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BIOSENZORY PRO DETEKCI BIOLOGICKYCH AGENS
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Souhrn

V tomto review jsou charakterizovany biosenzorygtamoveni biologickych agens. Po definici biosenzo
je whovan prostor jednotlivym biosenzar cclenym podle fyzikdbachemickych fevodnik. Elektrochemické
biosenzory jsou dale popsany jako potenciometrighigerometrické a konduktometrické. Optické biasgnz
jsou vys¥tleny na pouZziti chromogenu a nelineérni optikyaaledr jsou zmigny piezoelektrické biosenzory.
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Biosensors for Biological Agents’ Detection

Summary

The biosensors for biological agents are mentioinetthis review. After biosensor definition separhte-
sensors are introduced according to their physiogical transducers. Electrochemical biosensors aréhér
divided into potentiometric, amperometric and castdmetric ones. Optical biosensors are presentdobasd
on chromogen and/or nonlinear optics ones. Findily piezoelectric biosensors are mentioned.

Key words: Biosensor; Optical; Electrochemical; Piezoelectimlogical agents.

Biosenzory

Biosenzor mizeme Siroce definovat jako analy-
tické zd&izeni obsahujici selekti¢rcitlivou slozku
biologického fivodu (biorekognini sloZzku) a sen-
zorickou slozku (fyzikal&chemicky gevodnik).
Biorekogntnich slozek rize byt Siroké spektrum.
Velice ¢asto se pouZivaji enzymy, receptoryikyu
¢i dokonce tkas. Pro detekci biologickych agens
jsou vSak nejvyznandsi protilatky, antigeny aip
padrg specifické Uuseky nukleovych kyselin. Biore-
kogniéni sloZku je nutné vhodnym postupem navé-
zat na fyzikals-chemicky gevodnik. V tomto s
ru je mozné pouzit fyzikalni adsorpci nebo zachyce-
ni do vhodné membrany, avSak daegjSi metodou
je chemickéa imobilizace. Pro konstrukci biosenzo-
ri vyuzitelnych pro detekci biologickych agens se
prakticky pouZivaji fi typy fyzikalné-chemikych
pievodniki: elektrochemické, optické a piezoelek-
trické. V nasledném popisu budou biosenzoty d
leny pra¥ podle fyzikalg-chemikého pevodniku.

Elektrochemické biosenzory

Elektrochemicky biosenzor obsahujici glukéza-
oxidazu pro stanoveni glukozyipraveny Lelan-

dem Clarkem na ga@tku 60. let minulého stoleti
(4) byl prvnim publikovanym biosenzorenibec.

O fiinact let pozdji bylo na trh firmou Yellow
Springs Instruments Company uvedeno prvni ko-
merini zaizeni vyuzivajici biosenzor pro stanove-
ni glukozy v lidské krvi (YSI 23A).

Prakticky nizeme elektrochemické biosenzory
rozcilit do i skupin: potenciometrické, amperome-
trické a konduktometrické (24). Potenciometrickatijs
zaloZzeny na sledovani koncentracéitého iontu
jako produktu enzymové zéley. Pro potenciome-
trické elektrody je typické nulové zatizeni proudem
(i = 0). Amperometrické biosenzory sleduji prou-
dové zmEny (i # 0) poskytnuté v oxidoreddki
reakci enzymovou zikou. Konduktometrické bio-
senzory vyuzivaji zemy vodivosti (konduktivity)
média. Pro konduktometrické biosenzory se vyu-
Ziva gredevSim zn&eni uredzou. Nevyhodou kon-
duktometrickych biosenzorje nizsi citlivost ve
srovnani s potenciometrickymi a amperometricky-
mi biosenzory.

Potenciometrické biosenzory mohou v jednodu-
chém usptadani obsahovat n#glad sklegnou
pH elektrodu jako fyzikaktchemicky pevodnik.
Sklertnd membrana by v tomtaipadt byla che-
micky modifikovana a pokryta n#épprotilatkou
jako biorekognini sloZkou. V sotasné dob jsou
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vSak pro konstrukci potenciometrickych biosefizor
vyuzivany polovodiové gevodniky — FET (field
effect transistor). Oproti klasickym elektrodam ma-
ji vyhodu ve zn&ném zesileni vystupniho signalu.
Z polovodtovych gevodniki vyuzivanych i sta-
noveni biologickych agens naSli uplatih ISFET
(ion-sensitive field effect transistor) aeglevsim
LAPS (light addressable potentiometric sensor).
Zatimco ISFET mé strukturu standardniho tran-
zistoru potaZzeného selektivni membranou, LAPS
vyuziva rektera zjednoduSeni a miniaturéré po-
stupy. LAPS senzor je vyrobennz vodivého ke-
miku pokrytého 30 nm oxidur&mkiitého a 100 nm
nitridu kiemiitého. Ri meéreni se vyuziva selektiv-
ni aktivace pomoci LED (light-emitting diode). Sen-
zor se pak v ostlené zog stane citlivym na -
tomnost ioni produkovanych enzymovou ztkau.
K odstrarni interference jinych ioitje treba po-
vrch LAPS chranit, stefhjako ISFET, vhodnou
selektivni membranou. Ztiaou vyhodou je moz-
nost multikanalového uspédani (20). Kazdy ka-
nél (mefici oblast) je vymezen dopadajicimésv
lem LED. Pro potenciometrické biosenzory se jako
enzymové zngy prevazrié pouzivaji uredza, glu-
kézaoxidaza, peroxidaza a alkalicka fosfataza.
LAPS imunosenzor byl pouzit pro detekci pato-
genniho mikroorganismigrancisella tularensig33)
s limitem detekce 3,4xf®urtk a v obdobné apli-
kaci pro mikroorganismuBrucella militensis(15)
s limitem detekce 6xfursk. V obou gipadech
byla pouzita preinkubace trvajici jednu hodinu.-Niz
Siho limitu detekce dosahli Ercole a spol. (8) p
meéfeni 1 ml pufrovaného roztoku, ktery obsahoval
Escherichia coliDH50 — 10 bugk. Méteni bylo
realizovano v pitoéné cele obsahujici LAPS po-
kryty pH selektivni membranou a skéeou des-
tickou pokrytou primarni protilatkou specifickou
proti E. coli. Jako sekundarni protilatka pro tvorbu
sendvéového komplexu byla pouzita krélipoly-
klonalni protilatka kovalenthznaena peroxidazou.
Nizky limit detekce dosazeny touto metodou byl
cast&ne vyvazen relativéh dlouhou dobou péeb-
nou pro realizaci jednoho dficiho cyklu: 1,5 ho-
diny. LAPS biosenzor obsahuje i mobilni kogrér
zdizeni Bio-Detector (Smith Detection, Warrington,
UK). Zatizeni je osmikanalové. Vyrobce uvadi limit
detekce 1DCFU/mI pro mikroorganismy a 0,1 ng/m
pro toxiny. Ve zcela automatickém provedeni do-
chéazi k postupnému zachyceni biotinem¢emgch
primarnich protilatek na streptavidin, analytu a
sekundarnich protilatek zéenych ureazou.

Z hlediska sotasné jednoduchosti, vysoké citli-
vosti a dostatmych linearnich rozsdhjsou vy-
soce perspektivni amperometrické biosenzory (10).
Amperometrické biosenzory mohou byt ve velkém
meéfitku snadno fipraveny sitotiskem (screen print-
ing). V nejjednodusSimifpads maze byt jako fy-
zikalné-chemicky pevodnik vyuzit zlaty, stbrny
nebo platinovy dratek. Kom&é dodavané (BVT,
Brno) stripy obsahuiji 1, 8, 16 a dokonce i vicedint
grovanych pracovnich elektrod v kombinaci s re-
ferertni elektrodou. Amperometrické biosenzory,
stejre jako potenciometrické, mohou obsahovat
Ciste jen enzym jako biorekogmi sloZzku. OvSem
tehdy, pokud substrat enzymu je zaipeadalytem.
Pro stanoveni biologickych agens jsoievazr
pouzivany imunosenzory a enzym v nich hraje roli
znaky. Pro tyto dely se nejastji pouzivaji per-
oxidadza (HRP), alkalicka fosfataza, glukbzaoxidaza
a acetylcholinesteraza. Podminkou je, aby enzym
byl schopen poskytnout dostatg transfer elektro-
ni k (od) povrchu pracovni elektrody, tzn., abyl m
co nejvySstislo premeny.

Amperometricky biosenzor byl napryvinut pro
stanoveni bakteriS8taphylococcus aurewg vzor-
cich mléka a masa (17). Tento biosenzor byl scho-
pen detekovat FOCFU/mI S. aureus Sitotiskova
elektroda s imobilizovanou protilatkou byla schopna
detekovat 9x1DListeria monocytogendsursk/ml
béhem 3,5 hodiny dlouhéhodticiho cyklu (5). Am-
perometrickym biosenzorem byl stanovovan anti-
gen zKlebsiella pneumoniag0) s limitem detekce
5 pg/ml. Ctyikanalovy amperometricky imunosen-
zor pracujici v plnogito¢né aparatie byl pouzit
pro detekciFrancisella tularensig31). Imunosenzor
obsahoval purifikovanou polyklonalni protilatku
vazanou pes cysteamin, glutaraldehyd a protein A
na zlatou elektrodu. Sekundarni protilatka byla zna
¢ena peroxidazou zi&nu selského (HRP). Timto
imunosenzorem bylo mozné detekovat jiz 100 zi-
vych burek/ml. Amperometricky biosenzor byl Us-
pesre pouzit pro diagnostiku sér odebranych z pa-
cienti nakaZenych patogener@almonella typhi-
murium(27). Tento biosenzor byl schopen pozitiv-
né diagnostikovat vSechny sérové vzorky z 28 pa-
cienti nakazenycls. typhimuriuma statisticky re-
levantré je odliSit od kontrolnich sér ziskanych ze
zdravych lidi. Jedna kompletni analyza timto bio-
senzorem byla hotov&bem 75 minut. Komeni
zaizeni pro stanovenigholika mikroorganism:
Midas Pro (Biosensori SpA, Milano, Italie) jg€&
né dostupné. Vyrobce zatuje limit detekce mini-
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malrg 10° bursk/ml v prib&hu 20minutové analy-
zy. Toto zdizeni bylo nap pouzito pro testovani
jezerni vody (28).

Konduktometrické biosenzory vykazuji mensi
citlivost a vySSi limity detekce proripadnou de-
tekci mikrobialnich bugk. Perspektiv§si je apli-
kace konduktometrickych biosen#opro sledova-
ni vodivostnich zrin, které nastanou v médiu me-
tabolickou aktivitou mikroorganisinzachycenych
biorekognéni sloZkou (7). Komeni za&izeni Mal-
thus 2000 (Malthus Instruments, Crawley, UK),
pracujici na uvedeném principujige byt pouzito
pro meieni rostouci mikrobialni populace. Timto
zaizenim byla nap stanovena parazitickd houba
Ichthyophonus hofei{32) nebo plise Erwinia ca-
rotovora(9).

Optické biosenzory

Pro stanoveni biologickych agensitame zva-

Zit pouziti dvou moznych zakladnich typirevod-
nika. Bud’ pouziti klasickych fotometrickych, nebo
prevodniki vyuZivajicich nelinearni optiku. Klasi-
cké fotometrické fevodniky jsou pevazrié spoje-
ny s protilatkou zngenou chromogenem, popsany
byly i metody vyuzivajici fluorescence vlastniho
analytu (11). Biosenzory vyuZivajici nelinearni op-
tiku mohou byt technickyeSeny #izre: interfero-
metry, SPR (surface plasmon resonance), RM (re-
sonant mirror). Velkou vyhodougvodniki vyuZi-
vajicich nelinearni optiku je moznostipého sta-
noveni bez pouziti zgak (label-free).

Klasickych fotometrickych fevodniki mize byt
pouzitafada variant. Jako chromogeriia poslou-

Zit substrat enzymu,figemz enzym je vazan na
protilatku nebo fluorogen. Limit detekce dosazeny
fluorescenimi biosenzory je zpravidla obdobny
elektrochemickym biosenzitm, nicmér fluores-
certni biosenzory maji obvykle kratsi linearni roz-
sah. Modernim trendem ve fotometrickych i@-p
vazre fluorometrickych stanovenich jsou array tech-
niky (6).

Biosenzor tvéeny optickym vlaknem pokrytym
primarni protilatkou proti fivodci moru, bakterii
Yersinia pestidyl schopen detekovat jiz 5 ng/ml
jejiho povrchového antigenuéftem 30minutové
preinkubace se sekundarni monoklonalni protilat-
kou zn&enou rhodaminem (2). Pro rozpoznani ana-
lytu se nemusi pouzivat pouze protilatky. Kklpd
dengue virus sérotyp 3 bylo mozné detekovat fluo-

resceiini analyzou jeho RNA (14). Tato analyza
vyuzila lipozomii obsahujicich barvu s povrchov
vazanou sekvenci DNA jako prébou. Proby hybri-
dizovaly s cilovou RNA a nasledrbyly magne-
ticky separovany. Limit detekce pro tuto metodu
byl stanoven na 10 pM. Automatickatikanalovou
prato¢nou analyzu zvolili Koch a spol. (13). Pri-
marni protilatky byly imobilizovany na povrchu ka-
pilar. Zaizeni obsahovalo LED a jednoduchy foto-
detektor pro kazdy kandl. Parametrgieni byly
demonstrovany na zastupci toxinu — stafylokokovy
enterotoxin B (SEB), viru — bakteriofag M13 a
bakterialnim zastupci E. coli. Dosazené limity
detekce byly relativé vysoké: 10 ng/ml pro SEB,
10° PFU/ml pro bakteriofag M 13 a 1@FU/mI
pro E. coli. Jeden r&ici cyklus bylo mozné usku-
te¢nit v rdmci 15 minut. Fluorescémi microarray
detekni z&izeni bylo aplikovano pro detekcén
kolika toxina véetrne SEB, letalniho faktoru z bak-
terie Bacillus anthracis beta-podjednotce cholero-
vého toxinu a C-fragmentu tetanového toxinu (29).

Druhou skupinou optickych biosenzgsou ty,
které vyuZzivaji nelinearni optiku. Prajgbdobré
nejrozstensjSim zastupcem této skupiny jsou SPR
biosenzory, proto bude fyzikalni princichto @i-
stroju nastign prav na nich. Velkou vyhodowth-
to biosenzal je moznost pracovat bez pouziti spe-
cialnich préb. Technicky vyuZivd SPRésiného
svazku dopadajicihof@s opticky hranol na tenky
kovovy film a odrazi se. Vipsr¢ definovaném ahlu
dochazi k interakci s¥elného z&eni s delokalizo-
vanymi elektrony kovového filmu, to ma za nasle-
dek prudky pokles intenzity &tla vystupujiciho z
optického hranolu. Uhel,fpkterém dochéazi k in-
terakci zéeni, zalezi i na fyzikalnich vlastnostech
kovového filmu. Biorekogrni slozka se imobili-
zuje na vijsi povrch tohoto filmu. Pravzmeny v
biorekognéni slozce (vazba analytu) jsou jedinym
proménnym parametrem a pouze ty owliyji pres-
nou hodnotu Ghlu, ip kterém dochazi k interakci
zaeni.

SPR byl nap pouZit pro detekci glykoproteinu
gp 120 z HIV-1 (1). Autt pouzili zaizeni BlAcore
(Pharmacia, Uppsala, Svédsko), gp 120 se vazal na
imobilizovany T-bug¢ny receptor CD 4. SPR bylo
pouzito i pro detekci betatoxinuGostridium per-
fringensv ramci 20minutové analyzy (12)& coli
0157:H7,S. typhimuriumLegionella pneumophila
a Yersinia enterocolitica(19). SPR s protilatkou
proti Salmonella typhimuriunmobilizovanou pes
protein G umoznila detekovat tento patogen v roz-
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mezi 16 az 16 CFU/mI (18). Protilatky v séru in-
fikovanych prasat proti kapsidovému protein viru
PCV2 byly detekovany SPR a vysledky porovnany
s metodou ELISA (3). Protilatky bylo moZno dete-
kovat jiz od koncentrace 0,0Qig/ml. SPR byla
schopna pozitivéh detekovat 87 % infikovanych
prasat na rozdil od metody ELISA, ktera odlea
za pozitivni jen 64 %.

Piezoelektrické biosenzory

Piezoelektrické biosenzory, stéjjako SPR, jsou
rovnéz schopné pracovat bez pouziti &ela Fyzi-
kalni princip vzniku signalu ip vazks analytu je
vSak odliSny od dosud uvedenych metodieni.
Piezoelektrické biosenzory pracuji na principu pie-
zoelektrického jevu, to znamend, Ze piezoelektric-
ky krystal (zakladnéast piezoelektrickéhoievod-
niku) vykonava mechanické oscilace pivedeni
stfidavého nagti. Vysledna frekvence kmitani v os-
cilatnim obvo@ je dana mechanickymi vlastnost-
mi piezoelektrického biosenzoru, zviagiak celko-
vou hmotnostni latky navdzané na jeho povrch (23).
Jako piezoelektricky krystal ide poslouzit jaky-
koli anizotropni (majici v jednotlivych osach symet
rie nizné vlastnosti) krystal. Pro konstrukci piezo-
elektrickych biosenzdr se vSak neépstji pouzi-
vaji komeeni kiemenné krystaly — QCM (quartz
crystal microbalance) se zakladni frekvenci kmita-
ni 5, 10 nebo 20 MHz.

Piezoelektricky biosenzor obsahujici monoklo-
nalni protilatku imobilizovanouips protein A byl
schopen detekova. typhimuriumv mnozstvi 10
burgk/ml (26), stejné mnozstw. cholerae(34) a
E. coli v pitné vod& (21). SEB bylo mozné &t
piezoelektrickym biosenzorem v rozsahu 2,5 aZz 60
ug/ml (16). Piezoelektricky biosenzor s imobilizo-
vanym antigenem byl schopen detekovat 53168
nék/ml F. tularensisve forme imunoprecipitatu s
monoklonalni IgM Bhem 30minutového #tiiciho
cyklu (22). Piezoelektricky biosenzor se &dil i
pro rychlou a fitom jednoduchou sérodiagnostiku
probihajici tularemické infekce (25).

Zaveér

Instrumentélni metody jsou nezbytnou a nenahra- 14

ditelnou souasti analytickych metod pro stanoveni
biologickych agens. So&brg s rozvojem ostatnich

instrumentalnich metod je patrny rozvoj i na poli
biosenzol. Biosenzory fedstavuji zajimavou alter-
nativu ke klasickym metodam z hlediska nizkych
limitt detekce, které se mohou pohybovat jiz na
arovni desitek butk, a zn&né citlivosti k logarit-
mické koncentraci buk. Aplikace biosenzdrneni
technicky naréna a ngiici cykly v fadu rékolika
malo minut jsou spiSe obvyklé nez vyjikné a ped-
stavuji nezanedbatelnou vyhodu. Modernim tren-
dem ve vyvoji novych biosenzbje multikanalove
uspdadani spojené s celkovou miniaturizactkte-

ré aplikace biosenzorse jiz dgkaly kometni pro-
dukce a v nasledujicich letech Izegpokladat po-
kratovani tohoto trendu.
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