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PAVISNING AV BIOLOGISKE TRUSSELSTOFFER - ET STUDIUM AV
TEKNOLOGIER OG METODER FOR BRUK | FORSVARET

1 SAMMENDRAG

Denne rapporten beskriver ulike metoder for deteksjon og identifikasjon av biologiske (B)
trusselstoffer og er et teknologiinnspill til Forsvarsstudie 2007. Dette arbeidet er et begrenset
studium av teknologier og metoder for bruk i Forsvaret for pavisning av B-trusselstoffer. De
fleste teknologiene er ogsa anvendelige for det sivile samfunnet. Eksempler pé forskjellige
metoder og utstyr er gitt i rapporten for & belyse hvor langt den teknologiske utviklingen har
kommet. Det gis ingen anbefalinger for valg av utstyr da dette er avhengig av formal og bruk,

og krever omfattende uttesting. Kostnadsberegninger er ikke inkludert i denne rapporten da dette
varierer veldig 1 henhold til formal, instrument, laboratorium og personell. Rapporten definerer
hva B-trusselstoffer er og redegjor for hvorfor det kan vare vanskelig a pavise slike
trusselstoffer.

Utvikling av gode og hurtige pavisningsmetoder for B-trusselstoffer bidrar til & oppna en
effektiv beredskap mot bruken av slike trusselstoffer. Valg av utstyr for pévisning av B-
trusselstoffer 1 en militeer sammenheng kan ofte vare noe forskjellig fra en sivil situasjon, men
mange av komponentene er like. Generelt settes ulike komponenter sammen etter forméal og
behov for & oppna ensket type utstyr. Utstyr for tidlig varsling (’detect-to-warn”) av et B-angrep
er under utvikling og delvis tilgjengelig, men utstyret kan ofte ha begrensninger mht sensitivitet
og spesifisitet. Derimot, finnes utstyr og metodikk for rask deteksjon av B-trusselstoffer i ulike
prever mht “detect-to-treat” prinsippet. Bioteknologien har hatt en rivende utvikling de siste 20
arene, og det er all grunn til 4 tro at denne utviklingen vil fortsette. Trenden gar mot utvikling av
miniatyriserte systemer og sakalte ’lab-on-chip” optiske brikker, samt forbedring av sensitivitet
og spesifisitet av ndvaerende identifikasjonssystemer.



2 INTRODUKSJON

Biologiske (B) trusselstoffer omfatter levende mikroorganismer (bakterier, rickettsier', virus,
sopp) og toksiner (giftstoffer) som kan fordrsake sykdom eller ded hos mennesker, dyr og
planter (Atlas, 2002). Toksinene kan produseres av levende organismer eller fremstilles
industrielt. B-trusselstoffer inkluderer ogsé bioregulatorer som kan endre kroppens fysiologiske
tilstand, for eksempel blodtrykk og smertefolelse. Tabell 2.1 viser en inndeling av biologiske-
og kjemiske (C) trusselstoffer i henhold til Biologi- og Kjemivapenkonvensjonen. B-vapen er
definert som et B-trusselstoff og dets leveringsmiddel (f eks bombe, missil, spraytanker). For &
konstruere et effektivt B-vapen kreves det detaljert kunnskap om bl a produksjon, stabilitet,
overlevelse, spredning og levering av B-trusselstoffene.

Det finnes flere potensielle B-trusselstoffer (tab 2.2), og valg av mikroorganismer for B-
krigfering og/eller B-terrorhendelser er avhengig av terroristenes motivasjon, hensikt og
mulighet. Mange trusselstoffer er ikke smittsomme mellom mennesker. Noen er zoonotiske*
og/eller finnes naturlig i miljeet. De tidligere B-vapenprogrammene 1 USA og Sovjetunionen
har vist at mange av B-trusselstoffene kunne lages i form av aerosoler for & oppna effektiv
spredning og enkel smitte via inhalasjon. Produksjon av B-trusselstoffer foregér etter ”dual-use”
prinsippet. Utstyr som kan benyttes til produksjon av B-trusselstoffer brukes legalt innenfor
farmaseytisk industri, meieri- og bryggeriproduksjon og bioteknologisk industri, sakalt ’dual-
use” utstyr.

Ved bruk av B-trusselstoffer i krigferingssammenheng er det ofte statlige akterer som star bak
slike hendelser. Utvikling av B-vépen ble et satsningsomrade i flere land etter 2. verdenskrig.
USA, Storbritannia, Japan og Sovjetunionen, samt Irak, hadde alle statlige B-vipenprogrammer.
Biologi- og toksinvdpenkonvensjonen, som forbyr utvikling, produksjon og lagring av B-vapen,
ble fremforhandlet i 1972, med virkning fra 1975. I dag er det 154 medlemsland som har
ratifisert avtalen og 16 land som har signert men ikke ratifisert. Allikevel er det land som
fremdeles mistenkes for produksjon av B-vépen. I 1992 innremmet President Jeltsin at utslippet
av Bacillus anthracis sporer i Sverdlovsk i 1979, hvor 66 mennesker dede, kom fra en militer
forskningsstasjon for utvikling av B-vapen (Meselson et al., 1994). Etter opplesningen av
Sovjetunionen ble et omfattende og offensivt B-vipenprogram avslert. Sovjetunionen arbeidet
bl a med & konstruere antibiotika resistente stammer av B. anthracis (anthrax), Yersinia pestis
(pest) og Francisella tularensis (harepest), multiresistente Burkholderia mallei (snive) og
Burkholderia pseudomallei (meliodosis) og nye virulente stammer av F. tularensis og Y. pestis.
FN’s spesialkommisjon (UNSCOM) avdekket pd 1990-tallet at Irak hadde et aktivt biologisk
vapenprogram med blant annet produksjon av anthraxbakterier, botulinum- og aflatoksiner. Irak
erkjente produksjon av 8500 liter anthraxbakterier og 19 000 liter botulinumtoksin (Aas, 1997).

! Rickettsier: Obligate intracellulere parasitter som er sykdomsfremkallende.
? Zoonotisk : smitte fra dyr til mennesker



Tabell 2.1. Inndeling av biologiske og kjemiske trusselstoffer i henhold til Biologi- og
Kjemivapenkonvensjonen.
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Spredning av anthraxpulver via brev og gjennom postfordelingssystemet i USA 2001 viste seg a
vare meget effektivt mht infeksjon via inhalasjon. Hendelsen forte til 22 sykdomstilfeller (11
med hudanthrax, 11 med lungeanthrax) hvorav 5 dede, og mer enn 30 000 ble behandlet med
antibiotika (Jernigan et al., 2002, Inglesby et al., 2002). Noen av arsakene til okt fokus pa
anthrax er at B. anthracis danner sporer som er meget stabile og har en overlevelsestid > 80 ar.
Inhalasjon av sporer kan fore til lungeanthrax som har hey dedelighet hvis infeksjonen ikke blir
behandlet. Pulveret med anthraxsporer viste seg a inneholde tilsetningsstoffer (trolig silika) for a
gjore sporene antistatiske og lette spredningen av partiklene, samt et stoff for & oppnd bedre
binding av silika til sporenes overflate (Matsumoto, 2003). Det ble hevdet at slik kunnskap bare
kunne komme fra eksperter med kjennskap til B-vadpenproduksjon. Bakteriestammen benyttet i
angrepet ble identifisert som Ames, en virulent® stamme som ble benyttet i det amerikanske B-
vapenprogrammet (Keim et al., 2000, Read et al., 2002, Fraser, 2004).

? Virulens: Et smittestoffs (her B-trusselstoff) evne til & fremkalle sykdom.
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Det finnes en rekke eksempler pd B-sabotasje utfert av enkeltmennesker eller gruppe. I lopet av
perioden 1960-1999 var det 209 tilfeller av B-terrorhendelser inkludert trusler om bruken av
slike stoffer (Melin, 2000). Kun 14 av disse har vert “vellykkede”. I disse hendelsene ble det
benyttet HIV infisert blod, ricin, eller infisert vann og mat. I 1984 benyttet den religiose
Rajneesh sekten Salmonella spp. for & kontaminere mat i en salatbar i Oregon i USA, hvor 750
mennesker ble syke (Torok et al., 1997). Det tok over ett ar for det ble avdekket at dette var en
bevisst terrorhendelse, og det skjedde etter tilstielse fra en av medlemmene 1 sekten. I 1996 ble
12 personer forgiftet av muffins som inneholdt Shigella dysentariae ved St. Paul Medical Center
1 Dallas, USA (Kolavic et al., 1997). En tidligere kvinnelig ansatt hadde tilgang til de nedfrosne
kulturene av S. dysenteriae som ble benyttet i angrepet.

Tabell 2.2. Potensielle B-trusselstoffer®.

Mikroorganisme Sykdom Dgdelighet Inkubasjonstid® Infeksigs
(ubehandlet) dose®
Bacillus anthracis Anthrax Hoy 1-6d 8.000-50.000
(miltbrann) sporer
Yersinia pestis Pest Hoy 2-3d 100-500 cfu
Francisella tularensis | Tularemi Moderat 2-10d 10-50 cfu
(harepest)
Coxiella burnetii Q-feber Lav 10-40 d 30-3.000 cfu
Brucella spp. Brucellose Lav 5-60d 10-100 cfu
Burkholderia mallei Snive Moderat 10-14d Antatt lav
Vibrio cholerae Kolera Moderat/hgy 4t-5d 10-500 cfu
Rickettsia prowazek Epidemisk tyfus | Hoy 8d-16d
riola major Kopper Hov 7-17d 10-100 pfu
Filovirus (f eks Viral Hoy 4-21d 1-10 pfu
Ebola, Marburg) bladningsfeber
Venezuelan Equine Encefalitt Lav 1-5d 10-100 pfu
Encephalitis (VEE)
Clostridium Botulisme Hoy 1-5d 0,003ug/kg
botulinum’ (LDs for
typeA)
Ricin (toksin) Hoy 18-24 t 3-5 ug/kg
LDs, i mus
Aflatoksin Carcinogen Moderat/Hoy 9000 pg/kg
Forgiftning

* Data er hentet fra Kortepeter et al. (2001) og Andersen (2005).

> Avhengig av dose, d: dager, t: timer.

% LDs,: Dose som gir ded for 50 % av individer som eksponeres, cfu: colony forming units, pfu: plaque forming

units.

" Toksinene fra C. botulinum er B-trusselstoffer.
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3 UTFORDINGER VED B-VERIFIKASJON

Historisk sett har det vert storre fokus pa C-trusselstoffer enn B-trusselstoffer mht bruk,
beskyttelse, medisinsk behandling, deteksjon og verifikasjon. Dette skyldes trolig at trusselen
om bruken av B-trusselstoffer har ikke vaert vurdert som like stor og sannsynlig som bruken av
C-trusselstoffer. Dette har endret seg, og flere eksperter med bade sikkerhetspolitisk- og
fagkompetanse har uttalt at bruken av B-trusselstoffer er en av de storste globale truslene, til
tross for at infeksjonssykdommer som malaria, tuberkulose og AIDS dreper flere millioner
mennesker hvert ar. Spesielt etter Gulf krigen (1990), avsleringen av B-vipenprogrammet 1
tidligere Sovjetunionen (1992), Iraks deklarasjon av B-vapen (1994) og anthraxbrevene i USA
(2001), har bade militere enheter og sivile instanser hatt okt fokus pa B-trusselen. Dette har fort
til noe ekte bevilgninger fra nasjonale myndigheter for & bedre den sivile beredskap mot B-
terror. Internasjonalt har det vert en kraftig okning 1 bevilgninger til bade sivile og militaere
forskningsinstitutter for utvikling og forbedring av B-deteksjonsutstyr.

B-trusselstoffer er isolater av organismer som finnes naturlig. B-trusselstoffer skiller seg fra
andre trusselstoffer fordi de er levende organismer som forarsaker infeksjoner. Slike sykdommer
har fulgt menneskene til alle tider og finnes i et stort mangfold i naturen. B. anthracis er naturlig
forekommende bl a i Russland, Midtesten og Canada (sékalt endemisk). F. tularensis (harepest)
finnes mange steder i Europa, bl a i Norge. A skille mellom et naturlig utbrudd og et intensjonelt
angrep kan 1 mange tilfeller veere vanskelig, og kilden for et utbrudd ma lokaliseres for & kunne
fastsla dette. Bakterier og andre mikroorganismer vil med tiden (evolusjon) endre noen av sine
egenskaper, f eks for & bedre sin overlevelse. Nye arter vil oppsté som et resultat av den
naturlige utviklingen. Slike nye patogene mikroorganismer som utgjer en global trussel kan f
eks vaere SARS virus, Hendra virus og ”avian flu” virus (fugleinfluensavirus) eller
mikroorganismer som oppstér i ny form som f eks West Nile virus og multiresistent
Mycobacterium tuberculosis (tuberkulose).

Det naturlige miljoet innholder kjente og ukjente mikroorganismer. En mikroorganisme kan
endre sitt livstadium avhengig av ernaringsstatus, f eks levende B. anthracis bakterieceller kan
danne sporer 1 neringsfattige omrader. Noen B-trusselstoffer har nart beslektede organismer 1
det naturlige miljo. Denne komplekse biologiske bakgrunnen krever at pavisningen er veldig
selektiv slik at B-trusselstoffer kan differensieres fra annet harmlest materiale. B-trusselstoffer
er sammensatt av en rekke ulike organiske forbindelser som proteiner, karbohydrater, lipider og
DNA/RNA (fig 3.1). Ved immunologiske eller genetiske pavisningsmetoder benyttes hhv
spesifikke proteiner eller DNA til den enkelte mikroorganismen for identifisering. Det er derfor
nedvendig med kunnskap om genomet (DNA sekvensen) til mikroorganismen, samt dens
fysiologi. I henhold til NATO-dokumentet, AEP10®, skal det benyttes tre forskjellige
uavhengige metoder for verifikasjon av B-trusselstoffer; genetiske, immunologiske og
biokjemiske/mikrobiologiske metoder.

¥ AEP10: NATO Handbook for sampling and identification of B and C agents.
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Forekomsten av et B-trusselstoff er ikke nedvendigvis bevis péd en B-terrorhendelse. Et mistak
her kan fore til unedvendige falske alarmer og feil bruk av ressurser, samt store gkonomisk
konsekvenser. For verifikasjon av et potensielt B-angrep ber mistenkelige sykdomsutbrudd
kunne spores til miljoisolater eller andre kilder som gjeres vha DNA-fingeravtrykksmetoder
(genotyping). Slike metoder mé ogsé benyttes til & skille nert beslektede bakteriestammer som
gjennom evolusjonsprosessen har utviklet seg innenfor en felles art. Slike stammer kan ha
forskjellige virulensegenskaper. FFI har etablert genetiske fingeravtrykksmetoder for

genotyping.

Béde for identifikasjon og verifikasjon er provetaking og analyse av ulike kliniske- og
miljeprever viktig. Type prove, enten klinisk (blod, vev), milje (vann, luft, jord) eller mat, samt
proveprosesseringen er avgjorende for valg av riktig utstyr og metodikk. Disse faktorene kan
pavirke resultatet av analysene. Formalet med analysene bidrar ogsa til dette valget. Ved f eks
en aerosolspredning av B- og C-trusselstoffer vil draper av C-trusselstoffene fordampe og kunne
detekteres direkte med handholdte detektorer. B-aerosolene vil ogsd kunne fordampe, men
dampen kan ikke males pa tilsvarende méate som for C-trusselstoffene. B-partiklene vil etter
hvert falle ned og deponeres i miljoet. Derfor er det ofte nedvendig at miljeprever, som kan
vaere kompliserte matrikser (f eks jord), analyseres for innhold av B-trusselstoffer. Handtering
og opparbeidelse av slike prover kan vare krevende mht tid og utferelse, noe som kan hindre en
rask identifikasjonsanalyse. FFI har en forskningsaktivitet pa prosessering og analyse av
miljeprever (vann, luft). P4 grunn av det store mangfoldet av mikroorganismer som finnes 1
naturen (luft, vann, jord) kreves kompetanse for tolkning av deteksjons- og identifikasjonsdata.

B-trusselstoffer kan opptre i meget lave konsentrasjoner og likevel vare farlige. Dette setter
hoye krav til pavisningsutstyrets sensitivitet. De kliniske symptomene ved eksponering for B-
trusselstoffer opptrer etter en gitt inkubasjonstid (tab 2.2). For C-trusselstoffer opptrer
symptomene n&rmest momentant etter eksponering. Dette kan fore til at nodvendig beskyttelse
og medisinsk behandling ikke initieres raskt nok ved eksponering mot B-trusselstoffer. De fleste
C-trusselstoffer, ogsa i dedelige doser, kan analyseres direkte med handholdte detektorer i
sanntid (Ternes et al, 2005). Dette forer til at verneutstyr kan tas i bruk for en evt eksponering
for slike doser. Generelt, si har den teknologiske utviklingen av varslingssystemer og detektorer
for C-trusselstoffer kommet lenger enn for B. Deteksjon av C-trusselstoffer pa laboratoriet og i
felt anses for & vaere enklere enn deteksjon av B-trusselstoffer. Ved C-deteksjon, foretas
malinger av en gass/damp blanding fra C-trusselstoffet som vanligvis befinner seg 1 vaeskeform
ved romtemperatur (vaeeske — damp). Med dagens B-deteksjonsutstyr, folger man ofte
prinsippet “detect-to-treat”. Utstyr for ’detect-to-warn” prinsippet er fremdeles under utvikling,
men noe finnes kommersielt tilgjengelig. Dette gjelder for analyse av luftpraver. Det er viktig at
en “falsk trygghets” situasjon ikke skapes. Optimalt B-deteksjonsutstyr for militeer bruk ber
vaere robuste og lettanvendelige systemer. De fleste slike systemer krever innsikt i faget og
bruken av utstyret, men det finnes noe utstyr til bruk for et "ikke-trenet oye”. I en feltoperasjon
enten nasjonalt eller internasjonalt er det hovedsakelig veterinaerer og medisinsk personell som
er ansvarlige for testing og opprettholdelse av hygiene, mat, vann og milje.
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Figur 3.1. Skjematisk fremstilling av en Gram-negativ (Gram-) og en Gram-positiv (Gram+)
bakteriecelle og dannelse av protein fra DNA? via RNA™,

’DNA : deoksyribonukleinsyre
'"RNA : ribonukleinsyre, mRNA : messenger RNA
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4 UTSTYR FOR DETEKSJON OG IDENTIFIKASJON AV B-TRUSSELSTOFFER

I en fiktiv situasjon med utslipp av B-trusselstoffer i form av aerosoler er det enskelig & kunne
oppna en tidlig varsling (’detect-to-warn’”). Dette kan tildels oppnas for analyse av B-partikler i
luft. Selv om noe utstyr er tilgjenglig, er dette utstyret begrenset mht analysekapasitet,
rekkevidde, spesifisitet og sensitivitet. B-deteksjonssystemer for analyse av luft inneholder
generelt fire enheter; 1) et trigger system, i1) en oppsamler, iii) en detektor og iv) et
identifiseringssystem (fig 4.1). En trigger er vanligvis en partikkelanalysator som kan indikere
type, mengde, storrelse og form av partikler tilstede (kap 4.1). En endring i
partikkelsammensetningen kan indikere behov for en videre og mer detaljert analyse av
luftpreven. Luft blir konsentrert og samlet vha en lufthester (kap 4.2). Luftpreven, som
vanligvis er 1 vaeskeform, blir analysert for innhold av B-trusselstoffer og de gitte trusselstoffene
blir videre identifisert (kap 4.3). I mange tilfeller er trigger og detektorenheten overlappende
mht funksjon, da bade detektoren og triggeren kun kan differensiere mellom biologiske og ikke-
biologiske partikler i proven. Et fitall integrerte identifiseringssystemer er tilgjengelige, hvor
bade provetaking og identifikasjon foregér automatisk.

God provetaking og riktig praveopparbeidelse er viktig for resultatet av deteksjons- og
identifikasjonsanalysen. Vanligvis er provetaking og opparbeidelse separert fra padvisningsdelen.
Tilgjengelige deteksjons- og identifikasjonssystemer er generelt testet for B. anthracis eller B.
anthracis-simulanter (BG-sporer''). Simulanter for levende celler, virus og toksiner er hhv
Erwinia herbicola, MS2 og ovalbumin.

En oversikt over ulike instrumenter er gitt i Fruchey og Emanuel (2005), Wisterby et al., 2003
og Lim et al., 2005. Nedenfor folger en kort beskrivelse av ulike deteksjons- og
identifikasjonsmetoder og noen eksempler pa utstyr.

Det er viktig & skille mellom betegnelsene deteksjon og identifikasjon. Ofte er det snakk om
spesifikk og ikke-spesifikk deteksjon, hvor spesifikk deteksjon tilsvarer identifisering av
trusselstoffet.

Tabell 4.1 gir en oversikt og pris pa ulike kommersielle instrumenter beskrevet nedenfor for
pavisning av B-trusselstoffer. Tilgjengelige kommersielle etablerte analyser for pavisning av B-
trusselstoffer for noen av instrumentene er oppsummert i tabell 4.2.

" BG-sporer: Sporer av Bacillus globigii, en simulant for B. anthracis sporer.
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Figur 4.1. Et deteksjonssystem for pavisning av B-trusselstoffer i luft bestar vanligvis av flere
enheter; trigger, oppsamler, detektor og identifiseringsenhet.
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Tabell 4.1. Oversikt over tilhgrende kategorier av noen utvalgte kommersielle instrumenter for
pavisning av B-trusselstoffer (se ogsa fig 4.1). Instrumentene er kort beskrevet i denne
rapporten.

Type instrument

Instrument Produsent Trigger Oppsamler Detektor Identifikasjon Integrerte Pris
systemer (1000)

NOK
(eksl
moms)

FLAPS 2 TSI X X

3321 APS TSI X 320

UVAPS 3314 TSI X X 800

VeroTect Biral X

CFAD Biotrace International X

Microcyte BioDetect X 280

Miniflow Lawrence Livermore X

National Laboratory

ICAS Biotrace International X

BBDS Biotrace International X X 800

XMX/2A Dycor X

BioCapture Mesosystems X

BioBadge Mesosystems X

SpinCon® Sceptor Industries X 350

OMNI 3000 Sceptor Industries X 100

SASS 2000 Research International X 100

LightCycler PCR Roche X 300

SmartCycler PCR Cepheid X 300

GeneExpert Cepheid X 700

R.AP.ID Idaho Technologies X 480

RAZOR Idaho Technologies X 320

Bio-Seeq Smiths Detection X 240

Sector Imager 6000 Meso-Scale Discoveries X 2 000

Luminex'® Analysis Multimetrix GmbH X 250

System

MIR BioVeris Corporation X 400

M384 BioVeris Corporation X 800

Molecular biology Nanogen X 1300

workstation

Portable molecular biology ~ Nanogen X

work station

APSIS Bruker Daltronics X

RAPTOR Naval Research Laboratory X 400

NRL Array Biosensor Naval Research Laboratory X 100

QTL Handheld Biosensor QTL Biosystems X

Bio Threat Alert Tetracore Inc X

BIDS USA X

JPBDS USA X

IBIDS England X

CIBADS II Canada X

NBCerburus Smiths Detection X

APDS Lawrence Livermore X

National Laboratory



17

4.1  Deteksjon av B-trusselstoffer

Deteksjon av antall, sterrelse og form pd partiklene i luft kan gjeres ved & bruke en
partikkelanalysator; en trigger (fig 4.1). Lys som treffer en partikkel spres pa en karakteristisk
mate avhengig av sterrelse og form pé partikkelen. Fluorescens inneberer at molekyler eller
levende mikroorganismer som er eksponert for lys av en viss belgelengde (UV-lys) sender ut
lyset ved en annen bglgelengde. Instrumenter av denne typen vil gi en alarm hvis en
oppkonsentrering av partikler av en bestemt storrelse og form detekteres. Stand-off (avstands)
deteksjon kan ogsé benyttes som en trigger for tidlig varsling. Denne formen for deteksjon er
beskrevet i FFI rapporten av Rustad og Gran (2006).

FLAPS 2 (Fluorescence Aerodynamic Particle Sizer) fra TSI er en partikkelanalysator med en
analysekapasitet pa 1 liter luft per minutt. Den kan telle partikler 1 starrelsesorden 1,5 til 15 um
og detektere levende mikroorganismer. TSI tilbyr flere partikkeltellere egnet for innenders
omgivelser. Andre eksempler pa partikkelanalysatorer fra TSI er UVAPS 3314 og Modell 3321
APS og VeroTect fra Biral (fig 4.2).

Figur 4.2. Partikkelanalysator TSI Modell 3321 APS (A) og FLAPS 2 (B) (foto A og B:
http://www.tsi.com) og VeroTect (C) (foto: http://www.biral.com ) for deteksjon av B-
trusselstoffer.


http://www/
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Levende mikroorganismer i aerosolform kan pdvises vha UV lys (som beskrevet ovenfor) og
vha bioluminescens. Bioluminescens er basert pa deteksjon av ATP'? som finnes i alle levende
organismer (ikke virus). Continuous Flow ATP Detector (CFAD) (fig 4.3) benytter denne
metoden for deteksjon av levende mikroorganismer i en veskeprove. Med CFAD er det mulig &
skille bakterielt ATP fra “bakgrunns ATP”. ATP reagerer deretter med et enzym som produserer
luminescens. Slike reaksjoner er svart folsomme og gjor bioluminescens-metoden veldig
sensitiv. For kontinuerlig maling av bakterielt ATP i luften kan CFAD kombineres med en
lufthester (kap 4.2). Ved bruk av spesifikke lytiske bakteriofag enzymer eller antistoffer
kombinert med bioluminescens-metoden kan denne analysen gjeres mer spesifikk.

Figur 4.3. ATP-detektorer. Continuous Flow ATP Detector (CFAD) (A)og Biotrace Biological
Detection System (BBDS) (B) fra Biotrace International, UK (foto: http://www.biotrace.co.uk/).

12 ATP: adenosin 5’ trifosfat. ATP produseres under energimetabolismen i alle levende organsimer (ikke virus).
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4.1.1 Flowcytometri

Flowcytometri er en teknikk hvor celler eller partikler i en veeske blir analysert i det
provematerialet passerer forbi en laser eller diode. Lysspredningen fra partiklene (avhengig av
partiklenes storrelse, form, brytningsindeks) méles med en detektor etter at lysstrdlen har passert
vaskestrommen. Identifikasjon og kvantifisering er mulig ved bruk av bestemte
fluorescensmerkede antistoff som bindes til partiklene. Denne metoden kan benyttes til a skille
levende celler fra dede og for & differensiere mellom biologiske partikler og ikke-biologiske
partikler. Flowcytometri benyttes ofte i integrerte detektorsystemer hvor luften blir kontinuerlig
overvaket (kap 8).

Microcyte fra BioDetect er et robust system spesielt utviklet for analyse av bakterier i felt (fig
4.4). Systemet detekterer og kvantifiserer celler i storrelsesorden 0,4-15 um. Lyskilden er en
diodelaser (650-900 nm), vekten er ca 12 kg og analysetiden er ca 10 minutter avhengig av
provens konsentrasjon. FFI har hatt instrumentet til uttesting, og deteksjonsgrenser for B-
simulanter ble estimert til 10°-10* celler/ml (Gran et al., 2002).

Miniflow er et miniatyrisert flowcytometer utviklet av Lawrence Livermore National
Laboratory. I motsetning til vanlige flowcytometre krever ikke dette instrumentet tilforsel av
vaeske for & fokusere provestrommen forbi lyskilden. Dette er en stor fordel hvis systemet skal
operere ubemannet. En optisk sensor detekterer lysspredning fra partiklene, og instrumentet er
10 x mer sensitivt enn andre tilsvarende konvensjonelle detektorer. Instrumentet benytter en
sakalt gronn laser (HeNe), er 36 cm” stort, veier 15 kg og krever 1 kW effekt.

Figur 4.4. Flowcytometeret Microcyte fra BioDetect (foto: http://www.biodetect.biz/).



20

4.2 Oppsamler

Partikler 1 luft kan konsentreres og samles ved hjelp av en lufthester. Oppsamlingen kan skje fra
luft til luft, luft til veeske og fra luft til en overflate. Sistnevnte f eks vha en agarskél som
inneholder vekstmedium for oppdyrking av mikroorganismene. I slike tilfeller kan det benyttes
en “’slit sampler” hvor en strom av luft fores ned pd en agarskdl med vesktmedium. Partikler fra
luft oppkonsentreres vha av en impaktor eller en impinger. I en impinger blir partiklene fra lufta
“kastet inn” 1 vaesken, mens i en impaktor blir partiklene absorbert av vaeske. Sistnevnte anses
som en mer skdnsom metode. Effektiviteten av oppkonsentreringen er avhengig av partiklenes
storrelse. Generelt kan lufthestere samle opp partikler i sterrelsesorden 1- 20 um. Partikler 1
storrelsesorden 0,5 — 3 pm, som ved inhalasjon fores ned i lungene, vil forarsake storst skade
ved et B-aerosol angrep. Luft- eller vaeskeprover kan videre analyseres for tilstedevarelse av B-
trusselstoffer vha PCR eller immunologiske metoder. Siden B-partikler i luft ofte aggregeres
eller bindes til andre partikler i luften (f eks stevkorn) benyttes ofte uttrykket ”Agent Containing
Particles Per Liter of Air” (ACPLA). En av de sterste utfordringene ved lufthesting er 4 samle
opp store nok mengder luft for deteksjon.

Biotrace Intelligent Cyclone Air Sampler (ICAS) hester luft med en justerbar flowrate opp til
750 I/minutt vha av en “wetted-wall cyclone” til en vaeskeprave som kan brukes videre for
deteksjon og identifikasjon. Oppkonsentreringsfaktoren er pa ca 10°. ICAS sammen med
Continuous Flow ATP Detector (CFAD) utgjer Biotrace Biological Detection System (BBDS)
(fig 4.3). BBDS er en detektor for ikke-spesifikk “real-time” pavisning av B-materiale i luft.
Sverige, Canada og England har benyttet BBDS 1 ulike feltforsek.

Dycor XMX/2A er en konsentrator (impinger) med en flowrate pa 600 I/minutt for partikler i
storrelsesorden 1 — 10 um. Den er koblet til en FLAPS (kap 4.1) og et varmeapparat som gjor
den egnet til bruk ved temperaturer ned til — 10 °C. Dycor XMX/2L-MIL (fig 4.5) er et system
egnet til mer robust bruk for militeeret og har en flowrate pa 800 1/minutt. Den foretar en
preseleksjon av partikler slik at kun partikler mellom 1 - 10 um blir oppkonsentrert. Systemet
benytter enten oppsamling av partikler 1 vaeske eller pa terr filter. Totalforsvarets
forskningsinstitut, FOI, Sverige, har tidligere testet ut XMX/2L-MIL i feltforsek.
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Figur 4.5. Lufthgster Dycor XMX/2 L-MIL for oppsamling av B-partikler ved temperaturer ned
til =10°C (foto: http://www.dycor.com).

BioCapture® 650 (fig 4.6) utviklet av Mesosystems er en handholdt batteridrevet lufthester med
flowrate 200 I/minutt for oppsamling av partikler i sterrelsesorden 0,5 — 10 um i en vaskeprove.
Det ma benyttes skreddersydde oppsamlingspatroner og oppsamlingstiden er opp til 60 minutter.
BioCapture® 650 sies & vaere velegnet for sakalte "first responders”. Mesosystems har ogsa
utviklet en barbar batteridrevet BioBadgeTM 100 for oppsamling (terr form) av aerosoler (1-10
pm) opp til 9 timer. Personer som oppholder seg i eksponert omradet kan bare denne
oppsamleren pa seg (vekt 250 g).

Figur 4.6. Handholdt lufthgsteren BioCapture® 650 (A) med beholdere for oppsamling av luft
til vaeske (B). BioBadge (C) er en batteridreven barbar oppsamler av partikler i luft (foto:
http://www.mesosystems.com).



22

SpinCon® og OMNI 3000 (fig 4.7), Sceptor Industries, er impaktorer for oppkonsentrering av
luft i en vaeskeprave. SpinCon® har en kapasitet pa 450 I/minutt, hester partikler i
storrelsesorden 0,2 til 10 pm. Oppkonsentreringsfaktoren er mellom 225 000 — 16 millioner
avhengig av tiden det hostes. SpinCon® har vaert benyttet ved flere store arrangementer 1 USA,
bl a det amerikanske fotballmesterskapet, Super Bowl, Olympiske leker og Boston Maraton.
SpinCon® er en del av BioHazard Detection System (BDS) utviklet for det amerikanske
postverket, US Postal Service. OMNI 3000 er en mindre og barbar lufthester med en kapasitet
pa 300 I/minutt. Den benyttes i et integrert system i rekognoseringskjeretayer og ubemannede
kjoretoy for deteksjon av B-trusselstoffer. FFI har benyttet bade SpinCon® og OMNI 3000 til
hesting av luftprever for identifikasjon av B-trusselstoffer.

SASS 2000 Plus™ fra Research International er en impinger og samler opp partikler i
storrelsesorden 2 — 10 pm med en flowrate pé 225 I/minutt (fig 4.7). Konsentrasjonsfaktoren er
pé ca 50 000. FFI har tidligere benyttet SASS 2000 Plus™ i studier av mikrofloraen i luft.

SASS 2000 SpinCon OMNI 3000

Figur 4.7. Lufthgsterne SASS 2000 Plus ™, SpinCon® og OMNI 3000 (foto: FFI og
http://www.sceptorindustries.com).
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4.3 Identifikasjon av B-trusselstoffer

Biomolekyler som for eksempel arvestoff (DNA), antistoff og ulike reseptormolekyler kan
benyttes for identifikasjon. Identifikasjon ved hjelp av DNA og antistoffer forutsetter at det
finnes kunnskap om de B-trusselstoffene som skal pévises.

DNA-molekylet bestdr av to komplementere kjeder som danner en dobbelheliks. Sekvensen av
nukleotider i et gen bestemmer de unike egenskapene til genproduktet som vanligvis er et
protein (fig 3.1). I prinsippet kan alle levende organismer identifiseres pa bakgrunn av deres
unike DNA-sekvens. Primere og genprober' er segmenter av DNA som spesifikt gjenkjenner
og binder seg (hybridiserer) til en bestemt DNA sekvens. Primere brukes for amplifisering
(mangfoldiggjering) av DNA eller RNA med PCR'*. PCR er en etablert, sensitiv
molekylarbiologisk metode (fig 4.8) hvor genprober med fluorescerende markerer brukes til
deteksjon av det amplifiserte produktet (real-time PCR). I teorien kan ett DNA-molekyl
detekteres. Praven varmes opp og avkjeles i sykluser, og for hver syklus dobles mengden DNA.
Etter 30 sykluser er det teoretisk 268 millioner DNA-molekyler. Bruk av genprober og PCR til
identifikasjon forutsetter at DNA-sekvensen er helt eller delvis kjent. Genomene til 241
mikroorganismer er pr i dag fullstendig sekvensert. Databaser og bioinformatikk benyttes til
utvelgelse av spesifikke markergener og primere/prober for disse. I dag anvendes PCR bl a til
pavisning av sykdomsfremkallende mikroorganismer i vann og matforsyninger, dyr, planter,
kliniske prover og av mikroorganismer i luft.

MELT DNA  TTTTITTTITTITTTITTT

I —

94°C LULLLLR ity

NEXT CYCLE PRIMER BOINDING
53°C
B

EXTENSION REVERSE PRIMER
—
720¢ FORWARD PRIMER

D A1

Figur 4.8. Skjematisk fremstilling av DNA-amplifisering vha PCR. En PCR-syklus inneholder
tre trinn; i) dobbeltradet DNA (dsDNA) varmes opp (94°C) til det denatureres (de to tradene
separeres, ii) primerne binder seg til enkelttradet DNA (ssDNA) ved en lavere temperatur (50-
65 °C), og iii) enzymet Taq polymerase syntetiserer en komplementseer DNA trad ved & addere
nukleotider til primeren (72 °C).

13 Primer / Gen probe = sma ssDNA (enkelttridete DNA) fragmenter (oligoer) fra en bestemt region av DNA
sekvensen.
' PCR : polymerase chain reaction
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Ved FFI er PCR-teknikken godt innarbeidet og egne applikasjoner for analyse av flere B-
trusselstoffer er utviklet og etablert ved hjelp av PCR instrumentene LightCycler og
SmartCycler (fig 4.9). Generelt kan PCR analyser etableres for en hvilken som helst
mikroorganisme (og instrument) si lenge DNA sekvensen er kjent evt delvis kjent.
Sensitiviteten er avhengig av hvilken reaksjon som kjeres, men under 10 organismer kan ofte
detekteres (Fykse et al., 2004). Sensitivitet og spesifisitet er avhengig av primere og prober. For
enkelte PCR-instrumenter er det utviklet kommersielle applikasjoner for enkelte
mikroorganismer (tab 4.2). Bruk av DNA-baserte metoder krever i de fleste tilfeller omfattende
proveopparbeidelse hvor DNAet blir ekstrahert fra mikroorganismene og forurensinger fjernes.

Lightcycler er en real-time PCR thermocycler utviklet av Idaho Technology (overtatt av Roche
Applied Science) og 32 prover kan analyseres samtidig i lepet av ca 30 minutter. En ny modell
av LightCycler kan analysere opp til 384 prover samtidig.

SmartCycler er et real-time PCR instrument utviklet av Cepheid i samarbeid med det
amerikanske forsvaret. Hver blokk kan analysere 16 prover samtidig, men flere blokker kan
kobles sammen. Prgvene analyseres i lopet av 30-40 minutter. GeneXpert fra Cepheid er et
automatisert real-time PCR-system hvor alle trinn som kreves for analyse og pavisning av DNA
er integrert; preveopparbeidelse, DNA amplifisering og deteksjon av det amplifiserte produktet.
GeneXpert bygger pa samme teknologi som SmartCycler, men kun kommersielle applikasjoner
kan kjeres pd instrumentet (tab 4.2).

Figur 4.9. Real-time PCR instrumentene ved FFI; LightCycler (A) og SmartCycler (B) (foto:
FFI).
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4.3.1 PCR instrumenter produsert for feltbruk

Nedenfor er det beskrevet et utvalg av PCR hurtiganalysesystemer. Disse kan brukes av "first
responders” og i felt ved ulike militeere operasjoner for & gi en indikasjon pé hvilket B-
trusselstoff som er tilstede. En mer detaljert analyse er nedvendig for verifikasjon. Generelt
kreves et preveopparbeidelsestrinn for PCR hvor DNA blir ekstrahert fra mikroorganismene.

Figur 4.10. Handholdte og barbare PCR instrumenter egnet for feltbruk; R.A.P.1.D (A), RAZOR
(B) og Bio-Seeq (C) (foto: http://www.idahotech.com og http://smithsdetection.com).

R.A.P.1.D (fig 4.10) er en berbar real-time PCR thermocycler, en variant av LightCycler, med
integrert softwarepakke og kobling til PC. Instrumentet kan analysere 32 prover pa ca 30
minutter. R.A.P.I.D er utviklet av American Air Force og Idaho Technology, veier ca 25 kg og
kan beres i en ryggsekk. Sensitiviteten er estimert til 1-1000 cfu/ml.

RAZOR (fig 4.10) er en liten batteridrevet real-time PCR thermocycler uten kobling til PC
(Idaho Technology). Den veier ca 4 kg og kan analysere 12 prever samtidig i lopet av 30
minutter. Den er enklere i bruk og de nedvendige reagensene er tilgjengelig i frysetorket form.
RAZOR er fremdeles under utvikling, men det er etablert hurtigmetoder for de samme B-
trusselstoffene som R.A.P.I.D.

Bio-Seeq (fig 4.10) er en batteridreven baerbar handholdt PCR maskin utviklet av Smiths
Detection (Emanuel et al., 2003). Bio-Seeq er en videreutvikling av HANNA (hand-held nucleic
acid analyzer) fra Lawrence Livermore National Laboratories. Bio-Seeq har en vekt pé ca 3 kg
og kan analysere 6 prover samtidig. Analysetiden er ca 20 minutter. Sensitiviteten er pa ca 100 —
1000 CFU/ml.

Det er etablert kommersielle analyser for et utvalg av B-trusselstoffer med R.A.P.I.D, RAZOR
og Bio-Seeq (tab 4.2).
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4.3.2 Immunologiske analyser

Det finnes en rekke forskjellige immunologiske hurtiganalyser. Tetracore Inc. har utviklet en
enkel immunologisk analyse, Bio Threat Alert, for pavisning av ni B-trusselstoffer (tab 4.2) i
miljeprever. Proven appliseres pd en teststrip som inneholder de nedvendige reagensene
(spesifikke antistoffer). Tilstedevarelse av B-trusselstoffer vises ved hjelp av en fargeindikator.
Sensitiviteten er > 100 000 cfu/ml.

Luminex*® Analysis System (fig 4.11) fra Multimetrix GmbH er et manuelt immunobasert
flowcytometer egnet for diagnostiske laboratorier. Instrumentet kan foreta 100 analyser
samtidig. Analysen utfores pa overflaten av antistoffbelagte mikrokuler hvor antistoff-antigen
bindingen detekteres vha to lasere. Det er utviklet kommersielle testkit for tre ulike B-
trusselstoffer (tab 4.2) Analysen tar 30-40 minutter og deteksjonsgrensen er > 100 000 cfu/ml.

Figur 4.11. Flowcytometeret Luminex'® Analysis System fra Multimetrix GmbH (foto:
www.multimetrix.com).

M-SERIES® M1R og M384 fra BioVeris Corporation er to analyseinstrumenter basert pa
elektrokjemiluminescens (ECL) 1 et flowsystem hvor 96 eller 384 prover kan analyseres
samtidig (fig 4.12). Spesifikke antistoffer er immobilisert pa magnetiske kuler eller merket med
en ELC marker og bindes til antigenene. Kulene fester seg pa en elektrodeoverflate og ELC-
markeren sender ut lys som detekteres. Det er ni kommersielt tilgjengelige analyser for B-
trusselstoffer (tab 4.2). Deteksjonsgrensen er 100-1000 cfu/ml.
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Figur 4.12. Elektrokjemiluminescens instrumenter (ECL) fra BioVeris Corporation; M-SERIES®
M1M (A) og M-SERIES® M384 (B) (foto: www.bioveris.com).

Sector Imager 6000 fra Meso-Scale Discoveries er et ECL instrument hvor reaksjonen skjer
direkte 1 96, 384, eller 1536 brenners microtiterplater av karbon som fungerer som elektroder
(fig 4.13). Instrumentet er beregnet pa storskala analyser (”high throughput”) med mulighet for
helautomatisering og multiplex reaksjoner. Det er utviklet atte ulike analyser for B-trusselstoffer
(tab 4.2). Deteksjonsgrensen er 100-1000 cfu/ml.

Figur 4.13. ECL instrumentet Sector Imager 6000 fra Meso-Scale Discoveries (foto: www.meso-
scale.com).
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4.3.3 Microarrays

Microarray (DNA-mikromatrise teknologi) tillater at flere tusen DNA sekvenser eller gener kan
detekteres og analyseres samtidig p& en mikrobrikke. Fluorescensmerkede ssDNA '*-prober er
bundet til ulike posisjoner pd mikrobrikkens overflate og selve pavisningen skjer ved at
komplementaere ssDNA bindes til disse probene (hybridisering). Hybridiseringen detekteres ved
avlesning av fluorescens og resultatene tolkes vha tilherende dataanalyser. Denne teknologien
har ogsa vert viktig for videreutvikling av biosensorer (kap 7). Microarray teknologien er viktig
for studier innen “genomics” (studier av gener og deres ekspresjon) og “’proteomics” (studier av
protein og deres funksjon). Det finnes tilgjengelige microarrays for pavisning av bl a B.
anthracis, Y. pestis, C. botulinum, Brucella spp. og virus tilherende orthopox familien
(inkluderer koppevirus). To eksempler pa kommersielle microarray systemer er beskrevet
nedenfor for pavisning av B-trusselstoffer.

Firmaet Nanogen har utviklet en bioelektronisk brikke, NanoChip® Electronic Microarray, der
opp til 1200 prever kan analyseres samtidig (NanoChip cartridge). DNA (eller RNA) fra en
mikroorganisme oppkonsentreres vha elektriske felt og hybridiseres til komplementaer ssDNA
bundet til brikken. Et miniatyrisert automatisert instrument (Portable Molecular Biology
Workstation) er utviklet primeert for deteksjon av B-trusselstoffer (fig 4.14).

[ —

Figur 4.14. NanoChip® Electronic Microarray for analyse av DNA; Molecular Biology
Work station (A), praver appliseres i NanoChip Cartridge (B), Portable Molecular Biology
Workstation (C) (foto: http://www.nanogen.com/technologies/microarray/).

15 ssDNA: single stranded DNA, dvs enkelttradet DNA. DNA er en dobbeltradet heliks.
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Assay Processing and Specific Identification System (APSIS) fra Bruker Daltronics benytter
microarray-teknologien til pavisning av spesifikke B-trusselstoffer (fig 4.15). Instrumentet er
produsert for & kunne anvendes 1 felt. Det finnes applikasjoner for screening og identifikasjon av
B. anthracis og koppevirus.

A B
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Figur 4.15. Microarray systemet APSIS (A). APSIS beregnet for feltbruk (B) (foto:
http://www.global-defence.com/2003/bruker_profile.htm).


http://www.global-defence.com/2003/bruker_profile.htm
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Tabell 4.2. Oversikt over tilgjengelige kommersielle etablerte analyser for noen av instrumentene beskrevet i denne rapporten.

Instrument Analyse B.antracis Y. Brucella E. coli Orthopox Koppe MS-2 Dengue Ricin  C. SEB'7  Diverse
pestis tularenS|s spp O157:H7 burnetll prowazeku cholerae virus virus virus fever botulinum
virus

___-________-__-_-_

SmartCycler PCR X Hanta

virus

___-________-__-_-_

R.APID PCR
___-________-__-_-_

Bio-Seeq

Portable molecular M.array

biology work-station

RAPTOR Ab"

QTL Biosensor

Sector Imager 6000 Ab X
___-________-__-_-_
M-series M1R Ab X

___-________-__-_-_
APDS Ab/PCR X X X Marbm'g
virus

16 Orthopoxvirus: Familie av virus som bl a inkluderer kopper, kukopper, musekopper
7 SEB: Staphylococcus aureus Enterotoxin B

M.array: Microarray
' Ab: Antistoff
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5 MIKROBRIKKETEKNOLOGI

Mikrochipen, eller silisiumbrikken, har fatt en viktig funksjon i den biologiske verdenen og
benyttes til ulike analytiske funksjoner innen grunnforskning, rettsmedisin, diagnostikk,
avslering av narkotikamisbruk, genetisk testing, separasjonsteknikker og pavisning av
mikroorganismer. Mikrobrikkene har strukturer i mikrometersterrelsen og reaksjonskammere
for mikroliter og nanoliter volum. En enkel brikke er vanligvis 1-2 cm?®. Ved 4 tilfore elektriske
pulser til brikken vil ventiler eller porter apnes eller lukkes og vaeske kan stremme gjennom
kanalene. Stadig flere typer og varianter av brikker blir tatt i bruk.

Det er i dag mulig & utfere en rekke PCR-analyser samtidig ved bruk av bioelektroniske brikker
(Belgrader et al, 1998). Det finnes ogs& mikrobrikker for lysering og preveopparbeidelse (Lean
et al, 2004, Hoffman et al, 2005) og mikrobrikker som kombinerer proveopparbeidelse og PCR
(Panaro et al, 2005).

6 NANOTEKNOLOGI

Nanoteknologi er et kollektivt begrep som refererer til teknologiske utviklinger i
nanometerskala innenfor ulike fag- og forskningsfelter (bl a fysikk, kjemi, biologi,
molekylarbiologi, medisin, elektronikk, materialvitenskap). Innen nanoteknologien kan
egenskapene til et materialsystem bestemmes ved & kontrollere minst en dimensjon ned til 0,1 —
100 nm, dvs pa atomniva. Bruken av nanoteknologi til helsemessige formal, diagnose, levering
av medisiner ved behandling er 1 ekende vekst. Nanoteknologien kan benyttes til & detektere og
identifisere B-trusselstoffer og det er mulig & detektere helt ned pa enkeltmolekyl niva. Dette er
bedre enn ved andre genetiske pavisningsmetoder. Ulike typer nanopartikler som f eks gull
(Au), silisium, magnetiske partikler (ferrofluider) og kvanteprikker kan benyttes til
molekylardiagnostikk etter ’lab-on-a-chip” prinsippet (review Jain, 2005, Simmel and Dittmer,
2005).

Figur 6.1 illustrerer hvordan DNA-Au nanopartikler festet til Raman-aktive fargestoffer (f eks
Cy3) kan benyttes til B-identifikasjon. En mikrobrikke kan vaere overflate behandlet med
ssDNA-prober som sammen med DNA-Au nanopartiklene gjenkjenner og binder spesifikke
ssDNA fra et B-trusselstoff (ShadThaxton and Mirkin, 2004). Ved bestraling med en gitt
belgelengde (laser) vil lys med en annen belgelengde eksiteres og et bestemt Raman spektrum
oppnds. Gjenkjenning av andre biomolekyler resulterer i andre Raman spektra. Sensitiviteten i
analysen gker da signalene forsterkes i nervaer av sglvioner (Ag+). Deteksjonsgrensen med bruk
av DNA-Au partikler er pr i dag pa femtomol niva (10™"°) (Jain, 2005). Det arbeides aktivt
internasjonalt for & utvikle slike bio-nanosensorer.
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Figur 6.1. DNA-Au nanopartikler i neerveer av aktive Raman fargestoffer (bla sirkel = Cy3) til
identifikasjon av B-trusselstoffer (se tekst for beskrivelse). Figuren er modifisert etter
ShadThaxton and Mirkin (2004).

7 BIOSENSORER

En biosensor er et deteksjonsinstrument som kombinerer en spesifikk biologisk reaksjon med en
fysisk-kjemisk detektor. Biologiske gjenkjenningsmolekyler kan vere antistoffer, enzymer,
DNA, reseptorer, celler eller vevsbiter. Det oppstar vanligvis en biologisk eller en biokjemisk
endring ndr biomolekylene gjenkjenner det som skal detekteres (mikroorganismer, toksiner)
som videre overferes gjennom en signalomformer til detektoren (fig 7.1). Detektorene kan vere
optiske instrumenter, akustisk baserte omformere som piezoelektriske krystaller eller elektroder
av ulike typer for elektrokjemisk anvendelse. Fordeler med bruk av biosensorer er at de
vanligvis er raske, sensitive og spesifikke. Det finnes noen kommersielt tilgjengelige
biosensorer for pdvisning av B-trusselstoffer. En biosensor for pdvisning av bl a
naringsmiddelpatogener, hvorav noen er definert som B-trusselstoffer, har blitt konstruert
(Radke and Alocilja, 2005). FFI har tidligere utgitt en rapport om ulike biosensorer for
identifikasjon av B-trusselstoffer (Fykse et al., 2000). Denne rapporten beskriver tre eksempler
pa biosensorer basert pd immunologiske analyser (antistoffer).
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Figur 7.1. Skjematisk fremstilling av en immunologisk og en DNA-basert biosensor.

RAPTOR fra Naval Research Laboratory (NRL) (fig 7.2) er en batteridreven barbar
immunologisk basert fiberoptisk biosensor (6.5 kg) beregnet for militeert bruk som kan
identifisere flere ulike B-trusselstoffer (tab 4.2). RAPTOR benytter fluorescensmerkede
antistoff i analysen, deteksjonsgrensen er 100 - 10° cfu/ml for bakterier og analysen tar ca 20-30
minutter.

QTL Handheld Biosensor er utviklet av QTL Biosystems og det amerikanske forsvaret for
identifisering av B-trusselstoffer (tab 4.2). Den veier ca 2 kg, er handholdt og batteridrevet (16
t) og kan detektere < 10 000 B. anthracis sporer (fig 7.2).

Figur 7.2. Barbare biosensorer egnet for felt bruk i forsvaret; RAPTOR og QTL Biosensor fra
hhv Research International og QTL Biosystems (foto: hhv http://www.resrchintl.com og
http://www.qtlbio.com/).
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NRL Array biosensor (fig 7.3) er en automatisk, barbar (vekt ca 6 kg), batteridreven biosensor
for identifikasjon av flere B-trusselstoffer samtidig (tab 4.2). Antistoffer som spesifikt
gjenkjenner B-trusselstoffet er bundet til en mikrobrikke. Et fluorescensmerket antistoff bindes
til antistoff-trusselstoff komplekset, og reaksjonen detekteres av et CCD kamera. Sensitiviteten
er < 1000 cfu/ml for bakterier og <500 pg/ml for toksiner. Analysetiden er pa ca 30 minutter pr
prove.

“Ricin
Cholera toxin

F. Tularensis LVS
" B. abortus(dead)

B. Anthracis (Sterne)

Staph enterotoxin B

Figur 7.3. NRL Array biosensor (foto: http://www.nrl.navy.mil).
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8 INTEGRERTE DETEKTORSYSTEMER

For deteksjon av B-trusselstoffer i luft er det utviklet systemer som kobler sammen
komponentene skissert i fig 4.1. Det ikke utviklet tilsvarende systemer for analyse av vann-,
jord- og overflatepraver. Generelt krever systemene, som inneholder ulik grad av automatikk,
noe manuell oppfolging og kompetent tolking av analyseresultater.

8.1 Integrerte systemer for militeer bruk

To ulike systemer skiller seg ut ved & vare tilpasset militere kjoretoyer for taktiske operasjoner;
Biological Integrated Detection System (BIDS) og Integrated Biological Detection System
(IBDS), utviklet i hhv USA og England.

BIDS er et mobilt detektorsystem plassert pa en Humvee (M1097) (fig 8.1). Systemet har veert i
kontinuerlig utvikling siden 1996. Systemet er utstyrt med reservedeler og stromaggregat og
skal vare operativt 1 tre dager om gangen. Den forste modellen, Non-Developmental Item (NDI
BIDS), var manuell i alle analysesteg, mens den etterfelgende modellen Pre-planned product
Improvement (P31 BIDS) er halvautomatisert og inneholder FLAPS2 (kap 4.1), flowcytometri
(kap 4.1.1), massespektrometri og metoder for immunoanalyser (kap 4.3.2) (Bio-Detector,
Smiths Detection). P31 BIDS har i flere ar veert implementert i det amerikanske forsvaret, men
blir erstattet med dens etterfolger, Joint Biological Point Detection System (JBPDS BIDS).

Figur 8.1. P31 BIDS er et delvis automatisert integrert detektorsystem som benyttes i det
amerikanske forsvaret (foto: http://www8.janes.com).
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JBPDS systemet er utviklet av General Dynamics Armament and Technical Products for det
amerikanske forsvaret. JBPDS (ca 125 kg) er 1 ferd med & erstatte tidligere detektorsystemer
benyttet i haren, flyvépenet og marinen (fig 8.2). Systemet er helautomatisk med kontinuerlig
monitorering av luften og automatisk preveinnsamlingen ved alarm (http://www.nap.edu).
Spesifikk analyse av inntil ti ulike B-trusselstoffer kan utferes og analysetiden er ca 20 minutter.
Systemet er utstyrt med en varstasjon, GPS og kommunikasjonssystemer og er planlagt
integrert i neste generasjons BIDS. JBPDS blir videreutviklet og mélsettingen er & fremskaffe et

lettere, mindre, mer folsomt og energibesparende system.

Figur 8.2. Det amerikanske JBPDS systemet som skal overta for BIDS. Bildet viser
instrumentet plassert bak pa en Humvee (A) og JBPDS integrert i BIDS (B) (foto:
http://www.gdatp.com/).

IBDS er en videreutviklet versjon av Prototype Biological Detection System (PBDS) som ble
konstruert for operasjoner under Golfkrigen i 1990 av det britiske forsvaret. IBDS er et
helautomatisert integrert system som kan transporteres med lastebil eller fly (Hercules) (fig 8.3).
Strom tilfores fra eget aggregat eller fra nedstromsbatterier. Konteineren er utstyrt med
aircondition, kull- og HEPA-filter. En uspesifikk sensor, ASPECT, maler kontinuerlig
forandringer i B-aerosol konsentrasjonen, partikkelsterrelse og form. ASPECT skal, eller er
allerede, erstattet med VeroTec (kap 4.1.1). Ved alarm trigges en lufthester (kap 4.2) og B-
trusselstoffer analyseres kontinuerlig vha immunoanalyse med Bio-Detector. Instrumentet kan
analysere inntil atte B-trusselstoffer samtidig. IBDS er ogsé utstyrt med GPS, varstasjon,
radiokommunikasjon og overvakningskameraer.
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Figur 8.3. IBDS er et helautomatisk integrert biologiske detektorsystem benyttet i det britiske
forsvaret (foto: http://www8.janes.com).

Canadian Integrated Biochemical Agent Detection System (CIBADSII) er basis for flere
integrerte C- og B-detektorer utviklet av Canadian Defense Research Establishment, Suffield, 1
samarbeid med General Dynamics, Canada, University of Alberta, Canadian Force, Dycor og
TSI. I CIBADSII [I/4WARN CB System V.3 blir innholdet av luftpartikler kontinuerlig
overvaket med FLAPS2. Ved deteksjon av forheyede konsentrasjoner av B-partikler gis en
alarm. Lufthesteren Dycor modell XMX samler opp B-partikler og B-trusselstoffene blir
identifisert vha immunologiske metoder. Instrumentet er ogsé utstyrt med en C-detektor,
varstasjon og GPS. Systemet er tilsluttet en kontroll- og beslutningssentral som kan ta imot data
fra flere detektorer. Informasjonen fra detektorene kan benyttes til risikovurderinger (Wésterby
et al., 2003).

Figur 8.4. 4WARN CB System V.3 er et automatisk integrert detektorsystem for B- og C-
trusselstoffer utviklet av det kanadiske forsvar i samarbeid med General Dynamics (foto: http://
www.suffield.drdc-rddc.gc.ca/).
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4WARN CB System V.2 er en B-detektor fra General Dynamics. Systemet har et enklere
varslingssystem enn CIBADSII. Det er ogsa mer kompakt, lettere og mer energibesparende.
Systemet er helautomatisk og bestér av enhetene BioSentry (partikkelanalysator) og Bioldent
(immunoanalyse). BioSentry monitorerer luften kontinuerlig. Ved alarm blir lufthesteren
MicroVic aktivert (MesoSystems Technology, 400 1/minutt). Den kan analysere inntil elleve B-
trusselstoffer samtidig, deteksjonsgrensen er 10 ACPLA?® og analysetiden er 15-20 minutter.
Instrumentet er utstyrt med en verestasjon, GPS og radiokommunikasjon.

NBCerburus er et fleksibelt system utviklet av Smiths Detection for deteksjon av radioaktive-,
B- og C-trusselstoffer (fig 8.5). NBCerburus inneholder en ASPECT, en lufthester og en Bio
Detector, samt en varstasjon, GPS og radiokommunikasjon. Analysen tar ca 15 minutter og kan
analysere atte B-trusselstoffer.

Figur 8.5. NBCerburus er et fleksibelt system utviklet av Smiths Detection. Systemet benytter
flere av de samme analysemodulene som er integrert i IBDS (foto:
http://trace.smithsdetection.com/).

2 Agent Containing Particles Per Liter of Air (se kap 5.2)
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8.2 Sivile integrerte systemer

Etter 11 september 2001 er det blitt utviklet integrerte systemer for B-deteksjon til bruk i det
sivile samfunn. Lawrence Livermore National Laboratory har utviklet et automatisk
deteksjonssystem for luftpraver, Autonomous Pathogen Detection System (APDS) (fig 8.6), som
kan kontinuerlig monitorere og analysere luftprover og er spesielt beregnet for bruk ute (f eks
stadion, store arenaer, flyplasser, offentlige plasser o 1). Partikler i luften samles opp vha en
lufthester og analyseres ved badde PCR og immunologiske metoder (tab 4.2). Sensitiviteten er pa
1000 — 10 000 cfu/ml og analysetiden er beregnet til ca 1 time.
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Figur 8.6. Et integrert B-deteksjonssystem for sivil bruk. Autonomous Pathogen Detection
System APDS, utviklet av Lawrence Livermore National Laboratory, for analyse av luftpraver
ved hjelp av PCR og immunologiske analyser (foto: http://www.lInl.gov).
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9 FREMTIDENS TEKNOLOGI

Bioteknologien har hatt en rivende utvikling de siste 20 arene og det er ingen grunn til 4 tro at
denne utviklingen vil reduseres. Det er forventet at mange av de ndvarende B-
deteksjonssystemene vil bli mer automatiserte, oppné ekt sensitivitet og spesifisitet i lapet av
10-15 ar. Teknologiske nyvinninger for de ulike komponentene utvikles og preves ut, og trolig
vil bruken av microarray teknologi og biosensorer gkes. Det vil utvikles raskere, enklere, mer
spesifikke og sensitive genetisk (molekylarbiologiske) metoder for identifikasjon. Utvikling av
mikroteknologi og nanoteknologi forventes  bidra til en slik utvikling. Utviklingen av “detect-
to-warn” utstyr som inkluderer bl a partikkelanalysatorer vil trolig fortsette og bli mer
spesifikke mht B-identifikasjon. BIDS og IBDS er eksempler pé integrerte systemer beregnet
for detect-to warn”. For effektiv medisinsk behandling ma potensielle smittestoffer
identifiseres sé raskt som mulig. Optimalt vil vaere & kunne starte behandlingen for symptomene
bryter ut.

Til tross for at selve identifiseringsprosessen av B-trusselstoffer kan foregd ganske raskt kreves
det vanligvis et praveprosesseringstrinn som inkluderer ekstraksjon av mikroorganismens DNA.
Dette utoves ofte manuelt i dag. Det er forventet en gkning 1 utviklingen av automatiserte
systemer som kan utfore bade proveprosessering og identifisering. I dag finnes det noe utstyr
(pé utviklingsstadiet) som benytter mikrofluidikk til dette formalet.

Beskrivelsen av en UAV (“unmanned aerial vehicle”) med innebygget biosensor for deteksjon
av B-trusselstoffer er nylig blitt publisert (Naimushin et al., 2005). Biosensoren benytter
Surface Plasmon Resonance (SPR) for deteksjon av B-trusselstoffer. Dette eksemplet viser at
ved 4 kombinere flere forskjellige systemer med ulikt formél fra ulike fagomrader sa kan nye
produkter for B-deteksjon utvikles. Ved Naval Research Laboratory 1 USA er en fiberoptisk
biosensor integrert med en luftsamler og plassert pa et modellfly. Systemet var 1 stand til &
samle bakterier fra en aerosol, identifisere disse og overfore resultatene til de stasjoneert
plasserte fagpersonene (Ligler et al., 1998).

Andre biodeteksjonsmetoder som er under kraftig utvikling er Light Scattering Surface Plasmon
Resonance (LSSPR), surface—enhanced Raman spectroscopy (SERS), Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization og Time of Flight Mass Spectroscopy (MALDI-TOF-MS). Det arbeides
intenst i enkelte land (bl a Nederland og USA) med utvikling og bruk av massespektroskopi for
identifisering av B-trusselstoffer da selve identifiseringen kan foregé i lopet av et par minutter.
Det er allikevel nodvendig med et proveopparbeidelsestrinn for identifiseringsanalysen.
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10 KONKLUSJON

Denne rapporten beskriver ulike metoder for deteksjon og identifikasjon av B-trusselstoffer og
er et teknologiinnspill til Forsvarsstudie 2007. Deteksjon av B-trusselstoffer er en vanskelig og
kompleks prosess og et enkelt system for deteksjon og identifikasjon av slike trusselstoffer
finnes ikke. Forskjellige analysemetoder for B-verifikasjon mé brukes. Utvikling av gode,
spesifikke og hurtige pavisningsmetoder for B-trusselstoffer bidrar til en effektiv beredskap mot
bruken av slike trusselstoffer.

I denne rapporten er det gitt eksempler pa metoder og kommersielt tilgjengelig utstyr for
generell deteksjon, deteksjon av partikler av biologisk opprinnelse og metoder for
identifikasjon, samt prevetakingsutstyr for luftprever. ”Detect-to-warn” utstyr er fortsatt under
utvikling og utpreving, men noe utstyr er tilgjengelig bade militert og sivilt. Der er allikevel
noen begrensinger mht spesifisitet og spesifisitet av dette utstyret. Derimot er det mange
anvendbare teknikker og utstyr for “detect-to-treat” prinsippet, bl a PCR og immunologiske
analyser. Bruken av hurtiganalysesystemer kan gi en indikasjon, men videre analyser ved et
laboratorium med fagkompetanse er vanligvis nedvendig for verifikasjon. Sékalte integrerte
systemer (bade militere og sivile) er satt ssmmen av ulike komponenter og fungerer helt eller
delvis automatisk.

B-trusselstoffer kan vere aktive i lave doser slik at pdvisningsmetodene ma vere sensitive.
Deteksjon og identifikasjon av B-trusselstoffer er et felt i rask utvikling pd grunn av den
teknologiske utviklingen innen flere fagfelt, bl a mikrobrikke- og nanoteknologien. Spesielt
utviklingen innen bioteknologi har bidratt til stor fremdrift angéende sensitivitet og spesifisitet.
Det er forventet at utstyr for B-identifikasjon vil bli raskere, oppna heyere sensitivitet (pa
enkeltmolekyl niva) og bli mer automatisert i naer fremtid (10-15 ar). Dette i motsetning til
utstyr for proveprosessering som ikke har kommet like langt i den teknologiske utviklingen som
trolig fremdeles vil omfatte noen manuelle trinn i lang tid fremover.
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