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Аннотация. Изучены электрокинетические возможности сепарации и концентрирования бактерий S.aureus 
в  цельной крови человека (исследуемая смесь) с помощью новой конструкции четырехэлектродного 
биосенсорного чип-формата с прозрачными микроэлектродами. В исследованиях использована закрытая 
ячейка, в которую заливали исследуемую смесь. Электрокинетическое перемещение бактерий 
при  концентрировании наблюдалось при подаче на первый и второй кольцевые внешние электроды 
переменного напряжения, а на третий и четвертый полукруглые центральные электроды – постоянного 
напряжения. Процесс сепарации эритроцитов и концентрирования бактерий фиксировался оптическим 
методом для модельных условий и в цельной крови. Показано, что концентрирование бактерий проявляется 
через 8 минут и увеличивается к 30 минуте в области центральных электродов в модельных условиях. 
Измерения были проведены на биосенсорных чип-форматах, имеющих практически одинаковые 
электрофизические параметры емкости и проводимости на частотах от 100 Гц до 1 МГц. Установлено, что 
амплитудно-частотный режим и биосенсорный чип-формат могут быть использованы для разработки 
методического обеспечения идентификации вида бактерий, но только оптическими методами. Показано, 
что для увеличения количества бактерий на центральных электродах в режиме концентрирования необходимо 
повысить скорость электроосмотического потока на переменном токе путем оптимизации состава среды 
и параметров электрического режима, чтобы уравнять скорости процессов сепарации и концентрирования. 

Ключевые слова: биосенсорный чип-формат, ITO микроэлектроды, цельная кровь человека, эритроциты, 
бактерии S.aureus, сепарация, концентрирование, электрокинетический транспорт. 
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Abstract. The electrokinetic possibilities of separation and concentration of S.aureus bacteria in human whole 
blood (test mixture) were studied using a new design of a four-electrode biosensor chip format with transparent 
microelectrodes. In the measurements, a closed cell was used, into which the test mixture was poured. 
The electrokinetic movement of bacteria during concentration was observed when AC voltage was applied to the 
first and second annular external electrodes, and DC voltage was applied to the third and fourth semicircular 
central electrodes. The process of separation of erythrocytes and concentration of bacteria was recorded 
by an optical method. It is shown that the concentration of bacteria appears after 8 minutes and increases 
by 30 minutes in the region of the central electrodes under model conditions. The measurements were carried out 
on two biosensor chip formats having almost identical electrophysical parameters of capacitance and conductivity 
at frequencies from 100 Hz to 1 MHz. It is determined that the amplitude-frequency mode and biosensor chip 
format can be used to develop methodological support for the identification of bacterial species, but only by optical 
methods. It is shown that in order to increase the number of bacteria on both of the central electrode 
in the concentration mode, it is necessary to increase the speed of the electroosmotic flow at alternating current, 
by optimizing the composition of the medium and the parameters of the electrical regime in order to equalize 
the rates of separation and concentration processes. 

Keywords: biosensor chip format, ITO microelectrodes, human whole blood, erythrocytes, S.aureus bacteria, 
separation, concentration, electrokinetic transport. 
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Введение 

Для обнаружения и идентификации инфекционных агентов (ИА) в условиях сильной 
гетерогенности дисперсных фаз, например, в плазме цельной крови человека, существует 
достаточно большое разнообразие методов, которые часто используются для этих целей. Среди 
этих методов следует выделить следующие: метод проточной цитометрии [1], культуральный 
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метод1, оптический метод2, иммунологические методы3, молекулярно-генетические методы 
с  использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР) [2]. Все вышеотмеченные методы 
идентификации ИА являются трудоемкими и времязатратными. Необходимо упрощение 
методов, чтобы приблизить их к месту лечения в качестве экспресс-диагностических методов, 
например, типа у «постели больного» (с англ., «point of care») [3]. В настоящее время только 
метод тонкослойной хроматографии используется в качестве экспресс-диагностики. При этом 
интерпретация результатов по цвету окрашивания полосок достаточно субъективная, 
а  использование в методе специфических реагентов (моноклональные антитела, коллоидное 
золото) делает его достаточно дорогим [4]. 

Анализ тенденций развития рассмотренных выше методов анализа ИА в современной 
микробиологии показывает, что их развитие идет по пути автоматизации, а также более 
широкого внедрения молекулярно-генетических и экспресс-диагностических методов 
исследования. Автоматизация позволяет значительно уменьшить время анализа и повысить 
точность идентификации, снизить трудоемкость ручных процессов, оптимизировать рутинные 
протоколы обмена и обработки информации, которые обусловлены значительным 
разнообразием существующих инфекционных агентов и величин объема их образцов, а также 
применением множества уточняющих тестов для отдельного образца при его идентификации, 
например, для традиционных (культуральных) методов.  

Ранее авторами был разработан трехэлектродный биосенсорный чип-формат, 
предназначенный для электрокинетической сепарации и концентрирования ИА из суспензии 
с эритроцитами человека, для ускоренной идентификации которых могут быть использованы 
оптические методы, например, рамановская спектрометрия [5]. Данный подход является 
не  менее перспективным направлением исследований и разработок с позиции простоты 
приготовления образцов, портативности, воспроизводимости результатов и получения 
достоверной информации по идентификации ИА (живых клеток) практически в режиме 
реального времени. Трехэлектродная конструкция практически не позволяет совместить 
электрофизические, например, импедансные, методы идентификации выделенных клеток 
с электрокинетическими процессами сепарации и концентрирования в силу ограниченности 
ее функциональных возможностей. 

Предлагаемая четырехэлектродная конструкция имеет более широкие функциональные 
возможности управления градиентом поля для вынужденной полязизации клеток. Допускает 
гибкость при поиске режима совмещения за счет подбора напряжений, частоты 
и сепарационного буфера, обладающего низкой проводимостью и хорошим жидкостным 
контактом с металлом микроэлектродов при решении вопросов ускоренного обнаружения 
и идентификации ИА, например, при разработке методического обеспечения на основе цельной 
крови, дисперсная фаза и дисперсная среда которой являются гетерогенными. 

Целью настоящей работы является изучение электрокинетических возможностей 
сепарации и концентрирования бактерий S.aureus в цельной крови четырехэлектродным 
биосенсорным чип-форматом c прозрачными микроэлектродами, позволяющим использовать 
оптические и/или импедансные методы измерения. 

Методика эксперимента 

Исследования проводились на разработанных БГУИР совместно с БГУ лабораторных 
образцах биосенсорных четырехэлектродных чип-форматах. Топологический рисунок 
электродов разработанного чипа представлен на рис. 1. Первый электрод – внешний кольцевой 
широкий электрод. Второй электрод – внутренний кольцевой узкий электрод. Третий электрод – 
верхний центральный электрод. Четвертый электрод – нижний центральный электрод. 

 
1 Царев В.Н.. Микробиология, вирусология и иммунология. М.:Практическая медицина; 2010. 
2 Литусов Н.В. Бактериоскопические методы исследования. Иллюстрированное учебное пособие. 

Екатеринбург: УГМУ; 2015. 
3 Шабан Ж.Г., Слизень В.В., Канашкова Т.А., Крылов И.А. Методы исследования в микробиологии. 

Учебно-методическое пособие. Минск: БГМУ; 2010. 
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Электроды формировали из прозрачно-проводящего оксида индия и олова (ITO) толщиной 
0,1 мкм на стеклянной подложке.  

 
Рис. 1. Фотография фрагмента топологического рисунка прозрачных электродов в центральной области 

четырехэлектродного биосенсорного чип-формата 
Fig. 1. Photograph of a fragment of the topological pattern of transparent electrodes in the central region 

of a four-electrode biosensor chip format 

Для проведения электрокинетических исследований был приготовлен буферный раствор 
на основе изотонического буфера PBS (Phosphate Buffered Saline (1X, pH = 7,4)), электрическая 
проводимость которого была доведена до значения 1,0 мСм/см с помощью раствора 
глюкозы (~5 %), чтобы оптимизировать осмотическое давление экспериментального раствора 
для клеток крови.  

Исследуемая гетерогенная дисперсная смесь состояла из суспензии эритроцитов, 
суспензии бактерий S.aureus и буферного раствора. Концентрация исходных суспензий бактерий 
и эритроцитов составляли 106 КОЕ/мл и 106 кл/мл соответственно. 

В работе использованы эритроциты, выделенные из цельной крови человека, а также 
цельная кровь с антикоагулянтом ЭДТА (этилендиаминтетраацетат), бактерии S.aureus.  

Электрокинетическое перемещение бактерий при концентрировании наблюдалось 
при  подаче на первый и второй кольцевые внешние электроды переменного напряжения  
U1 

p-p  = 6– 10 В и U2 
p-p = 4–6 В (двойное амплитудное значение), а на третий и четвертый 

полукруглые центральные электроды – постоянного напряжения 0,5 В. 
В исследованиях была использована экспериментальная установка, функциональные 

возможности и технические характеристики которой приведены в работе [6]. Калибровка 
оптической системы установки проводилась с использованием объективов 6,3Х и 20Х, 
микрометрического слайда ОМП (ГОСТ 7513-55 № 612781), минимальное деление 
калибровочной шкалы которого составляет 10 мкм, и программного обеспечения используемой 
в установке видеокамеры DSM-510 (Китай).  

С помощью экспериментальной установки были получены видеоматериалы, 
характеризующие электрокинетический транспорт различных типов клеток в области 
металлизации топологического рисунка микроэлектродов, которые для  последующего анализа 
конвертировались в формат «.jpeg» с помощью соответствующего редактора, например, 
Free Video to JPG Converter. Запись видеоматериалов в измерительной ячейке с помощью 
видеокамеры DSM-510  и объектива 20Х осуществлялась в иммерсионном режиме работы 
объектива. 

 
Результаты и их обсуждение 

 
На рис. 2 приведены результаты оптических исследований экспериментальной смеси, 

состоящей из суспензии эритроцитов, суспензии бактерий и буферного раствора в соотношении 
1:1:1 на поверхности биосенсорного чипа. Электрокинетический процесс сепарации 
и концентрирования проходил при следующих электрических режимах на  электродах:  
U1 

p-p = 6 В, U2 
p-p = 4 В, U3 

пост = 0,5 В, U4 
пост = 0,5 В, частота f = 801,4 Гц. Приведенные на рис. 2 

фотоматериалы получены во время одного эксперимента после 40 с, 15 и 25 мин. 
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Из рис. 2, а видно, что после 40-й секунды протекания процесса электрокинетической 
сепарации на биосенсорном чипе начинают проявляться контуры электродов. После 15 минут 
эксперимента видно концентрирование эритроцитов за пределами центральных 
электродов (рис. 2, b). После 25 минут эксперимента (рис. 2, c) практически все эритроциты 
удаляются с  поверхности центральных электродов. Лишь одиночные эритроциты видны 
на поверхности центральных электродов. Удаление эритроцитов с поверхности электродов делает 
заметными скопления бактерий, размер которых лежит в диапазоне 0,5 – 1,5 мкм (рис. 2, с). 

  
a b 

 
c 

Рис. 2. Фотографии поверхности центральных электродов, демонстрирующих сепарацию эритроцитов. 
Время протекания процесса: a – 40 c; b – 15 мин; с – 25 мин 

Fig. 2. Photographs of the surface of the central electrodes demonstrating the separation of erythrocytes.  
Process time: a – 40 s; b – 15 min; с – 25 min 

Чтобы более детально оценить эффект концентрирования бактерий S.aureus 
при вышеотмеченных электрических режимах, аналогичный эксперимент был проведен 
для экспериментальной смеси без суспензии эритроцитов. Исследуемый материал приготовили из 
суспензии бактерий S.aureus (106 КОЕ/мл ) и буферного раствора PBS в соотношении 1:1. На рис. 3 
представлены результаты микроскопических исследований данной смеси после 1, 8 и 30-й минуты 
процесса концентрирования бактерий на поверхности биосенсорного чипа. Как  видно на рис. 3, а, 
после 1-й минуты процесса наблюдаются первые признаки концентрирования бактерий. После 8-й 
минуты размеры бактериальных сгустков увеличиваются (рис. 3, b). На рис. 3, в концентрирование 
бактерий заметно на обоих центральных электродах, причем на верхнем центральном электроде 
сгусток бактерий более крупный по сравнению с нижним центральным электродом. 

   
a b c 

Рис. 3. Фотографии поверхности центральных электродов, демонстрирующих концентрирование 
бактерий S.aureus. Время протекания процесса: a – ≈1,5 мин; b – 15 мин; с – 25 мин 

Fig. 3. Photographs of the surface of the central electrodes demonstrating the concentration of S.aureus bacteria. 
Process time: a – ≈1.5 min; b – 15 min; с – 25 min 
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Сепарация и концентрирование клеток цельной крови человека проводились после 
ее разведения в 5 % растворе глюкозы в соотношении 1:20 и добавлении антикоагулянта ЭДТА. 
Экспериментальную смесь готовили в соотношении 1:1:0,5 (суспензия разведенной крови 
с добавлением ЭДТА, суспензия бактерий S.aureus и буферный раствор PBS). Электрические 
режимы биосенсорных электродов: U1 

pp = 10 В, U2 
pp = 6 В, U3 = U4 = 0,5 В, f = 3 кГц. 

Микрофотографии поверхности двух биосенсорных чипов после 5 минут процесса сепарации 
представлены на рис. 4. 

  
a b 

Рис. 4. Фотографии поверхности центральных электродов, демонстрирующих сепарацию эритроцитов 
цельной крови с антикоагулянтом ЭДTA и концентрирование бактерий S.aureus на двух различных 

чипах после 5 мин протекания исследуемых процессов 
Fig. 4. Photos of the surface of the central electrodes demonstrating the separation of whole blood erythrocytes 

with the anticoagulant EDTA and the concentration of S.aureus bacteria on two different chips after 5 min  
of the studied processes 

Из анализа микрофотографий двух чипов следует, что сепарация эритроцитов (удаление 
эритроцитов с поверхности 3 и 4 электродов) практически завершается после 5 минут на обоих 
чипах, что свидетельствует о воспроизводимости процесса. Если сравнить с результатами, 
представленными на рис. 2, то очевидно увеличение скорости удаления эритроцитов 
с  поверхности центральных электродов. Это связано со значительным усилением 
конвективной (электроосмотической) составляющей электрокинетического процесса благодаря 
повышению амплитуды напряжения на первом и втором электродах U1 

pp = 10 В, U2 
pp = 6 В. 

Как видно из рис. 4, в процессе сепарации полностью и достаточно широко 
освобождаются от эритроцитов обе половины центрального электрода, но зазор полностью 
и достаточно равномерно заполнен эритроцитами. Это связо с тем, что между двумя половинами 
центрального электрода разность потенциалов равна нулю.  

На нижней половине центрального микроэлектрода чип-формата (рис. 4, а) видны 
темные пятна разного размера, что, скорее всего, и есть скопления бактерий. Следует отметить, 
что при таком подходе в составе среды экспериментального раствора все-таки присутствует 
часть плазмы цельной крови.  

В реальном эксперименте чувствительность метода будет связана с определением 
присутствия бактерий в частично разведенной плазме цельной крови. Однако при выборе 
подхода и условий оценки чувствительности метода приходится прибегать к моделированию и 
с цельной кровью, т. е. добавлять в состав экспериментального раствора разбавленную 
суспензию бактерий извне. Результаты проведенных исследований показывают (рис. 3 b, c), что 
концентрирование бактерий в области обеих половин центрального электрода начинают заметно 
проявляться уже через 8,5 минут и заметно увеличиваются через 30 минут. И это в условиях 
отсутствия влияния концентрации эритроцитов на перемещение бактерий. А процесс сепарации 
и концентрирования, показанный на рис. 4, занимает по времени только 5 минут. Поэтому для 
ускорения перемещения бактерий к обеим половинам центрального электрода необходим 
подбор такого состава среды и параметров электрического режима, который бы позволил 
повысить скорость электроосмотического потока на переменном токе [7] и за счет этого уравнять 
скорости процессов сепарации и концентрирования. Электрические параметры (емкость и 
проводимость) обоих чип-форматов, представленных на рис. 4, были измерены на частотах 
1 МГц, 10 кГц, 1 кГц и 100 Гц.  
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Соответственно порядку указанных значений частот измеренные параметры емкости 
и проводимости имеют следующие величины:  

–  чип-формат а – (10,80 пФ-33,20 мкСм), (21,40 пФ-0,05 мкСм), (22,20 пФ-0,01мкСм), 
(23,50 пФ-0,005 мкСм),  

– чип-формат б – (10,70 пФ-33,40 мкСм), (21,40 пФ-0,05 мкСм), (22,30 пФ-0,01мкСм), 
(23,50 пФ-0,005 мкСм). Проведенные экспериментальные исследования показали, что уменьшение 
величины емкости на высоких частотах обусловлено в основном уменьшением величины 
монтажных емкостей подводящих дорожек.  

Увеличение электрической проводимости исследуемого чипа обусловлено тем,  что на 
частотах мегагерцового диапазона не все процессы успевают происходить с временной задержкой 
менее 1 мкс. Поэтому для разработанного биосенсорного чип-формата наиболее оптимальным 
является его эксплуатация в килогерцовом диапазоне частот, где эти показатели относительно 
стабильны. Также более оптимальными с точки зрения увеличения скорости сепарации и 
концентрирования клеток крови и бактерий является увеличение амплитудного напряжения на 
электродах биосенсорного чип-формата до U1 

pp = 10 В, U2 
pp = 6 В. 

С точки зрения практического применения этот амплитудно-частотный режим может 
быть использован для разработки методического обеспечения идентификации вида бактерий, 
если проводить ее оптическими методами. 

Заключение 

Проведено исследование электрокинетического процесса сепарации клеток 
в экспериментальной смеси, состоящей из суспензии крови, суспензии бактерий и буферного 
(изотонического) раствора, при помощи четырехэлектродного биосенсорного чип-формата. 
Показано, что разделение клеток крови и бактерий на поверхности центральных электродов 
происходит после 5–30 минут протекания электрокинетических процессов, вызываемых 
различным электрическим смещением на электродах. Предложен оптимизированный 
амплитудно-частотный режим для функционирования разработанного биосенсорного 
чип-формата. Отмечено, что для идентификации типов бактерий могут быть использованы 
только оптические методы. 
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