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Технологии иммунохимического анализа для определения антигенов и антител являются важным 
направлением диагностики инфекционного процесса и специфической индикации патогенных агентов в 
объектах окружающей среды, пищевых продуктах и т.д. Наиболее часто для этих целей используются 
иммунофлуоресцентный и иммуноферментный методы. В настоящее время для решения актуальной 
проблемы специфической индикации микроорганизмов находят применение аналитические устройства, 
позволяющие получать информацию о взаимодействиях антител и антигенов в форме электрических 
сигналов, с использованием различного рода биологических сенсоров. Разработана технология создания 
пьезоэлектрических иммуносенсоров (ПИ) для детекции возбудителей особо опасных инфекций (Yersinia 
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Technologies of the immunochemical analysis for definition of anti-genes and antibodies are the important 
direction of diagnostics of infectious process and specific indication of pathogenic agents in objects of 
environment, foodstuff, etc. Most often for these purposes immunofluorescent and immunofermental methods 
are used. Now for the solution of an actual problem of specific indication of microorganisms the analytical 
devices, allowing to receive information on interactions of antibodies and anti-genes in the form of electric 
signals, with different use of biological sensors find application.The technology of creation piezoelectric 
immunosensor (PI) for the detection of dangerous infectious diseases agents (Yersinia pestis, Fransisella 
tularensis) have been developed. The sensitivity of PI test for detection of plague and tularemia microorganisms 
was showed as 1×103–1×104 cell/ml, respectively, with no criss-crossed reaction with the cells of heterologic 
strains, the time duration of the test 15–20 minute. 
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Введение 

Технологии иммунохимического анализа для определения антигенов и антител 

являются важным направлением диагностики инфекционного процесса и специфической 
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индикации патогенных агентов в объектах окружающей среды, пищевых продуктах и т.д. 

Наиболее часто для этих целей используются иммунофлуоресцентный и иммуноферментный 

методы.  

В настоящее время для решения актуальной проблемы специфической индикации 

микроорганизмов находят применение аналитические устройства, позволяющие получать 

информацию о взаимодействиях антител и антигенов в форме электрических сигналов, с 

использованием различного рода биологических сенсоров [1; 5].  

Одним из вариантов последних являются пьезоэлектрические (пьезокварцевые) 

иммуносенсоры (ПИ), создаваемые на основе кварцевых резонаторов (КР), которые 

применяют для детекции бактерий, идентификации биологических наночастиц [7; 9; 11; 12]. 

ПИ позволяют осуществлять прямую регистрацию биохимических взаимодействий 

рецепторных молекул без дополнительного введения меток (флуоресцентных, ферментных 

и др.), что выгодно отличает их от аналогичных устройств. Они характеризуются малой 

инерционностью, легкостью в эксплуатации, возможностью включения в мультисенсорные 

системы, а также в автоматические системы сбора информации [6].  

Отличительной особенностью ПИ является сочетание высокой чувствительности, 

обеспечиваемой использованием в качестве физического преобразователя кварцевого 

резонатора, и селективности, определяемой специфичностью применяемых рецепторных 

молекул [3]. Принцип функционирования ПИ основан на регистрации изменений 

электрического сигнала под действием массы иммунокомплекса на кварцевую пластину 

резонатора. Наличие на КР специфического биослоя позволяет с высокой степенью 

селективности определять гомологичные антигены в сложной по составу смеси, не прибегая 

к дополнительным операциям, связанным с использованием других реагентов [2; 4].  

Цель исследования – разработка технологии создания пьезоэлектрических 

иммуносенсоров для детекции возбудителей особо опасных инфекций (чума, туляремия) с 

учетом требований к чувствительности, специфичности и сохранению стабильности. 

Материал и методы исследования  

В качестве лигандов использовали специфические иммуноглобулины (IgG) с 

активностью в реакции иммунодиффузии 1:16, фракционированные из гипериммунных 

сывороток к бактериальным патогенам (Yersinia pestis, Franсisella tularensis) каприловой 

кислотой [13]. Количественное определение белка проводили на спектрофотометре СФ-46 

(«ЛОМО», г. Санкт-Петербург) при длине волны 280 нм.  

Тестировали пятикратные разведения обеззараженных культур вакцинных штаммов Y. 

pestis EV, F. tularensis ЖТВ и гетерологичных штаммов бактерий (ПИ для детекции 

возбудителя чумы – Y. pseudotuberculesis I–II серовар, Escherichia coli 0–10, F. tularensis 
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Miura, Brucella abortus 19-BA; ПИ для детекции возбудителя туляремии – B. abortus 19-BA, 

B. melitensis 16 М, B. suis 1330) в концентрации 1,0×109 – 1×103 м.к./мл (по ОСО-42–28–85 

П
1). Штаммы получены из коллекции ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт 

Роспотребнадзора».  

Для активирования поверхности КР применяли бензальдегид (БА) – C6H5CHO 

(молекулярная масса 106,1; плотность1,05 г/см3) и низкомолекулярный полиэтиленимин 

(ПЭ) – [-СН2СН2NR-Н] (молекулярная масса меньше 10 000; плотность 1,05 г/см3), 

способные полимеризоваться и образовывать тонкие пленки, содержащие реакционно-

функциональные группы. Активацию пластин КР проводили растворами БА и ПЭ в 

формамиде фирмы «Applied Biosystems» (США) или в парах плазмы БА и ПЭ. Контроль 

плазменной полимеризации реагентов осуществляли с помощью лазерного денситометра 

«Ultrascan 2202» (LKB, Швеция) и зондовой микроскопии («Зондовая нанолаборатория 

NTEGRA Prima», NT-MDT, Россия). В качестве датчиков при создании ПИ использовали 

коммерческие кварцевые резонаторы РК-12 (9,5 МГц) с диаметром пластины 8,0 мм и 

никелевыми электродами (ЗАО «ЭТНА», Москва). Для работы с пластинами КР и ПИ 

применяли установку для измерения параметров и настройки пьезоэлектрических 

резонаторов «CPNA-330» (ЗАО «ЭТНА», г. Москва). Результаты оценивали по сдвигу частот 

в Гц (разности частотных характеристик) ПИ до и после его взаимодействия с разведениями 

обеззараженных культур вакцинных штаммов Y. pestis EV, F. tularensis ЖТВ и 

гетерологичных штаммов бактерий. Положительным считали сдвиг частот в сторону 

уменьшения на 200 Гц и более. В качестве отрицательного контроля использовали ПИ, 

инкубированные в разводящей жидкости без антигена. 

Схема исследований пробы на наличие патогенов с использованием созданных ПИ 

включала следующие основные этапы: 1) подготовка пробы для анализа (титрация); 2) 

измерение исходных параметров ПИ на установке «CPNA-330»; 3) инкубация ПИ с 

исследуемой пробой патогена; 4) отмывка, высушивание; 5) регистрация параметров ПИ.  

Результаты исследования и их обсуждение  

Известны различные методы иммобилизации белковых молекул: физическая сорбция, 

специфическая сорбция и хемосорбция. Были апробированы следующие варианты 

конструирования ПИ: а) на неактивированных пластинах КР (метод физической сорбции); б) 

                                                 
1 Отраслевой стандартный образец мутности (ОСО-42–28–85 П) производства ФГУН 

ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Мутность стандарта, равная 10 единицам, эквивалентна 

концентрации клеток в 1 мл: 0,93×109 м.к./мл микробов кишечной группы; 1,7×109 м.к./мл 

для Brucella spp.; 5,0×109 м.к./мл для Francisella spp. 
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на пластинах КР, активированных растворами БА и ПЭ; в) на пластинах КР активированных 

в парах плазмы БА и ПЭ.  

При конструировании ПИ путем физической сорбции иммуноглобулинов измеряли 

параметры исходных КР, затем инкубировали с IgG чумными, туляремийными. 

Несвязавшиеся антитела удаляли с КР путем промывания дистиллированной водой (ДВ). 

Для фиксации IgG на поверхности пластины варьировали их концентрацию и длительность 

экспозиции. При этом способе адгезия IgG к поверхности пластины КР достигалась за счет 

электростатических взаимодействий и образования водородных или координационных 

связей между атомами металла электрода и, например, атомами серы, входящими в состав 

белков [10].  

Иммобилизованный КР обрабатывали суспензией детектируемых клеток 

возбудителей чумы или туляремии, которые специфически связывались с 

иммобилизованными на поверхности пластины КР молекулами IgG с образованием 

иммунокомплекса. Не связавшиеся компоненты удаляли с пластин ПИ путем промывания 

ДВ, затем сушили в потоке воздуха. После обработки бактериальными суспензиями 

пластины отмывали, сушили и измеряли параметры ПИ на установке «CPNA-330». 

Увеличение массы пластины за счет связавшихся IgG с КР приводило к снижению 

резонансной частоты ПИ. Обработка пластин КР в растворах с более высокими 

концентрациями IgG приводила к нарушению функции резонатора, а с низкой 

концентрацией IgG – к снижению эффективности биоспецифического взаимодействия в 

реакции антитело (Ат) и антиген (Аг).  

Метод физической сорбции КР обеспечивал сохранение стабильности ПИ 

(специфической активности) в течение не более 10 сут. Чувствительность ПИ составила 

1×104 
м.к./мл, при отсутствии перекрестных реакций с гетерологичными штаммами.  

Другой использованный нами вариант активирования поверхности КР – обработка в 

растворах БА или ПЭ. Варьировали концентрацию этих реагентов и продолжительность 

экспозиции. Пластины КР в течение 5 мин инкубировали в растворах БА или ПЭ, затем 

сушили в потоке воздуха и иммобилизовывали IgG. Активированные и подготовленные ПИ 

обрабатывали суспензией с различной концентрацией микробных клеток возбудителей чумы 

или туляремии, время экспозиции 10 мин, после чего промывали в течение 2 мин ДВ, 

сушили и измеряли параметры ПИ.  

В результате экспериментов установлено, что более высокие концентрации БА и ПЭ 

приводили к нарушению функции резонатора. Низкие концентрации не обеспечивали 

эффективной иммобилизации IgG. Чувствительность ПИ для детекции возбудителя чумы, 

активированных растворами БА, ПЭ составила 1×103 м.к./мл (12%) и 1×104 м.к./мл (88%). 
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Чувствительность ПИ для детекции возбудителя туляремии 1×103 м.к./мл (8%) и 1×104 

м.к./мл (92%). При контроле специфичности отсутствовали перекрестные реакции с 

гетерологичными штаммами. Сохранение специфической активности ПИ, полученных 

активированием в растворах БА, ПЭ, отмечена в течение 40 сут (срок наблюдения). 

Для повышения стабильности ПИ и эффективности активации поверхности пластин 

КР применена технология ковалентной иммобилизации. Использовали метод «тлеющего 

разряда» – низкотемпературное плазменное напыление парами БА и ПЭ в условиях вакуума 

под действием УВЧ-поля. Варьировали длительность обработки пластин КР. В результате 

такого воздействия образовывалось наноструктурное равномерное покрытие с доступными 

реакционно-функциональными группами для иммобилизации IgG. 

На рисунке 1 показаны 3D-модели фрагментов поверхности пластины КР без 

полимеризации (а) и с областью полимеризации (б) после вакуумного напыления ПЭ. 

 

                       а                                                     б 
 

Рис. 1. 3D-модели фрагментов поверхности пластины КР: 
а) без полимеризации; б) с областью полимеризации после вакуумного напыления ПЭ. 
 

При лазерной денситометрии отмечено увеличение оптической плотности 

поверхностей после обработки в плазме БА и ПЭ. 

Полученные результаты согласовывались с данными авторов, доказавших прочность 

связывания биомолекул при применении ПЭ, образующего пленку, предохраняющую 

конформацию белковых глобул [8; 14]. Чувствительность чумных ПИ, активированных 

напылением как БА, так и ПЭ, составила 1×103 м.к./мл (22%) и 1×104 м.к./мл (78%), 

туляремийных ПИ – 1×103 м.к./мл (12%) и 1×104 м.к./мл (88%). Сохранение специфической 

активности ПИ, полученных при напылении БА, ПЭ, отмечена в течение 60 сут (срок 

наблюдения).  

Для сравнения использовали ИФА с теми же лигандами, которые применяли при 

получении ПИ. При этом по чувствительности метод с применением ПИ в 10–100 раз 
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превышал традиционный ИФА, время постановки анализов с применением ПИ – 15–20 мин, 

что в 7,5 раз меньше продолжительности анализа в ИФА.  

Заключение  

Полученные результаты, позволяют сделать заключение, что разработанная 

технология создания пьезоэлектрических иммуносенсоров для детекции возбудителей особо 

опасных инфекций (чума, туляремия) обеспечивает выполнение анализа, отвечающего 

требованиям по показателям чувствительности, специфичности, времени анализа.  
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