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Souhrn 
V tomto review jsou charakterizovány biosenzory pro stanovení biologických agens. Po definici biosenzoru 

je věnován prostor jednotlivým biosenzorům děleným podle fyzikálně-chemických převodníků. Elektrochemické 
biosenzory jsou dále popsány jako potenciometrické, amperometrické a konduktometrické. Optické biosenzory 
jsou vysvětleny na použití chromogenu a nelineární optiky a následně jsou zmíněny piezoelektrické biosenzory.  
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Biosensors for Biological Agents’ Detection 
 

Summary 
The biosensors for biological agents are mentioned in this review. After biosensor definition separate bio-

sensors are introduced according to their physiochemical transducers. Electrochemical biosensors are further 
divided into potentiometric, amperometric and conductometric ones. Optical biosensors are presented as based 
on chromogen and/or nonlinear optics ones. Finally the piezoelectric biosensors are mentioned. 
 
Key words: Biosensor; Optical; Electrochemical; Piezoelectric; Biological agents. 

 
 

Biosenzory 
 
Biosenzor můžeme široce definovat jako analy-

tické zařízení obsahující selektivně citlivou složku 
biologického původu (biorekogniční složku) a sen-
zorickou složku (fyzikálně-chemický převodník). 
Biorekogničních složek může být široké spektrum. 
Velice často se používají enzymy, receptory, buňky 
či dokonce tkáně. Pro detekci biologických agens 
jsou však nejvýznamnější protilátky, antigeny a pří-
padně specifické úseky nukleových kyselin. Biore-
kogniční složku je nutné vhodným postupem navá-
zat na fyzikálně-chemický převodník. V tomto smě-
ru je možné použít fyzikální adsorpci nebo zachyce-
ní do vhodné membrány, avšak nejčastější metodou 
je chemická imobilizace. Pro konstrukci biosenzo-
rů využitelných pro detekci biologických agens se 
prakticky používají tři typy fyzikálně-chemikých 
převodníků: elektrochemické, optické a piezoelek-
trické. V následném popisu budou biosenzory dě-
leny právě podle fyzikálně-chemikého převodníku. 

 
 

Elektrochemické biosenzory 
 
Elektrochemický biosenzor obsahující glukóza-

oxidázu pro stanovení glukózy připravený Lelan-

dem Clarkem na počátku 60. let minulého století 
(4) byl prvním publikovaným biosenzorem vůbec.  
O třináct let později bylo na trh firmou Yellow 
Springs Instruments Company uvedeno první ko-
merční zařízení využívající biosenzor pro stanove-
ní glukózy v lidské krvi (YSI 23A).  

Prakticky můžeme elektrochemické biosenzory 
rozdělit do tří skupin: potenciometrické, amperome-
trické a konduktometrické (24). Potenciometrické jsou 
založeny na sledování koncentrace určitého iontu 
jako produktu enzymové značky. Pro potenciome-
trické elektrody je typické nulové zatížení proudem 
(i = 0). Amperometrické biosenzory sledují prou-
dové změny (i ≠ 0) poskytnuté v oxidoredukční 
reakci enzymovou značkou. Konduktometrické bio-
senzory využívají změny vodivosti (konduktivity) 
média. Pro konduktometrické biosenzory se vyu-
žívá především značení ureázou. Nevýhodou kon-
duktometrických biosenzorů je nižší citlivost ve 
srovnání s potenciometrickými a amperometrický-
mi biosenzory. 

Potenciometrické biosenzory mohou v jednodu-
chém uspořádání obsahovat například skleněnou 
pH elektrodu jako fyzikálně-chemický převodník. 
Skleněná membrána by v tomto případě byla che- 
micky modifikována a pokryta např. protilátkou 
jako biorekogniční složkou. V současné době jsou 
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však pro konstrukci potenciometrických biosenzorů 
využívány polovodičové převodníky – FET (field 
effect transistor). Oproti klasickým elektrodám ma-
jí výhodu ve značném zesílení výstupního signálu. 
Z polovodičových převodníků využívaných při sta-
novení biologických agens našli uplatnění ISFET 
(ion-sensitive field effect transistor) a především 
LAPS (light addressable potentiometric sensor).  

Zatímco ISFET má strukturu standardního tran-
zistoru potaženého selektivní membránou, LAPS 
využívá některá zjednodušení a miniaturizační po-
stupy. LAPS senzor je vyroben z n- vodivého kře-
míku pokrytého 30 nm oxidu křemičitého a 100 nm 
nitridu křemičitého. Při měření se využívá selektiv-
ní aktivace pomocí LED (light-emitting diode). Sen-
zor se pak v osvětlené zóně stane citlivým na pří-
tomnost iontů produkovaných enzymovou značkou. 
K odstranění interference jiných iontů je třeba po-
vrch LAPS chránit, stejně jako ISFET, vhodnou 
selektivní membránou. Značnou výhodou je mož-
nost multikanálového uspořádání (20). Každý ka-
nál (měřicí oblast) je vymezen dopadajícím svět-
lem LED. Pro potenciometrické biosenzory se jako 
enzymové značky převážně používají ureáza, glu-
kózaoxidáza, peroxidáza a alkalická fosfatáza.  

LAPS imunosenzor byl použit pro detekci pato-
genního mikroorganismu Francisella tularensis (33) 
s limitem detekce 3,4×103 buněk a v obdobné apli-
kaci pro mikroorganismus Brucella militensis (15) 
s limitem detekce 6×103 buněk. V obou případech 
byla použita preinkubace trvající jednu hodinu. Niž-
šího limitu detekce dosáhli Ercole a spol. (8) při 
měření 1 ml pufrovaného roztoku, který obsahoval 
Escherichia coli DH5α – 10 buněk. Měření bylo 
realizováno v průtočné cele obsahující LAPS po-
krytý pH selektivní membránou a skleněnou des-
tičkou pokrytou primární protilátkou specifickou 
proti E. coli. Jako sekundární protilátka pro tvorbu 
sendvičového komplexu byla použita králičí poly-
klonální protilátka kovalentně značená peroxidázou. 
Nízký limit detekce dosažený touto metodou byl 
částečně vyvážen relativně dlouhou dobou potřeb-
nou pro realizaci jednoho měřicího cyklu: 1,5 ho-
diny. LAPS biosenzor obsahuje i mobilní komerční 
zařízení Bio-Detector (Smith Detection, Warrington, 
UK). Zařízení je osmikanálové. Výrobce uvádí limit 
detekce 103 CFU/ml pro mikroorganismy a 0,1 ng/ml 
pro toxiny. Ve zcela automatickém provedení do-
chází k postupnému zachycení biotinem značených 
primárních protilátek na streptavidin, analytu a 
sekundárních protilátek značených ureázou.  

Z hlediska současné jednoduchosti, vysoké citli-
vosti a dostatečných lineárních rozsahů jsou vy-
soce perspektivní amperometrické biosenzory (10). 
Amperometrické biosenzory mohou být ve velkém 
měřítku snadno připraveny sítotiskem (screen print-
ing). V nejjednodušším případě může být jako fy-
zikálně-chemický převodník využit zlatý, stříbrný 
nebo platinový drátek. Komerčně dodávané (BVT, 
Brno) stripy obsahují 1, 8, 16 a dokonce i více inte-
grovaných pracovních elektrod v kombinaci s re-
ferenční elektrodou. Amperometrické biosenzory, 
stejně jako potenciometrické, mohou obsahovat 
čistě jen enzym jako biorekogniční složku. Ovšem 
tehdy, pokud substrát enzymu je zároveň analytem. 
Pro stanovení biologických agens jsou převážně 
používány imunosenzory a enzym v nich hraje roli 
značky. Pro tyto účely se nejčastěji používají per-
oxidáza (HRP), alkalická fosfatáza, glukózaoxidáza 
a acetylcholinesteráza. Podmínkou je, aby enzym 
byl schopen poskytnout dostatečný transfer elektro-
nů k (od) povrchu pracovní elektrody, tzn., aby měl 
co nejvyšší číslo přeměny. 

Amperometrický biosenzor byl např. vyvinut pro 
stanovení bakterie Staphylococcus aureus ve vzor-
cích mléka a masa (17). Tento biosenzor byl scho-
pen detekovat 103 CFU/ml S. aureus. Sítotisková 
elektroda s imobilizovanou protilátkou byla schopna 
detekovat 9×102 Listeria monocytogenes buněk/ml 
během 3,5 hodiny dlouhého měřicího cyklu (5). Am-
perometrickým biosenzorem byl stanovován anti-
gen z Klebsiella pneumoniae (30) s limitem detekce 
5 µg/ml. Čtyřkanálový amperometrický imunosen-
zor pracující v plnoprůtočné aparatuře byl použit 
pro detekci Francisella tularensis (31). Imunosenzor 
obsahoval purifikovanou polyklonální protilátku 
vázanou přes cysteamin, glutaraldehyd a protein A 
na zlatou elektrodu. Sekundární protilátka byla zna-
čená peroxidázou z křenu selského (HRP). Tímto 
imunosenzorem bylo možné detekovat již 100 ži-
vých buněk/ml. Amperometrický biosenzor byl ús-
pěšně použit pro diagnostiku sér odebraných z pa-
cientů nakažených patogenem Salmonella typhi-
murium (27). Tento biosenzor byl schopen pozitiv-
ně diagnostikovat všechny sérové vzorky z 28 pa-
cientů nakažených S. typhimurium a statisticky re-
levantně je odlišit od kontrolních sér získaných ze 
zdravých lidí. Jedna kompletní analýza tímto bio-
senzorem byla hotová během 75 minut. Komerční 
zařízení pro stanovení několika mikroorganismů: 
Midas Pro (Biosensori SpA, Miláno, Itálie) je běž-
ně dostupné. Výrobce zaručuje limit detekce mini- 
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málně 106 buněk/ml v průběhu 20minutové analý-
zy. Toto zařízení bylo např. použito pro testování 
jezerní vody (28). 

Konduktometrické biosenzory vykazují menší 
citlivost a vyšší limity detekce pro případnou de-
tekci mikrobiálních buněk. Perspektivnější je apli-
kace konduktometrických biosenzorů pro sledová-
ní vodivostních změn, které nastanou v médiu me-
tabolickou aktivitou mikroorganismů zachycených 
biorekogniční složkou (7). Komerční zařízení Mal-
thus 2000 (Malthus Instruments, Crawley, UK), 
pracující na uvedeném principu, může být použito 
pro měření rostoucí mikrobiální populace. Tímto 
zařízením byla např. stanovena parazitická houba 
Ichthyophonus hoferi (32) nebo plíseň Erwinia ca-
rotovora (9). 

 
 

Optické biosenzory 
 
Pro stanovení biologických agens můžeme zvá-

žit použití dvou možných základních typů převod-
níků. Buď použití klasických fotometrických, nebo 
převodníků využívajících nelineární optiku. Klasi-
cké fotometrické převodníky jsou převážně spoje-
ny s protilátkou značenou chromogenem, popsány 
byly i metody využívající fluorescence vlastního 
analytu (11). Biosenzory využívající nelineární op-
tiku mohou být technicky řešeny různě: interfero-
metry, SPR (surface plasmon resonance), RM (re-
sonant mirror). Velkou výhodou převodníků využí-
vajících nelineární optiku je možnost přímého sta-
novení bez použití značek (label-free).  

Klasických fotometrických převodníků může být 
použita řada variant. Jako chromogen může poslou-
žit substrát enzymu, přičemž enzym je vázán na 
protilátku nebo fluorogen. Limit detekce dosažený 
fluorescenčními biosenzory je zpravidla obdobný 
elektrochemickým biosenzorům, nicméně fluores-
cenční biosenzory mají obvykle kratší lineární roz-
sah. Moderním trendem ve fotometrických a pře-
vážně fluorometrických stanoveních jsou array tech-
niky (6). 

Biosenzor tvořený optickým vláknem pokrytým 
primární protilátkou proti původci moru, bakterii 
Yersinia pestis byl schopen detekovat již 5 ng/ml 
jejího povrchového antigenu během 30minutové 
preinkubace se sekundární monoklonální protilát-
kou značenou rhodaminem (2). Pro rozpoznání ana-
lytu se nemusí používat pouze protilátky. Například 
dengue virus sérotyp 3 bylo možné detekovat fluo-

rescenční analýzou jeho RNA (14). Tato analýza 
využila lipozomů obsahujících barvu s povrchově 
vázanou sekvencí DNA jako próbou. Próby hybri-
dizovaly s cílovou RNA a následně byly magne-
ticky separovány. Limit detekce pro tuto metodu 
byl stanoven na 10 pM. Automatickou tříkanálovou 
průtočnou analýzu zvolili Koch a spol. (13). Pri-
mární protilátky byly imobilizovány na povrchu ka-
pilár. Zařízení obsahovalo LED a jednoduchý foto-
detektor pro každý kanál. Parametry měření byly 
demonstrovány na zástupci toxinu – stafylokokový 
enterotoxin B (SEB), viru – bakteriofág M13 a 
bakteriálním zástupci – E. coli. Dosažené limity 
detekce byly relativně vysoké: 10 ng/ml pro SEB, 
106 PFU/ml pro bakteriofág M 13 a 107 CFU/ml 
pro E. coli. Jeden měřicí cyklus bylo možné usku-
tečnit v rámci 15 minut. Fluorescenční microarray 
detekční zařízení bylo aplikováno pro detekci ně-
kolika toxinů včetně SEB, letálního faktoru z bak-
terie Bacillus anthracis, beta-podjednotce cholero-
vého toxinu a C-fragmentu tetanového toxinu (29).  

Druhou skupinou optických biosenzorů jsou ty, 
které využívají nelineární optiku. Pravděpodobně 
nejrozšířenějším zástupcem této skupiny jsou SPR 
biosenzory, proto bude fyzikální princip těchto pří-
strojů nastíněn právě na nich. Velkou výhodou těch-
to biosenzorů je možnost pracovat bez použití spe-
ciálních prób. Technicky využívá SPR světelného 
svazku dopadajícího přes optický hranol na tenký 
kovový film a odráží se. V přesně definovaném úhlu 
dochází k interakci světelného záření s delokalizo-
vanými elektrony kovového filmu, to má za násle-
dek prudký pokles intenzity světla vystupujícího z 
optického hranolu. Úhel, při kterém dochází k in-
terakci záření, záleží i na fyzikálních vlastnostech 
kovového filmu. Biorekogniční složka se imobili-
zuje na vnější povrch tohoto filmu. Právě změny v 
biorekogniční složce (vazba analytu) jsou jediným 
proměnným parametrem a pouze ty ovlivňují přes-
nou hodnotu úhlu, při kterém dochází k interakci 
záření. 

SPR byl např. použit pro detekci glykoproteinu 
gp 120 z HIV-1 (1). Autoři použili zařízení BIAcore 
(Pharmacia, Uppsala, Švédsko), gp 120 se vázal na 
imobilizovaný T-buněčný receptor CD 4. SPR bylo 
použito i pro detekci betatoxinu z Clostridium per-
fringens v rámci 20minutové analýzy (12) a E. coli 
O157:H7, S. typhimurium, Legionella pneumophila 
a Yersinia enterocolitica (19). SPR s protilátkou 
proti Salmonella typhimurium imobilizovanou přes 
protein G umožnila detekovat tento patogen v roz- 
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mezí 102 až 109 CFU/ml (18). Protilátky v séru in-
fikovaných prasat proti kapsidovému protein viru 
PCV2 byly detekovány SPR a výsledky porovnány 
s metodou ELISA (3). Protilátky bylo možno dete-
kovat již od koncentrace 0,001 µg/ml. SPR byla 
schopna pozitivně detekovat 87 % infikovaných 
prasat na rozdíl od metody ELISA, která označila 
za pozitivní jen 64 %. 

 
 

Piezoelektrické biosenzory 
 
Piezoelektrické biosenzory, stejně jako SPR, jsou 

rovněž schopné pracovat bez použití značek. Fyzi-
kální princip vzniku signálu při vazbě analytu je 
však odlišný od dosud uvedených metod měření. 
Piezoelektrické biosenzory pracují na principu pie-
zoelektrického jevu, to znamená, že piezoelektric-
ký krystal (základní část piezoelektrického převod-
níku) vykonává mechanické oscilace po přivedení 
střídavého napětí. Výsledná frekvence kmitání v os-
cilačním obvodě je dána mechanickými vlastnost-
mi piezoelektrického biosenzoru, zvláště pak celko-
vou hmotnostní látky navázané na jeho povrch (23). 
Jako piezoelektrický krystal může posloužit jaký-
koli anizotropní (mající v jednotlivých osách symet-
rie různé vlastnosti) krystal. Pro konstrukci piezo-
elektrických biosenzorů se však nejčastěji použí-
vají komerční křemenné krystaly – QCM (quartz 
crystal microbalance) se základní frekvencí kmitá-
ní 5, 10 nebo 20 MHz.  

Piezoelektrický biosenzor obsahující monoklo-
nální protilátku imobilizovanou přes protein A byl 
schopen detekovat S. typhimurium v množství 105 
buněk/ml (26), stejné množství V. cholerae (34) a 
E. coli v pitné vodě (21). SEB bylo možné měřit 
piezoelektrickým biosenzorem v rozsahu 2,5 až 60 
µg/ml (16). Piezoelektrický biosenzor s imobilizo-
vaným antigenem byl schopen detekovat 5×105 bu-
něk/ml F. tularensis ve formě imunoprecipitátu s 
monoklonální IgM během 30minutového měřicího 
cyklu (22). Piezoelektrický biosenzor se osvědčil i 
pro rychlou a přitom jednoduchou sérodiagnostiku 
probíhající tularemické infekce (25). 

 
 

Závěr 
 
Instrumentální metody jsou nezbytnou a nenahra-

ditelnou součástí analytických metod pro stanovení 
biologických agens. Souběžně s rozvojem ostatních 

instrumentálních metod je patrný rozvoj i na poli 
biosenzorů. Biosenzory představují zajímavou alter-
nativu ke klasickým metodám z hlediska nízkých 
limitů detekce, které se mohou pohybovat již na 
úrovni desítek buněk, a značné citlivosti k logarit-
mické koncentraci buněk. Aplikace biosenzorů není 
technicky náročná a měřicí cykly v řádu několika 
málo minut jsou spíše obvyklé než výjimečné a před-
stavují nezanedbatelnou výhodu. Moderním tren-
dem ve vývoji nových biosenzorů je multikanálové 
uspořádání spojené s celkovou miniaturizací. Někte-
ré aplikace biosenzorů se již dočkaly komerční pro-
dukce a v následujících letech lze předpokládat po-
kračování tohoto trendu. 
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