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Streszczenie. Ze wzgledu na wciaz aktualne zagrozenia biologiczne zwigzane z dzialalno$cia ugrupowan
terrorystycznych, sytuacjami kryzysowymi w wielu rejonach $wiata, a takze cyklicznie pojawiajacymi
sie epidemiami, szybka i wiarygodna detekcja skazen biologicznych jest niezbednym elementem
zapewnienia szeroko rozumianego bezpieczenstwa ludnosci. W pracy poruszono kwestie procedur
pobierania i weryfikacji probek. Skupiono si¢ na technikach przygotowania préobek do analizy, a takze
wyszczegolniono metody analityczne stuzace do identyfikacji czynnikéw biologicznych. Dodatkowo
omoéwiono technologie on-site zaimplementowane w wojskowych przyrzadach do detekeji skazen
biologicznych. Praca umozliwia czytelnikowi zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami detekeji
czynnikéw pochodzenia biologicznego i ich identyfikacji, co stanowi niezbedng wiedz¢ przy wyborze
odpowiedniego sprzetu w zaleznos$ci od przeznaczenia pododdzialu rozpoznania skazen i posta-
wionego zadania. Wiedza z zakresu pobierania i przygotowania probek do analizy przyczyni si¢ do
zwigkszenia umiejetnoséci zespoléw pobierania probek w zakresie takich dzialan oraz do osiggniecia
wiarygodnych wynikow przez zastosowanie odpowiednich procedur i wyeliminowanie mozliwosci
utraty analitu czy nieumyslnego skazenia probki. Pozwoli to rowniez na zwigkszenie bezpieczenstwa
na kazdym etapie pracy z probkami biologicznymi. Wszystkie te dziatania moga przyczyni¢ si¢ do
globalnego zwiekszenia bezpieczenstwa ludnosci.

Stowa kluczowe: nauki chemiczne, bron biologiczna, bioterroryzm, CBRN, PCR, UV-LIF

DOI: 10.5604/01.3001.0016.0545



86

M. Kuligowska, S. Neffe

Wykaz stosowanych akronimow

ACPLA

ADP
ATP

BWC

CBRN

CF

CLISA

CWA (BST)
ELFA
ELISA

ESI
HAI

HPLC

IAHA

IF
KIA
LAPS

LCD
LIF

MIF

MS

Agent Containing Particle per Liter
of Air

Adenosine 5'-diphosphate
Adenosine 5'-triphosphate

Convention on the Prohibition of
the Development, Production and
Stockpiling of Bacteriological (Bio-
logical) and Toxin Weapons and on
their Destruction, Biological Weap-
ons Convention

Chemical, Biological, Radiological,
Nuclear

Complement Fixation

Chemiluminescence Immunosor-
bent Assay

Chemical Warfare Agents
Enzyme-linked Fluorescent Assay

Enzyme Linked Immuno-Sorbent
Assay

Electrospray Ionization

Haemagglutination and Haemag-
glutination Inhibition

High Performance Liquid Chroma-
tography

Immune Adherence Haemaggluti-
nation Assay

Immunofluorescence
Kligler’s iron agar reaction

Light Addressable Potentiometric
Sensor

Liquid-Crystal Display

Laser Induced Fluorescence
Microimmunofluorescence tests

Mass Spectrometry

Stezenie czastek na litr powietrza

Adenozyno-5'-difosforan

Adenozyno-5'-trifosforan; glowny
noénik energii w komérkach

Konwencja o zakazie prowadzenia
badan, produkgji i gromadzenia za-
pasow broni bakteriologicznej (bio-
logicznej) i toksycznej oraz o ich
zniszczeniu, Konwencja o Zakazie
Broni Biologicznej

Bron masowego razenia — chemicz-
na, biologiczna, radiologiczna, ja-
drowa

Wigzanie dopelniacza

Immunosorpcyjny test chemilumi-
nescencyjny

Bojowe $rodki trujgce
Enzymatyczny test fluorescencyjny

Test immunoenzymatyczny

Jonizacja przez elektrorozpylanie

Hemaglutynacja i hamowanie (in-
hibicja) hemaglutynacji

Wysokosprawna chromatografia
cieczowa

Test hemaglutynacji przylegania
immunologicznego

Immunofluorescencja
Reakcja agaru zelazowego Kliglera

Czujnik potencjometryczny adre-
sowalny $wiatlem

Wyswietlacz cieklokrystaliczny

Fluorescencja wzbudzana promie-
niowaniem laserowym

Testy mikroimmunofluorescen-
cyjne

Spektrometria mas
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PCR Polymerase Chain Reaction Lancuchowa reakcja polimerazy

ppl parts per liter Czeéci na litr

ppb parts per bilion Cze$ci na miliard

RAAD Rapid Agent Aerosol Detector Szybki detektor srodkéw waerozolu

RBIA Real Time Bio specific Interaction Analiza interakeji biospecyficznych
Analysis W czasie rzeczywistym

RDTs Rapid Diagnostic Tests Szybkie testy diagnostyczne

RIA Radioimmunoassay Test radioimmunologiczny

RPLA Reverse-passive Latex Aglutination Odwrécona pasywna aglutynacja

lateksu

rt-PCR real-time Polymerase Chain Reac- Lancuchowa reakcja polimerazy
tion W czasie rzeczywistym

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Lancuchowa reakcja polimerazy
Chain Reaction z odwrotng transkryptaza

SIBCRA Sampling and Identification of Bio- Pobieranie probek i identyfikacja
logical, Chemical and Radiological $rodkéw biologicznych, chemicz-
Agents nych i radiologicznych

TSIA Triple Sugar Iron Agar Reaction Reakcja potrdjnego agaru z zela-

zem cukrowym
TSP Toxic Industrial Chemicals Toksyczne srodki przemystowe
uv Ultraviolet Nadfiolet

1. Wprowadzenie

Zagrozenia biologiczne pojawialy sie od wiekéw. Przyktadowe epidemie wraz

z latami ich wystepowania oraz szacunkowymi liczbami ofiar $miertelnych przed-
stawiono na rysunku 1. Na podstawie danych historycznych mozna wniosko-
wad, ze epidemie pochtaniajgce tysiace, a nawet miliony ofiar beda pojawia¢ sie
réwniez w przysztosci. Niezwykle istotnym elementem, ktéry moze ograniczy¢
zachorowalnos¢, a przez to takze liczbe przypadkow smiertelnych ludzi, jest wezesne
i precyzyjne wykrywanie zagrozen biologicznych, jak réwniez przemyslane proce-
dury przeciwdzialania rozprzestrzenianiu si¢ skazenia i odpowiednie zabezpieczenie
logistyczne przez panstwa i organizacje migdzynarodowe. Wykrywanie naturalnie
pojawiajacych si¢ zakazen pozwala réwniez na wykrycie skazen celowych, bedacych
efektem uwolnienia broni biologicznej. Czynniki biologiczne tego rodzaju broni
przedstawiono schematycznie na rysunku 2. Wraz ze $rodkami ich przenoszenia
stanowig one wyjatkowo niebezpieczny komponent broni masowego razenia.
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Rys. 1. O$ czasu przedstawiajaca najwigksze epidemie pojawiajace si¢ na $§wiecie wraz z przyblizo-
nymi liczbami zgonéw, ktére spowodowaly. Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie [1, 2].
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Rys. 2. Komponenty broni biologicznej. Opracowanie wlasne. Zrédta zdje¢: www.istockphoto.com;
https://www.poradnikzdrowie.pl; https://pl.wikipedia.org; http://geografia.sp130.edu.pl [dostep:
14.06.2022]
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Ze wzgledu na swoje wlasciwosci bron biologiczna jest stosunkowo prosta
w produkgji, skuteczna, tatwa do ukrycia i niewidoczna w trakcie ataku, tania
i wciaz trudna do wykrycia. Problemy z detekcja nie wynikajg jednak z powodu
nieefektywnych czy niedostepnych technologii, ale bagatelizowania problemu przez
znaczng czg$¢ panstw $wiata, czego konsekwencja jest niedostateczne zabezpiecze-
nie instytucji rzadowych i jednostek wojskowych w odpowiedni sprzet do detekeji
skazen biologicznych. Ta sytuacja sprzyja rozwojowi bioterroryzmu, ktéry okresla
sie jako bezprawne uzycie czynnikéw biologicznych wobec ludzi i zwierzat, co ma
na celu zaktocenie stabilnosci spotecznej i politycznej danego panstwa, wywolanie
paniki i wymuszenie okreslonego dziatania [3, 4]. Bron biologiczna byla stosowana
od wiekéw. Jedng z najbardziej znanych instytucji, w ktérej prowadzono prace nad
bronig tego rodzaju, byla japonska Jednostka 731 dzialajagca w Pingfang w Man-
dzurii. Szacuje sig, ze w latach 1932-1936 przeprowadzila tysigce badan z uzyciem
m.in. pateczek dzumy (Yersinia pestis) i tytusu plamistego (Typhus exanthematicus),
przecinkowcow cholery (Vibrio cholerae) i laseczek waglika (Bacillus anthracis),
doprowadzajac do $mierci nawet 20 000 oséb [5]. W miare rozwoju wiedzy w tym
zakresie i sposobow izolacji patogenéw bron biologiczna stata si¢ rzadziej wyko-
rzystywana niz np. bron chemiczna [6, 7, 8]. Jedna z przyczyn mdgt by¢ strach
przed zakazeniem sil wlasnych zgodnie z powiedzeniem ,,(...) jezeli wypuscisz
tego tygrysa, powroci on i ciebie tez pozre” [4], a takze §wiadomos¢, ze nie mozna
przewidzie¢ skali rozprzestrzenienia sie zakazen. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage
fakt, ze poglady i idee niektérych ugrupowan sg tak skrajne, ze ich przedstawiciele
moga nie zwazac na te obawy i uzy¢ wszelkich srodkéw, aby zrealizowac swoje cele.
Obecnie na $wiecie dziala kilkanascie ugrupowan terrorystycznych, wéréd ktorych
wyrézni¢ mozna: ISIS, Al-Kaide, Boko Haram, Huti czy Hezbollah. Rejony ich dziatan
ilustruje rysunek 3 [9]. Wymienione organizacje, pomimo tego, ze skumulowane
s przede wszystkim na Bliskim Wschodzie oraz w Afryce Péinocnej, dysponuja
mozliwosciami przeprowadzenia potencjalnego ataku w kazdym zakatku $wiata.
Nalezy pamietac, ze celem atakdw terrorystycznych prawie zawsze jest zastraszenie
i proby podporzadkowania sobie danej spotecznosci. Strach przed zachorowal-
noscia, jak i skutki choréb moga by¢ najsilniejszym czynnikiem wptywajacym na
osiggniecie tych celow.

10 kwietnia 1972 roku podpisano Konwencje o zakazie broni biologicznej
(ang. Convention on the Prohibition of the Development, Production and Stockpiling
of Bacteriological (Biological) and Toxin Weapons and on their Destruction, Biological
Weapons Convention, BWC) [10]. Traktat zakazywal sygnatariuszom prowadzenia
prac nad rozwojem komponentéw broni biologicznej oraz jej produkeji, przecho-
wywania, przekazywania i nabywania. Zobowigzuje réwniez panstwa-strony do
calkowitego zniszczenia posiadanych zapaséw broni biologicznej. Konwencja zostata
podpisana przez 184 panstwa (czerwiec 2022) [11]. Wiadomo jednak, ze na calym
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$wiecie wcigz trwaja prace nad szczepionkami, lekami i innymi farmaceutykami,
co oczywiscie jest niezbedne ludzkosci i ma pozytywny wydzwiek, jednak moze
stanowi¢ pretekst do pracy nad bronig biologiczng przez radykalne ugrupowania
niepanstwowe czy niektore panstwa [12-15].

¢ @ Al-Nusra Front 9 Hamas 9 PKK @ Kata'ib Hezbollah v Palestinian Islamic fihad
€
k“ 9 Al-Qaeda 9 Hezbollah @ IRGC 9 Lashkar-e-Taiba

d 9 sokotaram () Houtn 9 55 Q) meaiiban

Rys. 3. Umiejscowienie wybranych organizacji terrorystycznych. Zrédto: [9]

2. Ogolne procedury dzialania dotyczace wystapienia
zagrozenia biologicznego

Systemy obronne panstw sg przygotowane na odparcie réznych rodzajow
atakow badz zapobiezenie im, jednak ochrona przed bronig biologiczng wcigz
pozostaje najstabszym ogniwem w systemie rozpoznania skazen i zagrozen. Jest to
spowodowane m.in. faktem, Ze jak dotad jedyna skuteczng ochrong przed czyn-
nikami biologicznymi sg szczepionki. W wigkszosci przypadkow dzialaja one na
pojedyncze patogeny, rzadko na grupy substancji zakaznych. Nie jest wykonalne
zaszczepienie wszystkich ludzi przed wszystkimi mozliwymi czynnikami biolo-
gicznymi, zwlaszcza ze dodatkowo moga one ulega¢ réznego rodzaju mutacjom.
W celu skutecznej ochrony ludnosci niezbedne sg zatem jak najszybsze sposoby
identyfikacji patogendw oraz trafna charakterystyka $rodka biologicznego. Po
rozpoznaniu rodzaju zakazenia i ocenie mozliwych etiologii zachorowan mozliwe
jest okreslenie zrodla skazenia i ocena przyczyn wystgpienia zdarzenia. Duzg role
odgrywa sprawnie dzialajacy wywiad, pozwalajacy na przewidzenie wystgpienia
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zagrozenia oraz oszacowanie typu uzytego srodka. Kolejnym krokiem jest leczenie
zakazonych. Niezbedna do tego celu jest wiedza na temat mozliwych przypadkéow
choréb, odpowiednie przygotowanie personelu medycznego do masowych przyjec
zakazonych oraz rozwigzania logistyczne w tym zakresie. Nalezy miec¢ na wzgledzie,
ze wirulencja oraz szybkos¢ rozprzestrzeniania si¢ danych drobnoustrojow moze
sie znaczaco rozni¢. Na przyklad czynnik chorobotwoérczy — waglik — powoduje
miejscowe uszkodzenie poprzez kontakt ludzi z chorym bydlem i powoduje niska
$miertelno$¢. Jednak sztuczne rozprzestrzenienie go w postaci aerozolu i wchto-
niecie przez drogi oddechowe skutkuje niemal stuprocentowg $miertelnoscia [4].
Czynnosci umozliwiajace ochrong ludnosci przed dziataniem broni biologicznej
przedstawia schematycznie rysunek 4.

— Informacja o rodzaju zagrozenia (typ badanego czynnika biologicznego)
— Informacja o spodziewanym celu/rejonie ataku

— Decyzje dowddcow i wladz zarzadzania kryzysowego
S | — Podjecie dziatan zabezpieczajgcych przed rozprzestrzenianiem si¢ zagrozenia
— Izolacja zakazonych jednostek
" || — Leczenie zakazonych jednostek
OB Szczepienia jednostek narazonych na zakazenie

Rys. 4. Dzialania podejmowane w celu zapewnienia bezpieczenistwa biologicznego oraz postepowa-
nie w przypadku zaistnienia zagrozenia biologicznego. Opracowanie wtasne

3. Procedury postepowania z probkami mogacymi stanowic
zagrozenie biologiczne

Jedne z najwazniejszych elementéw umozliwiajacych dalsze dziatania zwigzane
z bezpieczenstwem ludno$ci to prawidlowe wykrycie i wiarygodna analiza zagro-
zenia. Pierwsza skladowa procesu weryfikacji probek jest identyfikacja czynnika
biologicznego. Dokonuje si¢ jej na podstawie trzech kryteriéw zamieszczonych na
rysunku 5. Obecnos¢ jednego z nich pozwala na identyfikacje wstepna (tymcza-
sowa). Identyfikacje czynnika biologicznego potwierdza sie, gdy zostang spelnione
dowolne dwa z trzech kryteriéw, a tymczasowa identyfikacja jest mozliwa w obecno-
$ci autentycznych wzorcéw odniesienia (probki kontrolne pozytywne i negatywne)
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w identycznych warunkach doswiadczalnych. Jednoznaczna identyfikacja czynnika
biologicznego zapewnia najwyzszy poziom pewnosci, co jest niezbedne do ksztalto-
wania stanowisk strategicznych i politycznych. Potwierdzona identyfikacja staje si¢
jednoznaczna, jesli wszystkie omawiane kryteria okaza si¢ prawdziwe dla danego
czynnika biologicznego w obecnosci autentycznych wzorcéw odniesienia (probki
kontrolne pozytywne i negatywne) w identycznych warunkach doswiadczalnych, co
przedstawiono na rysunku 6. Nalezy pamieta¢, ze aby wywota¢ chorobe u zywego
zywiciela, dany patogen musi mie¢ czynnik aktywny biologicznie i by¢ zdolny do
replikacji. Dopdki nie zostanie uzyskana pozytywna identyfikacja w hodowli, tescie
wielometabolicznym czy na modelu zwierzecym, nie jest mozliwe okreslenie, czy
czynnik biologiczny jest aktywny metabolicznie. Do czasu ustalenia aktywnosci
metabolicznej istnieje mozliwos¢, ze badany incydent byt mistyfikacja, w ktorej
do wywolania terroru uzyto nieszkodliwego, zabitego preparatu bojowego srodka
biologicznego. O takiej mozliwosci nalezy pamieta¢ przy ocenie postepowania
z osobami narazonymi oraz o potencjalnych kryminalnych, strategicznych i poli-
tycznych konsekwencjach wynikéw identyfikacji. Swiadczy to o tym, jak wazne sa:
wlasciwe pobranie, transport i przechowywanie probki przed analizg, tak aby kazdy
czynnik broni biologicznej obecny w prébce pozostal zywotny. Warto pamigtad, ze
wyszczegolnione na schematach (rysunki 5-6) kryteria beda miaty zastosowanie do
wszystkich klasycznych drobnoustrojow z wyjatkiem jednoznacznej identyfikacji:
a) czynnikow biologicznych, dla ktérych nie ma odpowiednich metod hodowli, np.
wirusowe zapalenie watroby typu B, ktére rozwija sie tylko u ludzi, b) czynnikéw
biologicznych, ktdre zostaly genetycznie zmanipulowane w celu zmiany ich cech,
oraz c) nowatorskich srodkow, takich jak organizmy mikrokapsutkowane, priony
czy zakazny kwas nukleinowy [16].

Obecnos¢ unikalnego antygenu dla danego czynnika biologicznego jest wykazana
przez dodatnig reakcje ze specyficznym przeciwcialem w tescie immunologicznym

Obecnos¢ unikalnej sekwencji kwasu nukleinowego dla danego czynnika
biologicznego jest wykazana przez pozytywna reakcje ze specyficzng sonda
kwasu nukleinowego (sonda genowa) w tescie opartym na genetyce

Kryteria identyfikacji

Pozytywna odpowiedz jest wykazana przez hodowle in vitro
lub testy wielometaboliczne
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Rys. 5. Kryteria identyfikacji wstepnej (jedno z trzech kryteriow) i potwierdzonej (dwa z trzech kry-
teriow) $rodkow aktywnych biologicznie. Opracowanie wlasne na podstawie [16]
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Kryteria identyfikacji
tymczasowej i potwierdzone;j

Wymagania identyfikacji jednoznacznej

Pozytywna odpowiedz uzyskana metoda immunologiczna

Pozytywna odpowiedz uzyskana metoda genetyczng

Dodatnie dopasowanie uzyskane w hodowli in vitro
lub tescie wielometabolicznym

Potwierdzenie wlasciwosci chorobowych w przyjetym modelu zwierzecym,
jesli taki istnieje

Rys. 6. Kryteria identyfikacji jednoznacznej $rodkéw aktywnych biologicznie.

Opracowanie wlasne na podstawie [16]

Nieco inne kryteria dotycza toksyn (ang. mid-spectrum agents). Taka substancje
mozna uzna¢ za wstepnie zidentyfikowana, gdy spelnione jest jedno z kryteriow
podanych na rysunku 7. Identyfikacje toksyn potwierdza sig, gdy spelnione sa
dowolne dwa z trzech kryteriéw identyfikacji tymczasowej lub w przypadku toksyn
biatkowych, gdy masa czasteczkowa i odpowiadajgca jej masa produktow trawienia
enzymatycznego (z co najmniej trzema produktami) odpowiadajg znanym wzorcom
tego czynnika. Identyfikacja toksyn jest jednoznaczna, gdy spelnione s3 warunki
znajdujace si¢ na rysunku 8.

Dane retencyjne uzyskane dla toksyn w dwoch réznych
warunkach eksperymentalnych odpowiadaja znanym wzorcom tych toksyn

Masa czasteczkowa toksyn, okreslona technika MS,
odpowiada znanym wzorcom tych toksyn

Specyficzny test immunologiczny wykazuje odpowiedz pozytywna

Rys. 7. Kryteria identyfikacji wstepnej (jedno z trzech kryteriéw) i potwierdzonej (dwa z trzech
kryteriéw) $rodkéw nieaktywnych biologicznie (toksyn). Opracowanie wlasne na podstawie [16]
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Dane retencji chromatograficznej uzyskane dla badanego
czynnika i widma otrzymane przy uzyciu dwdch réznych technik
spektroskopowych (MS, NMR lub IR) sg zgodne z autentycznym
wzorcem odniesienia uzyskanym w identycznych warunkach
doswiadczalnych. Jesli jon czasteczkowy nie jest obecny

w widmie masowym, w celu potwierdzenia masy czasteczkowej
nalezy wykorzysta¢ techniki takie jak jonizacja chemiczna

lub spektrometria mas z jonizacja przez elektrorozpylenie (ESI).

Dane dotyczace sekwencji aminokwaséw dla badanego
czynnika pasuja do autentycznego wzorca odniesienia
uzyskanego w identycznych warunkach doswiadczalnych.

jednoznacznej

Masa czasteczkowa i odpowiadajaca masa produktow
trawienia enzymatycznego (z co najmniej trzema produktami)
sa zgodne z autentycznym wzorcem odniesienia uzyskanym
w identycznych warunkach do$wiadczalnych.
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Dane retencyjne uzyskane dla badanego czynnika w dwoch
réznych warunkach doswiadczalnych odpowiadaja
autentycznym wzorcom odniesienia otrzymanym

w identycznych warunkach do$wiadczalnych lub w specyficznym
tescie immunologicznym dajg odpowiedz pozytywna.

Rys. 8. Kryteria identyfikacji jednoznacznej toksyn. Opracowanie wlasne na podstawie [16]

Pobieranie probek biologicznych przebiega odmiennie w zaleznosci od warun-
kéw i dostgpnego wyposazenia. Na szczegdlna uwage zastuguje pobieranie probek
za pomocy urzadzen i zestawow znajdujacych si¢ na wyposazeniu wojska, ktore
pozwalaja na pobranie prébek w szczegdlnie trudnych warunkach terenowych.
W zaleznosci od rodzaju prébki mozna wyrézni¢ kilka sposobéw obchodzenia
sie z nig, tak aby szybko otrzyma¢ odpowiedz zwrotng o faktycznym wystapieniu
zdarzenia oraz rodzaju wykrytego patogenu. Schematycznie ilustruje to rysunek 9.
W zaleznosci od potrzeb mozna wykorzysta¢ rézne urzadzenia pozwalajace na
wykrycie i identyfikacje czynnika biologicznego. Urzadzenia te r6znig si¢ sposobem
dostarczenia probki oraz zaimplementowang technologia pozwalajaca na wykrycie
i/lub identyfikacje zagrozenia. Powietrze moze by¢ stale monitorowane na obecnos¢
bioaerozolu chorobotworczego. W wiekszosci przypadkéw wymagana jest przy tym
jedynie filtracja powietrza, w celu usuniecia czastek biologicznych stale obecnych
w powietrzu i niestanowigcych zagrozenia — np. pytkow roslin czy tkanek zwierzecych.
Filtry przepuszczaja zazwyczaj czastki nie wieksze niz 10 pm. Sposob odroznienia
czastek biologicznych od niebiologicznych oraz identyfikacji zagrozenia zalezy
od zastosowanej technologii. W przypadku ciaglego monitoringu powietrza po
wykryciu zagrozenia wigkszo$¢ z dostepnych na rynku urzadzen do detekeji skazen
automatycznie uruchamia procedure pobierania i zatezania probek do dalszej ana-
lizy laboratoryjnej. Dzigki temu mozliwe jest potwierdzenie wystapienia zagrozenia
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oraz identyfikacja rodzaju patogenu. Probki dostarczane sg do laboratorium, gdzie
poddawane s3 odpowiedniej obrdbce, np. ekstrakcji i/lub derywatyzacji oraz anali-
zie. Uzyskane wyniki interpretujg specjalisci, ktorzy nastepnie przedstawiaja raport
i wnioski odpowiednim wiadzom, odpowiedzialnym za podejmowanie decyzji
o dalszych dziataniach w celu zapewnienia bezpieczenstwa. Ciecz mozna pobrac do
analizy w postaci probki o danej objetosci lub wymazu. Mogga to by¢ probki wody
czy innych substancji cieklych, a takze ciekle probki biologiczne (np. élina, krew).
Analiza wymazoéw przewaznie opiera si¢ na przeprowadzeniu testu PCR, natomiast
analiza probki ciektej wymaga zwykle dobrze wyposazonego laboratorium i jest
poprzedzona odpowiednim przygotowaniem takiej probki.

robki pobieranie prébek filtracja o . .
bioaerozolu (<10 me) Zafczanic ) SpoIaE alarm decyzja

zbieranie probek  przygotowanie

do dalszej analizy probki analiza pomiar wynik decyzja
ol "ooce PEON analiza pomiar  wynk  decyrja

probki pobieranie przygotowanie . interpretacja ocena .
prébek statych probki analiza wynikéw  specjalistow decyzja
Shki bieranie ; ; ;
probki poDIe przygotowanie . interpretacja ocena .
dgra?lbaﬂ(zy probki analiza wynikéw specjalistow dlsepeif

Rys. 9. Schemat postepowania z probkami w zaleznosci od ich rodzaju. Opracowanie wiasne

Analiza probek powietrza oraz biologicznych i niebiologicznych probek ciektych
i statych pod katem obecnosci patogenéw powinna by¢ przeprowadzana w spe-
cjalnie do tego przystosowanym laboratorium posiadajacym odpowiedni poziom
bezpieczenstwa biologicznego (ang. biosafety level, BSL). W procesie przygotowania
probek do analizy mozna wyrézni¢ pewne stale czynnosci. Wigkszos¢ laborato-
riéw, chcgc przygotowad probki i analize klasycznych czynnikéw biologicznych,
opracowuje znormalizowane schematy postepowania w celu uproszczenia procesu.
Przedstawiajg one zazwyczaj sposdb postepowania z probkami w celu wydzielenia
interesujacej(-ych) substancji z matrycy probki, po ktérym nastepuje stopniowa
sekwencja analizy otrzymanego preparatu. Odmienny schemat jest stosowany, gdy
identyfikacja wstepna lub potwierdzona wskazuje na obecno$¢ toksyn. Ogélny
schemat postepowania z takimi probkami prezentuje rysunek 10. Przyjmuje sie, ze
probka zawierajaca toksyne bialkowg zostanie pobrana jako probka wodna z prob-
nika aerozolu o duzej objetosci. Do takiej sytuacji dochodzi najczesciej, kiedy do
detekgji skazen biologicznych wykorzystuje sie przyrzady wojskowe umozliwiajace
monitorowanie powietrza w trybie ciggtym lub stuzace jedynie do pobierania probek
aerozolu, np. BioCapture 2750 firmy Bioflyte.
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Ekstrakcja toksyn z niebiatkowych czastek matrycy

Wirowanie Filtracj

Dostosowanie pH

Okreslenie czystosci (np. LC-ESI-MS)

Zbieranie frakgji (np. HPLC)

Denaturacja (temp.) Derywatyzacja Redukcyjne alkilowanie Analiza (np. ESI-MS)

Mapowanie fragmentoéw enzymatycznych

Rys. 10. Schemat postepowania z probkami bioaerozoli badanymi na obecnos¢ toksyn.
Opracowanie wlasne na podstawie [16]

Probki moga by¢ dostarczone do laboratorium w wielu réznych formach. Na
przyklad: probki powietrza zatezone w cieczy lub na filtrach, prébki wody, gleby
lub roslinnosci, waciki z wymazami ze skazonych twardych powierzchni lub probki
biomedyczne pobrane od 0séb potencjalnie zakazonych. Celem przetwarzania
probek jest odzyskanie czynnika biologicznego bedacego przedmiotem zaintereso-
wania z matrycy, w ktorej jest on zawarty, a takze eliminacja skltadnikéw mogacych
zakloca¢ dalszg analize. Procedury przygotowania probek biologicznych znajduja
sie na rysunku 11.

Cele przygotowania probek podejrzanych na obecnos¢ toksyn sa takie same
jak przy innych rodzajach prébek, w tym biologicznych, i opieraja si¢ na poprawie
czuloéci (przez usunigcie interferentdw i zatezanie probki) oraz zwiekszeniu lotnosci
analitéw poprzez derywatyzacje oraz usunigcie substancji mogacych negatywnie
wplyna¢ na czedci aparatury (chromatografow i spektrometrow). Przyktadowe etapy
techniki przygotowania probek przedstawiono na rysunku 12.
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— Derywatyzacja

— Homogenizacja

— Usuniecie interferentéw chemicznych

— Usuniecie inhibitoréw mikrobiologicznych
— Zatezanie

— Probka w postaci cieklej stanowi wymog dla wigkszoéci technik analitycznych
(zwilzanie za pomoca wody, soli fizjologicznej lub buforéw)

— Uwalnianie niektorych drobnoustrojow od powierzchni matrycy (waty, gleby, lisci)
— Nie nalezy stosowa¢ w przypadku braku wyraznego rozréznienia mi¢dzy skazeniem
wirusowym i bakteryjnym (wirusy sa bardzo podatne na zniszczenie przez detergenty)

— Izolacja zarodnikéw z probki poprzez przerwanie oddzialywan adhezyjnych miedzy zarodni-
kami a matryca probki i unoszenie uwolnionych zarodnikéw na powierzchnie roztworu

— Wstepna inkubacja probki w ptynnej pozywce do hodowli bakterii w celu amplifikacji ilo$ci
obecnych drobnoustrojow, a tym samym zwigkszenia czulosci dalszych technik wykrywania

— Usuniecie zanieczyszczen lub selektywna izolacja populacji drobnoustrojow

— Przepuszczenie probki przez filtry z réznych materiatéw, np. stal nierdzewna,
octan celulozy, teflon, nylon i difluorek poliwinylidenu

— Moze by¢ konieczna, jesli wymagana jest szybka identyfikacja w celu leczenia narazonych
0s6b wykazujacych objawy chorobowe lub w celu rozwiazania napietych sytuacji politycznych
lub wojskowych, badz gdy nie ma alternatywnej sztucznej pozywki hodowlanej dostepnej
dla danego czynnika biologicznego

— Inokulacja zwierzgcia moze dziata¢ zaréwno jako etap oczyszczania, jak i amplifikacji

— Smier¢ zwierzecia i poZniejsza izolacja podejrzanego czynnika biologicznego z tuszy
jest dowodem, ze czynnik jest nie tylko zywotny, lecz takze w pelni zjadliwy

Rys. 11. Przyktadowe techniki przygotowania probek biologicznych. Opracowanie wiasne
na podstawie [16]
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— Derywatyzacja

— Usunigcie interferentéw chemicznych

— Zatezanie

— Usunigcie substancji szkodliwych dla aparatury analitycznej

— Pomoc w charakteryzacji strukturalnej peptydéw i bialek (np. trawienie enzymatyczne)

— Usuniecie czastek stalych z probki wodnej jest konieczne przed analiza w celu
zminimalizowania uszkodzenia oprzyrzadowania analitycznego. Mozna to zrobi¢
przez filtracje lub odwirowanie

— Przepuszczenie probki przez filtry z réznych materialéw, np. stal nierdzewna, octan
celulozy, teflon, nylon i difluorek poliwinylidenu. Niski odzysk peptydéw lub biatek
z powodu adsorpgji na filtrze jest potencjalnym problemem, zwlaszcza w przypadku
filtrow ze stali nierdzewnej i octanu celulozy

— Rozdzielanie czasteczek w roztworze na selektywnej membranie na podstawie
ich efektywnego rozmiaru

— Separacja lub usuniecie czastek statych

— Do usuwania wilgoci lub konserwacji bioczasteczek
— Zamrazanie

— Sublimacja

— Odwodnienie

— Proces chemiczny lub enzymatyczny rozerwania wigzan chemicznych miedzy
aminokwasami bialek, co skutkuje powstaniem wielu mniejszych peptydow. Powstate
fragmenty peptydéw o mniejszej masie mozna scharakteryzowac¢ na podstawie
masy czasteczkowej metoda spektrometrii masowej

— Degradacja Edmana

Rys. 12. Przyktadowe techniki przygotowania prébek zawierajacych toksyny.
Opracowanie wlasne na podstawie [16]

W przeciwienstwie do Konwencji o zakazie broni chemicznej (CWC) w Kon-
wengji o zakazie broni biologicznej (BWC) nie istnieje zaden paragraf okreslajacy
dokfadna liste bojowych $rodkéw biologicznych. Niemniej agencja rzadu Stanéw
Zjednoczonych (Centres for Disease Control — CDC) opublikowala liste stuzaca do
nakreslenia obszaru zainteresowan w zakresie SIBCRA (ang. Sampling and Identifi-
cation of Biological, Chemical and Radiological Agents). Lista nie jest wyczerpujacym
wykazem $rodkéw, ale stuzy jako przewodnik i wyrdznia trzy kategorie srodkow
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biologicznych: A, B i C, w malejacej kolejnosci priorytetéw. Kategoria A to czynniki
0 najwyzszym priorytecie, obejmujace organizmy, ktore stanowig wysokie zagroze-
nie, poniewaz moga by¢ tatwo rozprzestrzeniane lub przenoszone z czlowieka na
czlowieka, prowadza do wysokiej $miertelnosci i moga mie¢ powazny wplyw na
zdrowie. Skutki ich dzialania mogg wywola¢ panike i zaklécenia porzadku publicz-
nego oraz wymagac podjecia dziatan specjalnych. Kategoria B to srodki drugorzedne,
ktore sa dos¢ tatwe do rozpowszechnienia, skutkuja umiarkowanymi wskaznikami
zachorowalnoéci i niskimi wskaznikami §miertelnosci, a takze wymagaja szczegol-
nych ulepszen zdolnosci diagnostycznych i nadzoru nad chorobami. Kategoria C
to pojawiajace sie patogeny, ktére moga by¢ zaprojektowane pod katem masowego
rozpowszechniania. W przysztosci dzigki dostepnosci, tatwosci produkeji i rozpo-
wszechnienia mogg wywota¢ potencjalng wysoka zachorowalno$¢ i §miertelnos¢
lub powaznie wplywac¢ na stan zdrowia.

Przyktadowe czynniki biologiczne wraz z podziatem na kategorie i z wybranymi
warto$ciami charakterystycznymi przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1
Wybrane parametry podstawowych czynnikéw biologicznych [17-33]
Rodzaj | Czynnik Choroba | Kat Oi{rez- Smiertelnodé Material Metoda
czynnika | biologiczny ’ WYnei;;g do badan badan
laseczka waglik | A | 9godz. | posta¢ pluc- | tkanki zajete | testy immu-
waglika plucny -14dni| nal00% procesem no-chroma-
(iin.) chorobowym, | tograficzne,
narzady, pty- | SMART, test
ny ustrojowe | biochemiczny
API 50 CHB
paleczka dzuma | A | 2-8dni | posta¢ ptuc- | krew, plwo- PCR, ho-
dzumy plucna na 100% cina, aspi- dowla
(iin.) raty weztow
. chlonnych
g pateczka | tularemia | A | 3-5dni umiarko- krew, plwo- | PCR, IF bez-
34 tularemii | (goraczka wana cina, suro- posrednia,
A zajecza) wica, tkanka | elektroforeza,
z wezléw testy immu-
chlonnych nocytoche-
miczne
przecinko- | cholera | - | 2-3dni |20% dla oséb kat mikroskopia
wiec cholery | azjatycka leczonych; $wietlna,
50% dla nie- RDTs
leczonych
pateczki | salmonel- | - 6-48 ~1% kat PCR
salmonelli loza godz.
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cd. tab. 1
SARS-CoV CO- - |2-14 dni ~1,29% aspiraty RDTs, PCR
VID-19 (stan na przeztcha-
26.06.2022) wicze lub
z nosogardla,
popluczyny
oskrzelikowo-
-pecherzyko-
we, wymazy
z nosogardla
261tej febry z6lta - | 3-6dni 50% krew PCR, hodow-
o febra la, ELISA
8 (z6tta
= goraczka)
Togaviridae | zapalenie | B |5-10 dni 60% surowica, ptyn | testy serolo-
Alphavitus | moézgu mozgowo- giczne
-rdzeniowy
goraczki ebola A | 3-7 dni 50-90% surowica, IE, ELISA,
krwotocznej krew Western-Blot,
ebola testy antyge-
nowe
0Spy praw- ospa A | 5-7dni 20-40% plyn PCR, RDTs
dziwej | prawdziwa surowiczy
z krost
toksyna botulizm | A | 2godz. 100% surowica, kat, ELISA,
botulinowa - 8dni wymiociny, | CLISA, PCR
popluczyny
z zotadka
. lub oskrzeli,
g .
= material z ran
2
2 rycyna obrzek B 3-48 1,9% krew, suro- PCR
pluc godz. wica
enterotok- | liszajec, - 30 min 0,03% spozyta zyw- | PCR, ELISA,
syna wstrzas - nosé ELFA, RPLA
gronkowca | toksyczny 8 godz.
C.tracho- | zapalenie | - | 1-3tyg. brak krew, suro- MIE CE
matis szyjki danych wica, mocz, | ELISA, testy
macicy, wymaz z drég | serologiczne,
zapalenie MOCZOWO- PCR
cewki -plciowych
;§ moczowej
% C. pneumo- | zapalenie | - | 3-4tyg. brak krew, rt-PCR,
= niae gornych danych plwociny | biopsja tkanki
© i dolnych plucnej
drog odde-
chowych
C. psittaci | ornitoza | - |5-15dni brak krew, tkanki, | testy serolo-
danych wydaliny giczne, PCR
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cd. tab. 1
goraczki Q | Goraczka 14-21 umiarko- krew, mocz, | testy serolo-
Q dni wana wymiociny, giczne, CE,
nasienie, ply- | IF posrednia,
ny tkankowe, | mikroagluty-
surowica nacja
o | duruplami- | dur pla- 8-15 dni 30% krew, wycinki | metody mi-
2 stego misty skéry kroskopowe,
3 testy serolo-
~ .
giczne
goraczki | goraczka 3-10 dni 20% krew, mocz, | ELISA, We-
plamistej | plamista plyny tkanko- | stern-Blot
Gor Skali- | Gor Ska- we, wycinki
stych listych skory, materiat
bioptyczny
Candida | kokcidio- 7-28 dni | duzaprzy | krew, plwoci- | mikroskopo-
idoza obnizonej | na, mocz, wy- | we, mikro-
odpornoéci | mazy z miejsc | biologiczne,
Trichophy- | grzybice - brak ObJ.QtY.Ch serologiczne,
. zakazeniem, | genetyczne
. ton skory, danych wycinki
_D .
E‘ Paznol,(a tkanek,
3 i wlosow I
poptuczyny
Aspergillus | zakazenia | - - brak pecherzykowo-
narzadowe danych -oskrzeli-
Histoplasma | histopla- | - - brak koyve, phyn
mozgowo-
capsulatum | zmoza danych .
-rdzeniowy

4. Technologie i sprzet pozwalajace na wykrywanie
skazen biologicznych

W AEP-66 [16] wyrdzniono kilkanascie technik analitycznych pozwalajacych
na wykrycie srodkéw czynnych biologicznie. Zostaly one ujete schematycznie
odpowiednio na rysunku 13 i 14.

Do najwazniejszych technik stosowanych on-site w celu wykrycia zagrozen bio-
logicznych naleza: 1) spektroskopia fluorescencyjna z fluorescencja wzbudzang lase-
rowo (ang. Laser Induced Fluorescence, UV-LIF), 2) spektrofotometria plomieniowa
i 3) badanie diagnostyczne tanicuchowej reakeji polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. real-time Polymerase Chain Reaction, rt-PCR). W niektérych urzadzeniach
zainstalowane sg tez dodatkowe elementy wspomagajace pobieranie prébek, ktore
moga by¢ wykorzystywane do po6zniejszych analiz. Przyktadem takich rozwigzan
jest suchy filtr DFU, pozwalajacy na pobieranie i zatezanie probek aerozolu w taki
sposdb, aby z fatwoscia mozna bylo przenies¢ probke do innego urzadzenia lub
systemu umozliwiajacego detekcje skazen.
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— Pomiar ATP
— Liczenie czastek

— Bakterii
— Wiruséw

— Test katala

— Szkielkowy test koagulazy (test czynnika zlepiania)
— Test oksydazowy

— Punktowy test indolowy

— Test rozpuszczalno$ci w zotci

— Punktowy test ureazy

— Testy utleniania

— Testy hydrolizy

— Degradacja aminokwasow

— Wykorzystanie pojedynczego substratu

— Reakcje azotanowe

— Reakcje potréjnego agaru z zelazem cukrowym (TSIA) i agaru zelazowego Kliglera (KIA)

— Immunofluorescencja (IF)

— Test immunoenzymatyczny (ELISA)

— Test inhibicji ELISA

— Szybki test chromatograficzny

— Analiza interakcji biospecyficznych w czasie rzeczywistym (RBIA)
— Czujnik potencjometryczny adresowalny swiatlem (LAPS)

— Test radioimmunologiczny (RIA)

— Testy Western-Blot

— Testy aglutynacji

— Hemaglutynacja i hamowanie (inibicja) hemaglutynacji (HAI)
— Hemaglutynacja bierna lub po$rednia

— Test lateksowy

— Test hemaglutynacji przylegania immunologicznego (IAHA)
— Wigzanie dopetniacza (CF)

— Neutralizacja wirusa

— Taksonomia molekularna

— Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych

— Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

— Lancuchowa reakcja polimerazy z odwrotng transkryptaza (RT-PCR)

Rys. 13. Przyktadowe techniki wykrywania §rodkéw biologicznie czynnych.
Opracowanie wlasne na podstawie [16, 34]
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— Inokulacja zwierzat

— Immunologiczna mikroskopia optyczna

— Testy immunologiczne (ELISA, inhibicji ELISA, szybki test immunologiczny
i chromatograficzny, formaty neutralizacji toksyn)

— Testy serologiczne

Rys. 14. Przyktadowe techniki wykrywania toksyn. Opracowanie wlasne na podstawie [16]

4.1. Spektroskopia fluorescencyjna z fluorescencja wzbudzana laserowo
UV-LIF

Podstawg spektroskopii fluorescencyjnej jest zjawisko fluorescencji, czyli emito-
wania energii (§wiatta) przez substancj¢ uprzednio wzbudzong poprzez pochloniecie
promieniowania elektromagnetycznego. Jest to jedno ze zjawisk, obok fosforescencji,
skfadajacych sie na fotoluminescencje. Fotoluminescencja to inaczej zjawisko emisji
fotonu bedace konsekwencja powrotu elektronu do stanu podstawowego po jego
wzbudzeniu na skutek absorpcji $wiatta. Intensywnos¢ fluorescencji jest proporcjo-
nalna do stezenia substancji emitujacej w niskim zakresie stezen. Fluorescencja jest
procesem szybkim (107 s), dlatego obserwuje si¢ ja jedynie z najnizszego poziomu
oscylacyjnego pierwszego elektronowego stanu wzbudzonego. Nie pociaga ona za
soba zmiany multipletowosci. Schematyczne przedstawienie zjawisk dotyczacych
luminescencji pokazuje diagram Jablonskiego na rysunku 15.

Energie pierwszego wzbudzonego stanu singletowego mozna wyznaczy¢ za
pomoca poréwnania widm absorpcyjnych i fluorescencyjnych danej czasteczki.
Mozna wtedy zaobserwowa¢ przesunigcie na widmie o charakterystyczng wartos¢
dlugosci fali (odpowiadajaca danej energii), tak jak pokazano to na rysunku 16.
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Rys. 15. Diagram Jablonskiego przedstawiajacy poziomy i widma energetyczne. Strzatki z liniami

cigglymi wskazuja przejscia radiacyjne jako zachodzgce w wyniku absorpgji (fioletowy, niebieski) lub

emisji (zielony dla fluorescencji, czerwony dla fosforescencji) fotonu. Strzatki z liniami przerywanymi

reprezentuja przejscia niepromieniste (fioletowy, niebieski, zielony, czerwony). Konwersja wewnetrzna

to przejscie bezpromieniste, ktore wystepuje, gdy stan wibracyjny wyzszego stanu elektronowego jest

sprzezony ze stanem wibracyjnym nizszego stanu elektronowego. Ponizej wykresu przedstawiono
szkice widm absorpcji, fluorescencji i fosforescencji. Zrédto: [35]

4 absorpcja 4 emisja
vi2 ——v -3 vy ————v -3
V-0 51 YEES Siis i
v-4 v-4
v-3 v-3
Vo v-1 Vo —v-1
So . Sy
0-3
-4
Q-5
[
[~~~
—_—
N

Rys. 16. Schemat elektronowych pozioméw energetycznych oraz widm obrazujacych przesuniecie
maksimum emisji w kierunku fal dtuzszych w stosunku do maksimum absorpcji. Zrodto: [36]
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Pelng charakterystyke widm fluorescencyjnych mozna uzyska¢ na podstawie
dwoch rodzajow widm: emisyjnego i wzbudzeniowego. Widmo emisyjne to zalezno$¢
intensywnosci emisji w funkeji dtugosci fali przy zadanej dlugosci fali wzbudzajacej.
Z kolei widmo wzbudzenia to zaleznos$¢ intensywnosci emisji od dlugosci fali przy
zadanej dtugosci fali emisji. Jest to zatem widmo wzbudzenia ,,czystego” zwiazku,
co moze stuzy¢ do weryfikacji czystosci probki, dla ktorej wykonano widmo absorp-
cyjne [36]. Substancje chemiczne ulegajace zjawisku fluorescencji to fluorofory.
Fluorofory czynne biologicznie to m.in. barwniki roslinne (chlorofile i karotenoidy),
aminokwasy aromatyczne (tryptofan, tyrozyna, fenyloamina) i zasady nukleinowe
w DNA i RNA, witaminy i hormony (np. ryboflawina). Cechg wspolng wirusow,
bakterii, endospor, grzybow i pytkow jest wystepowanie w ich strukturze réznego
rodzaju bialek. Pod wplywem promieniowania UV obecne w biatkach fluorofory
wykazuja charakterystyczne maksima wzbudzenia i emisji. W celach weryfikacji
do analizy wybiera si¢ zazwyczaj tryptofan (Trp) o maksimum wzbudzenia okoto
280 nm i maksimum emisji ok. 330 nm [37] oraz NADH, czyli zredukowany dinu-
kleotyd nikotynoamidoadeninowy o warto$ciach dla maksimum wzbudzenia i emisji
odpowiednio ok. 330 i 440 nm [38]. Tryptofan jest wybierany z uwagi na wigksze
natezenie fluorescencji w poréwnaniu do tyrozyny. Fluorescencja jest wygaszana na
skutek wewnatrzczasteczkowego naktadania si¢ pierscieni aromatycznych. Rzadko
obserwowana jest fluorescencja pochodzaca od fenyloalaniny. Wspomniane wyzej
grupy mozna odrdzni¢ dzigki subtelnym réznicom na widmach wzbudzenia. Na
przyktad dla biatek maksimum wzbudzenia znajduje si¢ w obszarze ok. 270-280 nm,
a dla pytkéw 320-360 nm. Dla bakterii obserwowane sg zazwyczaj wyzsze warto-
$ci niz dla pytkéw i grzybéw. Na rysunku 17 widoczne jest przykladowe widmo
emisyjno-wzbudzeniowe bakterii E. coli (Escherichia coli). Nalezy jednak mie¢ na
uwadze, ze istnieja pylki mogace stanowi¢ powazne zakldcenie sygnatu, z uwagi na
podobne wilasciwosci spektralne do bakterii, na przyklad pylek kukurydzy. Warto
pamietac, ze widma fluorescencyjne silnie zalezg od warunkéw $rodowiska (np.
pH, temperatura), a do najczesciej wystepujacych interferentow naleza, oprocz
pylkow, rowniez spaliny silnikowe o lekko kwasowym charakterze, a takze kurz czy
dym papierosowy. Nalezy uwzgledni¢ te czynniki, aby nie doprowadzi¢ do bledne;
klasyfikacji [39]. Wazne jest, ze widma fluorescencyjne pozwalaja oszacowa¢, do
ktdrej grupy nalezy dany czynnik, co umozliwia uzyskanie odpowiedzi w czasie
rzeczywistym. Jest to wystarczajace kryterium do detekeji skazen biologicznych
w warunkach polowych.

Dostepny na $wiecie sprzet do detekeji skazen biologicznych oparty na tech-
nologii UV-LIF zostat przedstawiony na rysunkach 18-25. Sg to np. produkty firmy
FLIR, takie jak IBAC 1 i IBAC 2, czy systemy ATHINA firmy Chemring.
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Rys. 17. Widmo emisyjno-wzbudzeniowe Escherichia coli. Zrédto: [40]

Rys. 18. Natychmiastowy analizator biologiczny i kolektor IBAC 1 firmy FLIR
Zrédto: https://www.gammadata.se/products/cbrne/biological/ibac-1/ [dostep: 22.06.2022]

[NSO] elouaosazon]
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Rys. 19. Przenosny system do detekcji zagrozen biologicznych IBAC 2 firmy FLIR
Zrédlo: https://www.gammadata.se/products/cbrne/biological/ibac-2/ [dostep: 22.06.2022]

Rys. 20. Fluorescencyjny detektor czastek ATHINA Detector ~ Rys. 21. Fluorescencyjny detektor

Collector 100 firmy Chemring czastek ATHINA Detector Collec-
Zroédlo: https://www.chemring.com/what-we-do/sensors-and- tor 200 firmy Chemring
-information/chemical-and-biological-detection/biological- Zrédto: https://www.chemring.

-detection [dostep: 22.06.2022] com/~/media/Files/C/Chemring-

-V3/documents/sensors/datasheet-
-athina-detector-collector-200v1.
pdf [dostep: 22.06.2022]
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Rys. 22. Joint Biological Point Detection System (JBPDS) stworzony we wspélpracy z firmg Chemring

Zrodto: https://www.dvidshub.net/image/73500/ohio-national-guard-first-receive-new-biological-
detection-system [dostep: 22.06.2022]

Rys. 23. Taktyczny detektor aerozoli biologicznych ~ Rys. 24. Detektor aerozolu biologicznego TacBio,
Tac-7, opracowany przez firme¢ Research Inter- opracowany przez CCDC CBC (U.S. Combat
national Capabilities Development Command Chemical

Zrédlo: https://www.pimco.pl/products/tac- Biological Center)

-7-taktyczny-detektor-bioaerozoli/ [dostep: Zrédlo: https://www.indesys.in/
22.06.2022] biologicalDetection.html [dostep: 22.06.2022]
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Rys. 25. Biologiczny czujnik aerozolu TacBio 2 opracowany przez CCDC CBC
Zroédlo: https://static.dvidshub.net/media/pubs/pdf_13113.pdf [dostep: 22.06.2022]

4.2. Spektrofotometria plomieniowa

Spektrofotometria plomieniowa jest wykorzystywana od wielu lat do analizy
materii. Detekcja i analiza za pomocg tej techniki opiera si¢ na zalozeniu, ze pier-
wiastki lub zwigzki chemiczne emitujg charakterystyczne widmo energetyczne, gdy
zostanie im przekazana energia, ktéra spowoduje ich wzbudzenie. Kazdy atom emi-
tuje charakterystyczna dla siebie dlugos¢ fali, co pozwala na dokladng identyfikacje
wykrytej substancji. Dodatkowg korzyscia jest mozliwos¢ ilosciowej identyfikacji
wykrytego zwigzku przez zmierzenie ilosci wytworzonej przy tym energii. Kolejna
zaletg jest fakt, ze w przeciwienstwie do innych technik emisyjna spektrofotome-
tria plomieniowa ma wyjatkowo niski wskaznik falszywych wskazan. Technika ta
z powodzeniem zostata wykorzystana do detekcji skazen chemicznych i biologicz-
nych. Podobnie jak w przypadku detektoréw substancji chemicznych powietrze
w sposoOb ciagly jest wciggane do urzadzenia, w ktérym nastepuje filtracja aerozolu
pod katem separacji czastek o rozmiarach odpowiadajacych czastkom biologicz-
nym stanowigcym najwieksze zagrozenie dla organizmu cztowieka. Zamontowany
system impaktorowy stuzy do izolowania czastek o wielkosci najczesciej od 0,5 do
10 um. Zaciagniety strumien powietrza jest nastepnie zatezany i wprowadzany do
palnika. Palnik stanowi zrodto energii, rozbija czasteczki na atomy, ktére ulegaja
wzbudzeniu. Atomy wracaja do stanu podstawowego, emitujac charakterystyczne
promieniowanie, ktore jest wychwytywane i analizowane przez system detektorow
i analizatoréw. Kazda czasteczka w strumieniu powietrza jest indywidualnie ana-
lizowana i klasyfikowana przez zaawansowany algorytm przetwarzania sygnatu,
jako czasteczka biologiczna lub niebiologiczna ze wzgledu na obecno$¢ RNA.
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Dzigki takiemu rozwiazaniu mozna rozrézni¢ materialy biologiczne i niebiologiczne.
Niezwykle wazne jest, ze technika ta, w przeciwienstwie np. do spektrometrii mas,
moze dawa¢ odpowiedz w czasie rzeczywistym, co pozwala na niemal natychmia-
stowa identyfikacje kluczowych pierwiastkow i zwigzkow. Dodatkowa zaleta tej
technologii jest to, Ze nie tylko umozliwia identyfikowanie materialéw obecnych
w powietrzu, lecz takze ilosciowe okreslanie pozioméw ich stezen. Ilos¢ wytwo-
rzonej energii jest bezposrednio skorelowana z iloscig substancji lub jej stezeniem
w strumieniu powietrza. Technika ta pozwala na wykrywanie stezen tak niskich jak
cze$ci na miliard (ppb). Te technike wykorzystuje firma Proengin w analizatorach
skazen AP4C. Przykladowe urzadzenia do detekcji skazen biologicznych, w kté-
rych zaimplementowano technologie oparta na spektrofotometrii ptomieniowej,
pokazano na rysunkach 26-28.

Rys. 26. System wykrywania skazen che- Rys. 27. System wykrywania skazen chemicznych
micznych i biologicznych 24/7 AP4C-FB i biologicznych AP4C-VB firmy Proengin

firmy Proengin Zrédlo: army-technology.com/contractors/nbc/

Zrodlo: https://www.wmddetectorselector. proengin-army/ [dostep: 22.06.2022]
army.mil/PDFs/37.pdf [dostep: 22.06.2022]
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Rys. 28. System wykrywania skazen biologicznych i nadzoru obszaréw krytycznych MAB firmy
Proengin Zrédlo: army-technology.com/contractors/nbc/proengin-army/ [dostep: 22.06.2022]

4.3. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (rt-PCR)

Technika ta zrewolucjonizowata wiele dziedzin — od diagnostyki medycznej po
kryminalistyke. Dzieki niej mozliwa jest nie tylko diagnoza chorob, w tym genetycz-
nych, nowotworowych i infekcyjnych, lecz takze ustalenie stopnia pokrewienstwa,
ustalanie zgodnosci tkankowej, co jest niezbedne w przypadku przeszczepow, czy
identyfikacja sprawcoéw w kryminalistyce. Pozostaje rowniez najbardziej powszechna
technikg wykrywania skazen biologicznych. Zasada dziatania techniki PCR polega na
wyizolowaniu i oczyszczeniu fragmentu DNA z komoérek, a nastepnie powieleniu tego
fragmentu. Odbywa sie to poprzez specjalnie zaprojektowane tzw. startery, ktore sg
komplementarne do sekwencji otaczajacej docelowy fragment. Nastepnie umieszcza
sie w termocyklerze zaréwno dany fragment DNA (matrycg), jak i startery, a takze
substraty do syntezy powielanego DNA (trifosforany deoksynukleotydow, dNTP),
enzym katalizujacy reakcje (termostabilna polimeraza DNA) oraz roztwér buforowy
utrzymujacy odpowiednie pH. W termocyklatorze najpierw temperatura wzrasta do
ok. 90°C, co powoduje rozplecenie (denaturacje) nici DNA. Nastepnie temperatura
spada do 40-70°C, co umozliwia przylaczenie si¢ starteréw, po czym znéw roénie
do 72°C, aby przeprowadzi¢ reakcje polimerazy DNA. Cykl ten jest powtarzany do
uzyskania odpowiedniej ilosci DNA. Po tym procesie nastgpuje rozdzielenie DNA na
zelu agarozowym i sprawdzenie obecnosci w prébee interesujacego fragmentu DNA.
Technika PCR ma wiele wariantéw. Jedna z jej odmian jest PCR w czasie rzeczywi-
stym (ang. real time PCR, rt-PCR). Gtéwnymi zaletami tej techniki sg wysoka czutos¢
reakcji oraz mozliwo$¢ monitoringu ilosci produktéw po kazdym cyklu reakeji.
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Wariant ten jest duzo szybszy i umozliwia przeprowadzenie jednoczesnej analizy kilku
genow z kilkunastu probek. W tym przypadku do srodowiska reakeji wprowadza si¢
znakowane nukleotydy lub sondy fluorescencyjne zawierajace czasteczke zdolng do
emisji $wiatta o okreslonej dlugosci fali (fluorofor) faczace si¢ z DNA. Dzigki temu
uwidacznia si¢ DNA, a przez zastosowanie barwnikéw fluorescencyjnych mozna
jednocze$nie analizowac¢ kilka sekwencji DNA w danej probce [41-44].

Techniki PCR wykorzystywane w detektorach skazen biologicznych czesto
faczy sie z innymi technikami, np. UV-LIE Przyklady urzadzen wykorzystujacych
technike PCR oraz techniki faczone przedstawiono na rysunkach 29-32.

Rys. 29. Mobilny system T-COR 8 real-time PCR firmy Tetracore

Zrédto: https://www.southernscientific.co.uk/products-by-manufacturer/tetracore/t-cor-8
[dostep: 22.06.2022]

Rys. 30. Zestaw detekcji skazen biologicznych R.A.PLD. firmy BioFire Defense
Zrodlo: http://www.kdanalytical.com/instruments/idahotechnology-rapid.aspx [dostep 22.06.2022]
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Rys. 31. Zestaw detekgji skazen biolo-
gicznych RAZOR™ EX firmy BioFire
Defense

Zrédlo: https://www.biofiredefense.com/
wp-content/uploads/2018/09/RAZR-
-PRT-4024-RAZOR-EX-Training-Manu-
al.pdf [dostep: 22.06.2022]

Rys. 32. System Bezpieczenstwa Biologicznego
ATHINA (ABSS) firmy Chemring. Zrodlo: materiaty
katalogowe firmy Chemring, https://www.chemring.
com/~/media/Files/C/Chemring-V3/documents/sen-

sors/datasheet-jbpdsv1.pdf [dostep: 22.06.2022]

5. Analiza poréwnawcza sprzetu do detekcji skazen biologicznych

W tabeli 2 zestawiono dane poréwnawcze omawianego sprzetu i systeméw do

detekgji skazen biologicznych.
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6. Podsumowanie

W pracy opisano zagadnienia zwigzane z problematyka detekeji i identyfikacji
probek, w ktérych podejrzewa si¢ obecno$¢ komponentéw broni biologiczne;.
Wskazano, ze problem wystepowania zakazen biologicznych jest znany od wiekdow.
Jest on zwigzany zaréwno z celowym dziataniem, jak i naturalnie wystepujacymi
pandemiami. Dodatkowo zwrécono uwage, ze w zwigzku z niestabilng sytuacja na
$wiecie ro$nie prawdopodobienstwo uzycia broni biologicznej w atakach terrory-
stycznych. Zagadnienia szeroko poruszane w pracy dotycza procedur pobierania
probek do analiz biologicznych, technik ich przygotowania oraz metod analitycz-
nych. Przedstawiono réwniez dostgpne na $wiecie urzadzenia i zestawy do detekcji
i identyfikacji patogendéw. Skupiono si¢ na wyjasnieniu podstaw technologii zaim-
plementowanych w nowoczesnych detektorach skazen biologicznych i kolektorach
probek aerozolu, tak aby uzytkownikowi fatwiej bylo zrozumiec zasadg ich dziatania,
a przez to mozliwosci, jakie stwarza dane urzadzenie badz system. Dzigki takiej
wiedzy mozna réwniez okresli¢ ograniczenia, jakie niesie ze soba dana metoda
detekcji, a takze jej wiarygodno$¢ w zakresie poprawnego wykrycia i identyfikacji
szkodliwych substancji biologicznych. Nalezy mie¢ na wzgledzie cel i mozliwosci
rozpoznania biologicznego, aby odpowiednio dostosowac sprzet, a co za tym idzie
wykorzystang technologie. Ogromna role odgrywaja réwniez warunki, w ktérych
nastapi pobieranie probek i ich analiza. Praca ta moze przyczynic si¢ do prostszego
i trafniejszego podjecia decyzji dotyczacej zakupu niezbednego sprzetu w zaleznosci
od przewidzianego zadania. Jak pokazano, dzigki obecnemu rozwojowi technolo-
gii mozliwa jest weryfikacja danego czynnika biologicznego nawet w warunkach
polowych, przy wykorzystaniu urzadzen niewielkich rozmiaréw. Miniaturyzacja
sprzetu do detekgji i identyfikacji skazen moze w niedtugim czasie doprowadzi¢ do
rozwiniecia technik umozliwiajacych wygodna i bezpieczng prace z wykorzystaniem
bezzatogowych statkow powietrznych.

7. Wnioski

Pokazano ztozonos¢ tematyki zagadnien dotyczacych broni biologicznej —
od sposobow detekeji, weryfikacji obecnosci czynnika biologicznego, po podjecie
odpowiednich procedur i dzialan zwigzanych z zabezpieczeniem ludnosci. Czynnosci
wykonywane w trakcie pracy nad probka mozna przedstawi¢ za pomocg schematu
na rysunku 33.
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Odpowiednio pobra¢ probke, aby byta ona reprezentatywna

Nie ulec skazeniu przy pobieraniu probek

Odpowiednio zabezpieczy¢ probke, aby srodek biologiczny nie wydostal sig
na zewnatrz lub nie ulegl zniszczeniu

Zachowac cze$¢ probki do ewentualnej weryfikacji wtdrnej

Umiesci¢ probke do badan w laboratorium odpowiedniej klasy bezpieczenstwa

Dokonac¢ wstepnej i potwierdzonej identyfikacji czynnika biologicznego

Zastosowac techniki przygotowania probek, ktore wyklucza mozliwosé
utraty analitu i nie spowoduja uszkodzenia aparatury analitycznej

Zachowac czujno$¢, aby przypadkowo nie skazi¢ probki

Dokona¢ weryfikacji jednoznacznej czynnika biologicznego badz wykluczy¢
jego obecnos¢

ZYozy¢ raport odpowiednim wladzom wojskowym i politycznym, co pozwoli
na podjecie decyzji o wdrozeniu adekwatnych dziatan

Rys.

33. Schemat postepowania od momentu pobierania probek do jednoznacznej weryfikacji

czynnika biologicznego i opracowania raportu. Opracowanie wlasne

Rozwdj w zakresie sposobow pobierania prébek, technik ich przygotowania
i mozliwoéci analitycznych sprawil, ze weryfikacja obecnosci czynnika biologicznego,
jak ijego identyfikacja staly sie bardziej wiarygodne, tatwiejsze i szybsze do okre-
$lenia. Stanowi to ogromny krok naprzod w zakresie bezpieczenstwa biologicznego.
Ciagly monitoring czystosci powietrza pod wzgledem biologicznym, a takze sprawna
i bezbledna detekcja maja duze znaczenie w zwigkszaniu §wiadomosci sytuacyjnej
oraz umozliwianiu odpowiednim wtadzom podjecia wlasciwych decyzji w zakresie
reagowania kryzysowego. Realne zagrozenie, jakie stanowi bron biologiczna, obliguje
wszystkie panstwa do posiadania urzadzen pozwalajacych na szybkie wykrycie
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iidentyfikacje patogendw. Takie rozwigzanie pozwoliloby na stworzenie swiatowego
systemu bezpieczenstwa biologicznego. Kompatybilnos¢ sprzetu umozliwitaby
wymiang informacji i poréwnanie wynikéw analiz, co zapobiegaloby powielaniu
wysitkéw, zmniejszyloby koszty prowadzonych badan i utatwiloby proces wdrozenia
odpowiednich dziatan. Mialoby to bezposredni wplyw na bezpieczenstwo zotnierzy
i ludnosci cywilnej.

Artykut byt wspétfinansowany ze srodkéw Ministerstwa Edukacji i Nauki w ramach realizacji projektu
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Collection and Identification of Biological Samples Based on Military On-Site
Detection Devices

Summary. Due to still current biological threats related to the activities of terrorist groups, crisis
situations in many regions of the world, as well as cyclical epidemics, fast and reliable detection of
biological contamination is an essential element of ensuring broadly understood safety of the population.
The work deals with the sampling and verification procedures. This paper focuses on sample preparation
techniques for analysis and details analytical methods for identifying biological agents. Additionally,
on-site technologies implemented in military devices for the detection of biological contamination
were discussed. The work enables the reader to get acquainted with modern techniques of detection of
factors of biological origin and their identification, which is the knowledge necessary when choosing
the appropriate equipment depending on the purpose of the contamination recognition sub-unit and
the task at hand. Knowledge of sampling and preparation of samples for analysis will help to increase
the skills of the sampling teams and to achieve reliable results by using appropriate procedures and
eliminating the possibility of loss of the analyte or inadvertent contamination of the sample. It will also
increase safety at every stage of working with biological samples. All these activities can contribute to
the global increase in security of the population around the world.

Keywords: chemical sciences, biological weapon, bioterrorism, CBRN, PCR, UV-LIF
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