojami hodowanymi i przygotowanymi w réznych warunkach. Rejestrowanie i analiza
charakterystyk fluorescencyjnych mozliwie licznej grupy zwiagzkéw i czynnikéw biologicznych jest
etapem niezbednym do opracowania aparatury wykrywajacej w czasie rzeczywistym chorobotworcze
drobnoustroje obecne w powietrzu.
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1. Wstep

Rozwdj nauk biologicznych nie bylby mozliwy bez narzedzia, jakim jest spek-
troskopia fluorescencyjna. Technika ta znajduje szerokie zastosowanie migdzy
innymi w ustalaniu struktur komdrkowych, badaniu reakcji biochemicznych oraz
w diagnostyce laboratoryjnej, medycznej i mikrobiologiczne;j.
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Nowoczesne sposoby identyfikacji drobnoustrojéw oparte na metodach biologii
molekularnej pozwalaja na uzyskiwanie wiarygodnych wynikéw. Z drugiej strony
techniki te sg skomplikowane i czasochlonne, a do analizy prébek wymagany jest
wykwalifikowany personel [1].

W obliczu potencjalnego zagrozenia biologicznego decydujace znaczenie ma
czas i prostota wykonania procedury pomiarowej. Dlatego tez w ostatnich latach
duzym zainteresowaniem cieszg si¢ metody wykorzystujace techniki fluorescencyjne
do kontroli czystosci mikrobiologicznej powietrza w czasie rzeczywistym [2, 3].

Obecne w drobnoustrojach fluorofory pod wptywem promieniowania UV wyka-
zujg dwa charakterystyczne pasma emisji. Pierwsze z nich, o wiekszej intensywnosci,
zwiazane jest z obecnoscia tryptofanu (Trp) i wykazuje maksima wzbudzenia oraz
emisji w obszarze odpowiednio okoto 280 i 330 nm [4]. Drugie pasmo jest wynikiem
fluorescencji zredukowanego dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH).
Zwiazek ten wystepuje w aktywnych metabolicznie bakteriach [5]. Jego maksima
wzbudzenia i emisji znajduja si¢ w obszarze odpowiednio okofo 330 i 440 nm.

Zblizong charakterystyke spektralng czesto obserwuje sie dla endospor bakte-
ryjnych. Jest ona wynikiem obecnosci kwasu dipikolinowego (DPA). Ten zwigzek
chemiczny jest charakterystyczny dla endospor (nie wystepuje w komdrkach
wegetatywnych) i warunkuje zwiekszenie ich odpornosci na ogrzewanie i promie-
niowanie UV [6, 7].

Pierwszym etapem prowadzacym do opracowania urzadzen wykrywajacych
potencjalne czynniki zagrozenia biologicznego jest tworzenie fluorescencyjnej bazy
danych dla réznych materialéw. Matryce wzbudzeniowo-emisyjne sg rodzajem
odcisku palca czasteczek biologicznych. Dopiero na tej podstawie mozliwy jest
optymalny dobér dlugosci fali wzbudzenia i emisji oraz zaprojektowanie systemu
wykrywania aerozoli biologicznych.

2. Materialy i metodyka
2.1. Odczynniki

Tryptopfan i NADH pochodzily z firmy Sigma Chemicals, Polska. Albumina
z jaj kurzych i albumina z surowicy wotowej pochodzita z firmy Polskie Odczynniki
Chemiczne SA (POCH).

Pylki roélinne pochodzily z firmy Duke Scientific Corporations. Roztwory
pylkow i bialek przygotowano z 5 mg proszku i 100 ml wody destylowanej. Ste-
zenia wodnych roztworéw tryptofanu i NADH wynosity odpowiednio 0,49 M
12,2 uM.
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TABELA 1
Badane materiaty pochodzenia biologicznego
Grupa Nazwa Skrét Pochodzenie
Aminokwasy i biatka | Tryptofan Trp Sigma-Aldrich
Albumina z jaj OA POCH
Bakterie i spory Bacillus atrophaeus BG WIHE Warszawa
B. atrophaeus endospory BGs WIHE Warszawa
B. atrophaeus spory techniczne BGst PVTT
Bacillus subtilis BS WIHE Warszawa
B. subtilis endospory BSs WIHE Warszawa
Bacillus thuringiensis BT WIHE Warszawa
B. thuringiensis endospory BTs WIHE Warszawa
B. thuringiensis spory techniczne | Turex | PVTT
Escherichia coli EC WIHE Warszawa
Bakteriofag Bakteriofag MS2 MS2 WIHE Putawy
Grzyby Penicillium brevi-compactum PBC WIHE Warszawa
Cladosporium herbarum CH WIHE Warszawa
Alternaria alternata AA WIHE Warszawa
Candida albicans CA WIHE Warszawa
Aspergillus flavus AF WIHE Warszawa
Penicillium chrysogeum PC WIHE Warszawa
Pylki Trawa Bermuda BGP Duke
Spory $nieci trawy Bermuda BGSs Duke
Kukurydza CP Duke
Spory $nieci trawy Johnsona JONs Duke
Wierzba papierowa PMP Duke

2.2. Przygotowanie szczepow drobnoustrojow

Badane szczepy drobnoustrojéw (z wyjatkiem E. coli) pochodzily z kolek-
cji ATCC (American Type Culture Collection). Badany szczep E. coli pochodzit
z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii
w Warszawie. Badane szczepy bakterii hodowano na podtozach ptynnych. Endo-
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spory laseczek z rodzaju Bacillus oddzielano od komdrek wegetatywnych metoda
wielokrotnego ptukania w dejonizowanej wodzie i wirowania. Probki zawierajace
komorki wegetatywne bakterii, oznaczone jako ,,nieptukane”, po hodowli wirowano
przy 4000 rpm przez 15 min, supernatant usuwano, a osad bakteryjny zawieszano
w sterylnym roztworze NaCl w stezeniu 0,9%. Probki zawierajace komorki wege-
tatywne, oznaczone jako ,,plukane’, byly dodatkowo dwukrotnie ptukane i wiro-
wane w sterylnym roztworze NaCl. Spory techniczne zostaly dostarczone z PVTT
(The Finnish Defence Forces).

Gestos¢ optyczng zawiesin komorek wegetatywnych bakterii i endospor okre-
$lano przy dlugosci fali 600 nm (O.D. 600), gesto$¢ zawiesin doprowadzano do
wartosci 0,10, natomiast gesto$¢ optyczng zarodnikéw grzybow okreslano przy
diugosci fali 530 nm. Gegstos¢ optyczng mierzono przy pomocy spektrofotometru
Perkin-Elmer Lambda 900.

2.3. Rejestrowanie widm fluorescencyjnych

Widma fluorescencji badanych prébek mierzono przy pomocy spektrofluory-
metru FS 900 (Edinburgh Instruments) zaopatrzonego w przystawke do pomiaréw
z powierzchni. Szczeliny obu monochromatoréw ustawiono na szeroko$¢ widma
odpowiadajacg rozdzielczosci 2 nm. Diugos¢ fali wzbudzenia byla mierzona co
5 nm, a emisji co 2 nm. Sygnal Ramana i tfo byty odejmowane od widm prébki.
Matryce fluorescencyjne byty normowane do wartosci maksymalnej. Stosunki flu-
orescencji obliczano, calkujgc powierzchnie pod pikiem emisji przy wzbudzeniach
odpowiednio 280 i 340 nm.

Przeprowadzono analiz¢ PCA (Principal Component Analysia) otrzymanych
wynikéw za pomocg programéw SIMCA-P+, Umetrics AB, Umead, Szwecja.

3. Wyniki i dyskusja

Ponizej zostaly zaprezentowane matryce wzbudzeniowo-emisyjne (EX-EM)
réznych materiatéw biologicznych. Rysunki 1a i 1b przedstawiajg wlasciwosci
fluorescencyjne gtéwnych fluoroforéw wystepujacych w drobnoustrojach — tryp-
tofanu i NADH [8].

Innymi aminokwasami wchodzacymi w sklad biatek i wykazujacymi, mniejsze
w poréwnaniu z Trp, wlasciwosci fluorescencyjne sg tyrozyna i fenyloalanina [8].

Wrtasciwosci fluorescencyjne Trp silnie zalezg od obecnosci rozpuszczalnika,
wplywu lokalnego otoczenia wynikajacego z obecnosci innych aminokwaséw
w danym biatku oraz od pH. Wplyw ten jest juz widoczny przy poréwnaniu map
EX-EM wodnych roztwordw Trp i OA (rys. 1a, ¢). Przesuniete s3 wzgledem zaréwno
maksima emisji, jak réwniez szerokosci pikow [8, 9].
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Rys. 1. Matryce EX-EM r6znych fluorofordéw: a) tryptofan w wodzie; b) NADH w wodzie; ¢) albumina
z jaja kurzego w wodzie; d) sucha albumina z jaja kurzego

Istotnym czynnikiem wplywajacym na wlasciwosci fluorescencyjne substancji
jest obecnos¢ rozpuszczalnika. Przykladowe charakterystyki spektralne albuminy z jaj
kurzych przedstawione zostaty na rysunku 1c-d. Bialko to w formie statej ma wyzsza
fluorescencje w drugim pasmie w poréwnaniu z albuming rozpuszczong w wodzie.

Podobny efekt, jak podczas analizy bialek, obserwowany jest dla endospor
laseczek z rodzaju Bacillus. Charakterystyki suchych i mokrych endospor Bacillus
thuringiensis przedstawione zostaly na rysunku 2. Zblizone wyniki dla endospor
bakteryjnych zostaly opisane przez Sarasanandarajah i wsp. [10].

Wspolng cechg budowy bakterii, endospor, grzybow, wirusow i pytkow jest
obecno$¢ w ich sktadzie réznych biatek [11]. Pomimo subtelnych réznic pomiary
fluorescencji jedynie w obrebie I pasma nie pozwalajg na rozréznianie prébek.
Na rysunkach 3 i 4 pokazane zostaly matryce EX-EM plukanego i nieptukanego
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Rys. 2. Spory B. thuringiensis: a) suche zawieszone ponownie w wodzie przed eksperymentem;
b) suchy proszek

materialu biologicznego. Zaprezentowane na rysunku 3 widma fluorescencji lizatu
bakteriofaga MS2 plukanego (a) i nieptukanego (b) s niemal identyczne w zakre-
sie I. Wyrazne rdznice dla obu preparatéw pojawiaja sie w zakresie II. Majg one
zwigzek z obecnoscig podloza hodowlanego, bialek oraz fluoroforéw bakteryjnych
takich jak NADH pochodzacych najprawdopodobniej z pozostatosci komdrek
wegetatywnych E. coli, w ktérych bakteriofag byt namnazany.

Podobny trend obserwowany jest dla bakterii. Komorki wegetatywne nieptu-
kane (b) charakteryzuja sie wyzsza fluorescencja w II pasmie w stosunku do ko-
morek wegetatywnych bakterii trzykrotnie odptukanych od podtoza hodowlanego
(w identycznych warunkach pomiarowych) (a) (rys. 4).
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Rys. 3. Matryce EX-EM bakteriofaga MS2: a) ptukanego; b) nieptukanego
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Rys. 4. Matryce EX-EM B. atrophaeus: a) komorki ptukane; b) komérki nieplukane

Zauwazalne réznice wystepuja dla komdrek wegetatywnych bakterii z tego

samego gatunku w réznym stanie fizjologicznym. Rysunek 5 przedstawia charak-
terystyki spektralne zawiesiny komdrek wegetatywnych E. coli bezposrednio po
24-godzinnej hodowli (a) przechowywanych przez 13 dni bez pozywki w jatowe;j
soli fizjologicznej. W ostatnim dniu eksperymentu bakterie poddano dodatkowo
dziataniu ultradzwigkéw (b). W wyniku glodzenia nastapit wzrost fluorescencji
w II pasmie (w identycznych warunkach pomiarowych).

Na rysunku 6 przedstawione zostaly stosunki scalkowanych krzywych emisji
dla pasma IiII E. coli. Obserwowane zmiany moga by¢ wynikiem wielu ztozonych
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Rys. 5. Matryce EX-EM ptukanych komorek wegetatywnych E. coli: a) bezpoérednio po hodowli; b)
przechowywanych przez 13 dni w temperaturze pokojowej i poddanych dzialaniu ultradzwigkéw
przez 10 minut
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Rys. 6. Kinetyka zmian stosunku fluorescencji E. coli przechowywanych przez 13 dni w temperaturze
pokojowej. Pod koniec eksperymentu komorki zostaly poddane dziataniu ultradzwiekow

proceséw obejmujacych zaréwno zmiany w strukturze biatek bakterii lub lize ko-
morek bakterii i uwolnienie z nich skfadnikéw wewnatrzkomoérkowych [12].

Poznanie charakterystyk spektralnych mozliwie szerokiej gamy czastek bio-
logicznych jest niezbedne do prawidlowego odrézniania czynnikéw zagrozenia
biologicznego od czasteczek naturalnie wystepujacych jako tlo. Zanieczyszczenia
te moga prowadzi¢ do blednej klasyfikacji czasteczek biologicznych. Do najczgsciej
spotykanych interferentéw nalezg pylki roslin, grzyby, spaliny silnikowe, kurz oraz
dym tytoniowy.

Z uwagi na podobienstwa w sktadzie jakosciowym wiele materiatéw pocho-
dzenia biologicznego wykazuje podobne wiasciwosci fluorescencyjne. Przykladowo
w przeciwienstwie do pylku Pecan (rys. 7b), pylek kukurydzy (rys. 7a), ma zblizone
wlasciwosci spektralne do bakterii.

Najprostsza metoda analizy widm materiatu biologicznego jest wyznaczenie
stosunkéw powierzchni badz wysokosci pikow emisji dla wzbudzenia w 11 1II za-
kresie. Dla bakterii zazwyczaj obserwowane sg wyzsze wartosci niz dla endospor,
pytkéw i zarodnikow grzybow (rys. 8). Metoda ta jednak nie zawsze sie sprawdza.
Niejednokrotnie probki pochodzenia biologicznego majg zblizone wartosci sto-
sunkéw emisji. Przykladowo identyczne wartosci wykazuja endospory B. subtilis
oraz interferenty, takie jak zarodniki grzybow A. flavus, P. chrysogeum lub tez pytek
kukurydzy (rys. 8).

Innym sposobem poszukiwania podobienstw jest analiza gléwnych sktado-
wych (PCA — Principal Components Analysis). Metoda ta polega na redukgji ilosci
zmiennych w wielowymiarowej przestrzeni danych. Celem PCA jest opisanie danych
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Rys. 7. Matryce EX-EM zawieszonego w wodzie: a) pylku kukurydzy; b) pytku Pecan
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Rys. 8. Stosunki intensywnoéci emisji w I i IT zakresie dla materialéw réznego pochodzenia

za pomocg mniejszej, nieskorelowanej liczby zmiennych (gtéwnych sktadowych),
opisujacych jak najwiekszy zakres zmienno$ci danych w zbiorze.

Jednym z zastosowan analizy gléwnych sktadowych jest poszukiwanie podo-
bienstw pomigdzy elementami opisywanymi duzg iloscig zmiennych. Przykladem
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s3 materialy charakteryzowane za pomoca widma fluorescencji. Elementy podobne
beda potozone blisko siebie w nowej przestrzeni zmiennych.

Rysunek 9 przedstawia klasyfikacje bakterii, grzybow i pytkéw za pomocg PCA
dla dwdch dlugosci fali wzbudzenia — 280 i 340 nm. Wiekszos¢ bakterii i endo-
spor laseczek z rodzaju Bacillus jest zlokalizowanych w bliskim sgsiedztwie (dla
lepszej czytelnosci rysunku niektdre podpisy tej grupy zostaly usuniete). Preparaty
Turex i techniczne BGs, z uwagi na duzg ilo$¢ zanieczyszczen, wyraznie roznig si¢
od pozostalych preparatéw bakteryjnych.
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Rys. 9. Analiza PCA widm fluorescencyjnych materiatu biologicznego zawieszonego w réznych
warunkach. Diugosci fali wzbudzenia 280 i 340 nm

Wybor metody analizy ma decydujacy wptyw na uzyskany wynik. Na podstawie
analizy stosunkéw powierzchni pod pikami fluorescencji bakteriofag MS2 wykazuje
podobienstwo do tryptofanu i biatka diametralnie réznigc si¢ od bakterii (rys. 8).
Z kolei po analizie metodg PCA zwigksza si¢ podobienstwo MS2 do bakterii. Taki
wynik wydaje si¢ bardziej obiecujacy ze wzgledu na mozliwo$¢ wykrywania sze-
rokiego spektrum bojowych srodkéw biologicznych (rys. 9).

5. Wnioski

Réznorodnos¢ charakterystyk fluorescencyjnych preparatéw biologicznych
wskazuje na potencjalne mozliwosci zastosowania spektroskopii fluorescencyjne;j
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wspartej zaawansowanymi metodami statystycznymi do wykrywania i rozpozna-
wania zagrozenia biologicznego. Z uwagi na podobienstwo skladu jakosciowego
zwiazkow biologicznych, widma fluorescencyjne pozwalajg jedynie na oszacowanie,
do ktorej grupy nalezy dany czynnik. Zaprezentowane w pracy wyniki dostarczyty
istotnych informacji wskazujacych na silng zalezno$¢ charakterystyk spektralnych
od warunkéw przechowywania i przygotowania probek.

Niewatpliwg zaletg technik spektroskopowych jest mozliwo$¢ uzyskiwania
wynikow w czasie rzeczywistym. Wielkim wyzwaniem jest zwiekszenie selektyw-
nosci metody. Dlatego tez réwnolegle prowadzone sg prace nad réwnoczesnym
pomiarem dodatkowych parametréw takich jak czasy zycia fluorescencji oraz
wielkosci czgsteczek [14, 15].

Autorzy skladajg gorace podziekowania dla Pani Moniki Uchanskiej z Zakladu Mikrobiologii WIHIE
za niezastapiona pomoc i udzial w pomiarach.

Praca zostata wykonana w ramach projektu badawczego zamawianego MNiSW-DBO-03-/1/2007.

Artykut wplyngt do redakcji 15.07.2009 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano w grudniu
2009 .
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Fluorescence spectra application and analysis for discrimination
of potential biological warfare agents

Abstract. The paper presents excitation-emmision maps of aminoacids, proteins, bacteria, bacteriophage
MS?2 and pollens. It shows differences between microorganisms grown and prepared in different
conditions. The fluorescence data recorded in the study are necessary for the development of devices
based on laser induced fluorescence that will be used for real time identification of airborne pathogenic
microorganisms.
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