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У статті наведено результати досліджень з розробки імунобіосенсорної тест-системи для експрес-
діагностики бактерій Pseudomonas aeruginosа, їх детекції в біологічному матеріалі та в об’єктах довкілля.

Оцінку P. ���������� здійсн�вали за допомого� аналітичного приладу � імунобіосенсора, на тран-���������� здійсн�вали за допомого� аналітичного приладу � імунобіосенсора, на тран- здійсн�вали за допомого� аналітичного приладу � імунобіосенсора, на тран-
сд�церній поверхні якого іммобілізували специфічні антитіла, що взаємодіяли з клітинними антигенами, 
в результаті чого реєстрували зсув величини резонансного кута. На підготовлену поверхн� трансд�цера 
наносили розчин антитіл, а після промивки фізіологічним розчином � суспензі� клітин з відповідно� кон-
центраціє� (від 10 клітин в 1 мл і на порядки більше). При утворенні на поверхні трансд�цера імунних 
комплексів спостерігається його відповідний зсув. Зміна величини кута залежить від кількості імун-
них комплексів, утворених на трансд�церній поверхні.

У цій розробці був використаний варіант поверхневого плазмонного резонансу, де у якості тран-
сд�цера використовується тонка плівка золота (20 нм), нанесена на скляну пластинку шляхом напилен-
ня у вакуумі. Це дозволяє з велико� чутливіст� виявляти речовини при реєстрації імунореактивної вза-
ємодії та явища поверхневого плазмонного резонансу. Спосіб дозволяє виявляти щонайменше 10 клітин 
в 1 мл, причому при збільшенні концентрації на порядок статистична вірогідність результату аналізу 
різко зростає. Лінійність залежності імунобіосенсорного відгуку концентрації P. aeruginosa лежить 
в межах 101–106 клітин в 1 мл. Чутливість цього імунного аналізу може бути суттєво підвищена за 
використання високоафінних специфічних моноклональних антитіл.
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Th� ��t�cl� p�����t� th� ����lt� �f d�v�l�pm��t �f th� �mm��� b�������� t��t �y�t�m� f�� th� �xp���� d�-
�����t�c� �f b�ct���� P���d�m���� ����������, th��� d�t�ct��� �� b��l���c�l m�t����l ��d �� th� ��v����m��t.

A�����m��t �f P. ���������� w�� c�����d ��t ����� �� ���lyt�c�l d�v�c� � �mm��������� w�th �m-
m�b�l�z�d �p�c�fic ��t�b�d��� �� th� t����d�c�� ���f�c�. Th� ��t�b�d��� ��t���ct w�th c�ll ��t�����, ��d th� 
����lt��� �h�ft v�l�� �������c� ���l� �� ��c��d�d. Ch������ th� ���l� d�p��d� �� th� �m���t �f th� �mm��� 
c�mpl�x�� f��m�d �� th� t����d�c�� ���f�c�. Th� ��t�b�dy ��l�t��� w�� �ppl��d �� th� p��p���d t����d�c�� 
���f�c�, ��d �ft�� fl��h��� ��l��� th� ���p������ c�ll� w�th th� �pp��p���t� c��c��t��t��� (10 c�ll� �� 1 ml 
��d m��� ��d���) w�� �ppl��d. Th� ��t���ct��� �� th� ���f�c� �f �mm��� c�mpl�x�� h�� b��� �b���v�d. Th�� 
m�th�d c�� d�t�ct �t l���t 10 c�ll� �� 1 ml.

I� ��� ������ch w� ���d ���f�c� pl��m�� �������c� m�th�d. A� � t����d�c�� � th�� film �f ��ld (20 �m) 
w�� ���d, wh�ch w�� �ppl��d �p�� � �l��� pl�t� by �v�p���t��� �� v�c��m. Th�� ���f�c� �ll�w� d�t�ct��� ��b-
�t��c�� �� th� �����t��t��� �mm��� ��t���ct���� w�th ����t �����t�v�ty. St�t��t�c�l �����fic��c� �f th� ���ly��� 
���w� �h��ply w�th th� ��c������� �f c��c��t��t����. L������ty �f th� �mm��������� �� b�tw��� 101–106 c�ll� 
�� 1 ml. S����t�v�ty ���ly��� �f th� �mm��� ���lyz� c�� b� �����fic��tly ��c�����d ����� h��hly �p�c�fic �ffi��ty 
m���cl���l ��t�b�d���.
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В статье представлены результаты исследований по разработке имунобиосенсорной тест-
системы для экспресс-диагностики бактерий P���d�m���� ���������а, их детекции в биологическом 
материале и в объектах окружа�щей среды.

Оценку P. ���������� осуществляли с помощь� аналитического прибора � имунобиосенсора, 
на трансдь�серной поверхности которого иммобилизовали специфические антитела для взаимодей-
ствия с клеточными антигенами, в результате чего регистрировали смещение величины резонансного 
угла. На подготовленну� поверхность трансд�сера наносили раствор антител, а после промывки физи-
ологическим раствором � суспензи� клеток с соответству�щей концентрацией (от 10 клеток в 1 мл). 
При образовании на поверхности трансдь�сера иммунных комплексов набл�дается его соответству-
�щий сдвиг. Изменение величины угла зависит от количества иммунных комплексов, образованных на 
трансдь�серной поверхности.

В данной разработке был использован вариант поверхностного плазмонного резонанса, где в ка-
честве трансдь�сера используется тонкая пленка золота (20 нм), нанесенная на стеклянну� пластинку 
путем напыления в вакууме. Это позволяет с большой чувствительность� выявлять вещества при 
регистрации иммунореактивного взаимодействия и явления поверхностного плазмонного резонанса. Спо-
соб позволяет выявлять не менее 10 клеток в 1 мл, причем при увеличении концентрации на порядок 
статистическая достоверность результата анализа резко возрастает. Линейность зависимости 
имунобиосенсорного отзыва концентрации P. ���������� лежит в пределах 101–106 клеток в 1 мл. Чув-
ствительность данного иммунного анализа может быть существенно повышена при использовании 
высоко аффинных специфических моноклональных антител.

Ключевые слова: PSEUDOMONAS AERUGINOSA, БАКТЕРИИ, ПОВЕРХНОСТНЫЙ 
ПЛАЗМОННЫЙ РЕЗОНАНС, ИММУНОБИОСЕНСОР, ТРАНСДЬЮСЕР, ЭКСПРЕСС-ДИАГНО-
СТИКА, АНТИГЕН, АНТИТЕЛА

Бактерії Pseudomonas aeruginosа від-
носять до розряду соціально значущих «про-
блемних» мікроорганізмів, циркуляція яких в 
навколишньому середовищі потребує постій-
ного моніторингу для забезпечення епідеміч-
ного та епізоотологічного благополуччя, що 
важливо для біобезпеки країни в цілому [1−3]. 
Традиційні методи бактеріологічної іденти-
фікації патогенів забезпечують отримання 
результатів відповідно термінів не раніше 
2–3 діб від моменту дослідження, що значно 
гальмує надання завчасної адекватної допо-
моги [4, 5].

Біосенсори є потужним аналітичним 
інструментом і альтернативною технологією 

швидкого експресного визначення мікроорга-
нізмів та токсинів [6−8]. Оптичні імунобіосен-
сори на основі явища поверхневого плазмонно-
го резонансу (ППР) мають низку переваг перед 
традиційними та іншими інструментальними 
методами аналізу, а саме: швидкість отриман-
ня результатів, можливість проведення ана-
лізу в реальному часі, використання прямої 
реєстрації аналіту, можливість отримання кіль-
кісних і якісних показників залежно від вимог 
користувача, простота у використанні, можли-
вість проведення аналізу за межами лаборато-
рії та його дешевизна [9, 10]. Крім цього, вони 
демонструють високу чутливість при визна-
ченні мікроорганізмів, яка в кілька разів пере-
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вищує чутливість методу твердофазного імуно-
ферментного аналізу [11−14].

Імунобіосенсорна тест-система на 
основі ППР охоплює розробку методик по-
передньої підготовки чутливої поверхні біо-
сенсора та зразків для аналізу [15, 16].

Метою нашої роботи було розробити 
імунобіосенсорну тест-систему для експрес-
діагностики P. aeruginosа в біологічному мате-
ріалі та в об’єктах довкілля.

Матеріали і методи

Матеріалом для досліджень були ви-
сокоспецифічні сироватки проти P. aeruginosа 
(штам P. ���������� ATCC 9027), отримані 
шляхом імунізації тварин-донорів (в нашому 
випадку — кролів) та аналітичний прилад іму-
нобіосенсор «Плазмонтест» — оптичний при-
стрій на базі ППР, оснащений CCD-матрицею 
на 2048 пікселів, який з’єднується безпосеред-
ньо з комп’ютером та реєструє і обробляє отри-
маний оптичний сигнал. Прилад розроблено 
в Інституті кібернетики ім. В. М. Глушкова 
НАН України (патент UA 100934). За допо-
могою імунобіосенсора реєстрували взаємо-
дію «антиген-антитіло» в режимі реального 
часу. На підготовлену поверхню трансдюцера 
наносили розчин антитіл, а після промивки фіз-
розчином — суспензію клітин з відповідною 
концентрацією (від 10 клітин в 1 мл і на по-
рядки більше).

Аналіз здійснювався таким чином: по-
верхню трансдюцера попередньо обробляли 
водним розчином поліаліламіну гідрохлориду 
(за концентрації 20 нг/мл), далі на ній іммо-
білізували білок А з St�phyl�c�cc�� aureus за 
концентрації 20 нг/мл в забуференому фізіоло-
гічному розчині (ЗФР) рН 7,4, 140 мМ NaCl, 
а потім після промивки тим же буфером по-
верхню обробляли розчином, що містить спе-
цифічні антитіла, попередньо розведені в ЗФР. 
На наступній стадії після промивки транс-
дюцера ЗФР на його поверхні іммобілізува-
ли бичачий сироватковий альбумін (БСА) для 
блокування можливих неспецифічних сай-
тів зв’язування, потім її знову промивали за 
допомогою ЗФР. Кожна з чотирьох стадій по-
передньої обробки трансдюцерної поверхні 

тривала 10–15 хв і здійснювалась за кімнатної 
температури. Після закінчення попередньої 
обробки трансдюцерної поверхні реєструва-
ли величину резонансного кута в присутнос-
ті ЗФР. Після цього комірку, де розташована 
трансдюцерна поверхня, наповнювали дослід-
жуваним розчином, що містить бактеріальні 
клітини, та знову фіксували величину резонанс-
ного кута. При утворенні на поверхні трансдю-
цера імунних комплексів спостерігається його 
відповідний зсув. Зміна величини кута зале-
жить від кількості імунних комплексів, утво-
рених на трансдюцерній поверхні.

Попередньо підготовлені трансдюцер-
ні поверхні в підсушеному на повітрі вигляді 
за кімнатної температури можуть зберігатись 
до 10 днів у холодильнику. Такі поверхні мо-
жуть бути потім використані при необхідності. 
У такому разі спочатку реєстрували резонанс-
ний кут при введенні у вимірювальну комірку 
ЗФР (10 мкл). Потім у неї вводили розчин, що 
містив пробу з клітинами патогену, витриму-
вали його там 10–15 хв при кімнатній темпе-
ратурі, комірку промивали ЗФР та реєстрували 
зсув резонансного кута. Для побудови калі-
брувальної кривої використовували послідов-
не розведення популяції P. ���������� із за-
безпеченням в розчині концентрації від 10 до 
105 клітин/мл.

Результати і обговорення

При падінні плоскополяризованого ла-
зерного променя на поверхню шару золота при 
визначеному (критичному) куті спостерігаєть-
ся явище ППР, яке виникає при появі осциля-
ції щільності зарядів на межі між двома сере-
довищами з металом та діелектриком. Частина 
енергії променя витрачається на осциляцію, 
тому інтенсивність віддзеркаленого променя 
при визначеному (критичному) куті зменшу-
ється, а кут віддзеркалення є сталою харак-
теристикою конкретного стану трансдюцера. 
При іммобілізації антигену (антитіла) на по-
верхню золота критичний кут, при якому ви-
никає ППР, змінюється, і величина зсуву кута 
перебуває у прямій залежності від концен-
трації реагенту, який визначається. Зазвичай 
чутливість визначення низки біологічних ана-
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літів (окремих мікотоксинів, білків тощо) ста-
новить 5 нг/мл.

У цій розробці був використаний варі-
ант ППР, де у якості трансдюцера (сенсорного 
чипа) використовується тонка плівка золота 
(20 нм), яка наносилась на скляну пластинку 

Рис. 1. Графік відгуку біосенсора «Плазмонотест» 
при визначенні P. aeruginosa в модельних розчинах 
за проведення попередньої підготовки трансдюцера
F��. 1. Graph of the response biosensor “Plazmonotest” 

determining P. aeruginosa in model solutions during 
preconditioning of transducer

Рис. 2. Залежність зміни рефракторного кута 
ППР імунного біосенсора від концентрації клітин 

P. ���������� у зразку, що піддається аналізу. 
По осі абсцис (при наявності на трансдюцерній 

поверхні): 1 — ПАА; 2 — білка А; 3 — специфічних 
антитіл; 4 — БСА; 5 — 10; 6 — 102; 7 — 103; 

8 — 104; 9 — 105 та 10–106 клітин в 1 мл. 
По осі ординат — кутові хвилини

F��. 2. Dependence of change of the refractive angle 
immune SPR biosensor from cell concentration of P. ��- ��-ae-

ruginosa in a sample undergoing analysis. 
On the horizontal axis (on the transducer’s surface): 
1 — PAA; 2 — protein A; 3 — specific antibodies; 

4 — BSA; 5 — 10; 6 — 102; 7 — 103; 8 — 104; 
9 — 105 and 10 — 106 cells in 1 ml. 
On the vertical axis: angular minutes

шляхом напилення у вакуумі. Цей сенсорний 
чип дозволяє з великою чутливістю виявля-
ти речовини при реєстрації імунореактивної 
взаємодії та явища ППР.

За перевищення критичного кута плоско-
поляризованого променя світла за найвищого 
значення коефіцієнта заломлення відбувається 
повне внутрішнє віддзеркалення. У цих умо-
вах в поверхневих плазмонних поляритонах 
спостерігають обумовлений перекачкою енер-
гії випромінювання резонансний мінімум за-
лежності інтенсивності віддзеркалення випро-
мінювання від кута падіння лазерного проме-
ня на плівку золота. Взаємодія антигену (штам 
P. ���������� ATCC 9027) зі специфічними до 
цього білка антитілами реєструється після 
зміни кута віддзеркалення за типом зазначеної 
вище залежності, що обумовлює можливість 
моніторингу процесу зв’язування антигену 
з антитілом і, врешті-решт, високу чутливість 
при визначенні рівня антигену, а значить, і мож-
ливість ранньої та статистично вірогідної діа-
гностики P. ����������.

Результати досліджень оброблені ста-
тистично з використанням пакета програм 
M�c����ft Exc�l 2003 (f�� W��d�w� XP).

Результати тестування різних концен-
трацій P. ���������� представлені на рис. 1, 2.

Лінійне наростання сигналу спостері-
галось в межах концентрації бактеріальних 
клітин від 2 до 6×106 клітин/мл. Аналіз статис-
тичної значимості вказує на стандартне від- стандартне від-стандартне від-
хилення 5 %. Спосіб дозволяє виявляти в ме-
жах 10 клітин в 1 мл, причому їх концентрація 
в межах 100 клітин в 1 мл може бути виявлена 
з великою статистичною вірогідністю. При-
чому чутливість цього імунного аналізу, як 
й іншого імунного типу, може бути суттєво 
підвищена при використанні високо афінних 
специфічних моноклональних антитіл.

Висновки

Імунобіосенсорна тест-система на осно-
ві ППР для експрес-діагностики здатна здійсню-
вати реєстрацію наявності бактерій P. aeruginosa 
в модельних розчинах в межах 10 мікробних 
клітин в 1 мл, причому при підвищенні їх 
концентрації в межах 100 клітин в 1 мл ре-
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зультати аналізу набувають статистичної віро-
гідності.

Лінійна залежніть відгуку імунного біо-
сенсора була в межах концентрації 101–106 клі-
тин в 1 мл. Чутливість цього імунного аналізу 
може бути суттєво підвищена за використан-
ня високоафінних специфічних моноклональ-
них антитіл.

Запропонований спосіб детекції дає 
можливість різко прискорити час, необхідний 
для аналізу бактерій в модельних розчинах, 
а у разі попередньої підготовки трансдюцер-
ної поверхні — до 10–15 хвилин.

Перспективи подальших досліджень. 
У подальших дослідженнях ми плануємо екс-
периментально перевірити ефективність ви-
користання розробленої імунобіосенсорної 
тест-системи для експрес-діагностики наяв-
ності бактерій P. aeruginosa в низці реальних 
зразків.
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