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На примере микроорганизмов вида C.albicans изучены электрокинетические про-
цессы их сепарации и концентрирования в цельной крови и в модельных образцах дис-
персной фазы и дисперсной среды с эритроцитами крови. Из полученных результатов 
исследований следует, что для близких по размеру клеточных структур (эритроциты 
цельной крови и микроорганизмы C.albicans) механизм сепарации состоит в проталки-
вании эритроцитов цельной крови в зазоры между микроэлектродами биопроцессор-
ного чип-формата, и концентрировании микроорганизмов C.albicans на поверхности 
микроэлектродов, кроме круглого центрального электрода и его контактной дорож-
ки, по которым, за счет конвективного (электроосмотического) потока, более мелкие 
клетки цельной крови, транспортируются в район центрального электрода. При этом 
отрицательная диэлектрофоретическая сила, выталкивающая эритроциты, заодно с 
этим, подтягивает и мелкие клетки к середине центрального электрода и к середине 
контактной к ней дорожки, где на них действуют достаточно большие электрофорети-
ческие и диэлектрофоретические силы. Оценка относительной ошибки динамической 
оптической идентификации микроорганизмов C.albicans в разбавленной цельной кро-
ви показывает, что ее значение может быть менее 3,1 %. Различные условия модели-
рования электрокинетических процесссов сепарации и концентрирования микроорга-
низмов C.albicans и эритроцитов цельной крови подтверждают полученные результаты, 
а наблюдаемое незначительное различие, скорее всего, связано с использованием 
различных соотношений состава среды экспериментального раствора.
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Using microorganisms of the species C.albicans as an example, the electrokinetic pro-
cesses of their separation and concentration in whole blood and in model samples of the 
dispersed phase and dispersed medium with blood erythrocytes were studied. From the ob-
tained research results, it follows that for cellular structures of similar size (erythrocytes of 
whole blood and microorganisms C.albicans), the separation mechanism consists of pushing 
erythrocytes of whole blood into the gaps between micro-electrodes of a bioprocessor chip 
format, and concentrating microorganisms C.albicans on the surface of microelectrodes, ex-
cept for the round central electrode and its contact track, along which, due to the convective 
(electroosmotic) flow, smaller whole blood cells are transported to the area of the central 
electrode. At the same time, the negative dielectrophoretic force that pushes out the red 
blood cells, wherein, pulls small cells to the middle of the central electrode and to the middle 
of the contact path to it, where fairly large electrophoretic and dielectrophoretic forces affect 
on them. An assessment of the relative error of dynamic optical identification of C.albicans 
microorganisms in diluted whole blood shows that its value may be less than 3.1 %. Various 
conditions for modeling the electrokinetic processes of separation and concentration of C.al-
bicans microorganisms and whole blood erythrocytes confirm the obtained results, and the 
observed insignificant difference is most likely associated with the use of different ratios of the 
composition of the experimental solution medium.
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Известно, что практически у 80 % людей грибки рода Candida входят в состав нор-
мальной микробиоты человека. В зависимости от влияния различных факторов, во мно-
гих случаях, они могут превращаться (например, на локальных участках кожных покро-
вов или слизистых оболочках организма человека) в грибковые сильнодействующие 
инфекции, которые, проникая в кровоток, вызывают заболевание кандидемией или 
кандидозом у пациентов с ослабленным иммунитетом, обусловленным рядом сопутству-
ющих заболеваний (например, такими как СПИД, лейкоз, сахарный диабет и др.) [1, 2]. 

В этом отношении грибковая инфекция C.albicans является наиболее частым ви-
дом при заболеваниях людей кандидозом среди существующих других видов грибко-
вых инфекций рода Candida, у которых профили патогенности и чувствительности к 



42

специфическим противогрибковым препаратам отличаются от штамма albicans, напри-
мер, у таких инфекций как C.glabrata, C.krusei или C.tropicalis. Поэтому для лечения гриб-
ковых заболеваний типа кандидоза требуются быстрые и точные методы идентифика-
ции для распознавания в реальном времени различных видов грибковых инфекций 
рода Candida для подбора наиболее эффективных противогрибковых средств, чтобы 
обеспечить пациентам своевременное и наилучшее лечение. Для решения задач уско-
ренной идентификации предлагается использовать методики, основанные на много-
векторной обработке различных параметров только на основе рамановских спектров. 
Это представляет собой сложный трудоемкий процесс, который не всегда оказывается 
надежным [3].

Использование биопроцессорных чип-форматов для быстрой и точной сепарации 
и концентрирования грибковых инфекций рода Candida (например, в цельной крови 
человека), совмещенных, в пределах биопроцессорного чип-формата, с рамановской 
спектрометрией, может значительно расширить информационные возможности иденти-
фикации различных видов грибковых инфекций рода Candida.

В связи с этим, целью данной работы является изучение электрокинетических про-
цессов сепарации и концентрирования микроорганизмов вида C.albicans в цельной кро-
ви и в модельных образцах дисперсной фазы и дисперсной среды с эритроцитами крови.

Материалы и методы исследования. Для проведения исследований использова-
ли 5%-ный изотонический раствор глюкозы для углеводного питания клеток цельной 
крови и микроорганизмов С.albicans; цельную кровь здорового человека суточной вы-
держки в холодильнике, разведенную в соотношении 1:50 в 5%-ном растворе глюкозы; 
микроорганизмы С.albicans в концентрации 1⋅106 КОЕ/мл в изотоническом растворе глю-
козы; отмытые из цельной крови человека эритроциты в количестве 1⋅106/мл в 5%-ном 
растворе глюкозы. 

Для изучения процессов сепарации и концентрирования микроорганизмов 
С.albicans были изготовлены трехэлектродные биопроцессорные чип-форматы емкост-
ного типа с индий-олово-оксидными микроэлектродами, имеющими близкие средние 
значения емкости и сопротивления – 21,14 пФ и 212,5 МОм. Биопроцессорные чип-фор-
маты изготовлены технологиями высокочастотного магнетронного нанесения тонкой 
индий-олово-оксидной пленки на стеклянную подложку и методами фотолитографии 
при изготовлении конструкции. Топологический рисунок трехэлектродного биопро-
цессорного чип-формата представляет собой центральный круглый микроэлектрод с 
подводной (от электрического контакта) дорожкой, вокруг которых находятся круговые 
встречно-штыревые дорожки различной ширины, исходящие от своих электрических 
контактов. Все микроэлектроды имеют толщину 100 нм и поверхностное сопротивление 
~ 50 Ом⋅мм. Топологический рисунок центральной части и размеры микроэлектродов 
показаны на рис. 1.  

Видео- и фотоматериалы электрокинетических процессов сепарации и концентри-
рования микроорганизмов С.albicans получали с помощью научно-учебного комплекса, 
разработанного на кафедре биофизики БГУ, и программного обеспечения многофунк-
ционального мультимедийного проигрывателя PotPlayer. 

Относительные погрешности динамической оптической идентификации микроор-
ганизмов С.albicans оценивались по результатам полученных видео- и фотоматериалов, 
характеризующих процессы их сепарации и концентрирования на поверхности чувстви-
тельной области трехэлектродного биопроцессорного чип-формата, с использованием 
методики, которая рассмотрена в работе [4]. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сепарация и концентрирование C.albicans в цельной крови человека. На рис. 2а–г 

представлены фотоматериалы процесса сепарации и концентрирования микроорга-
низмов C.albicans в цельной крови человека, разведенной в соотношении 1:50 в 5%-
ном растворе глюкозы из разведения доведенного до концентрации приблизительно 
1⋅106  эритроцтов/мл по методике МакФарланда. В измерениях соотношение состава 
экспериментального раствора выбрано 1:1 при исходных разведениях цельной крови 
и микроорганизмов C.albicans в концентрациях 1⋅106 эритроцтов/мл и 1⋅106 КОЕ/мл соот-
ветственно. Оценка различия микроорганизмов C.albicans от эритроцитов крови на ми-
крофотографиях производится по оптической плотности биологических объектов при 
заданных режимах электрокинетической сепарации и концентрирования на поверхно-
сти используемого чип-формата.

 В измерениях использовались микрокапли суспензии экспериментального рас-
твора объемом 45 и 20 мкл. В количественном выражении в 45 мкл объема соответ-
ственно присутствуют 900 эритроцитов и 900 КОЕ C.albicans, а в 20 мкл объема – 400 
эритроцитов и 400 КОЕ C.albicans. Фотоматериалы процессов сепарации и концентри-
рования для данных объемов показаны на рис.  2а и 2б соответственно. Параметры 
электрического режима управления процессами сепарации и концентрирования с по-
мощью трехэлектродного биопроцессорного чип-формата и время регистрации процес-
сов были одинаковыми для исследований цельной крови и в условиях моделирования. 

Рис. 1. Общий вид топологического рисунка в центральной части трехэлектродного чип-
формата и размеры ITO-микроэлектродов: 

1 – микроэлектроды, 2 – зазоры
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Время регистрации процессов составляет 15 мин, а параметры электрического ре-
жима имеют следующие значения: синусоидальное напряжение U1  =  12  В (от пика до 
пика), синусоидальное напряжение U2 = 8 В (от пика до пика), постоянное напряжение 
смещения Uсм = 0,500 В, частота для напряжений U1 и U2 была выбрана f1, 2 = 800 Гц. 

Из анализа микрофотографий, представленных на рис. 2а, следует, что для близ-
ких по размеру клеточных структур (эритроциты цельной крови и микроорганизмы 
C.albicans) механизм сепарации состоит в проталкивании эритроцитов цельной крови 
в зазоры между микроэлектродами биопроцессорного чип-формата и концентрирова-
нии микроорганизмов C.albicans на поверхности микроэлектродов, кроме круглого цен-
трального электрода и его контактной дорожки (рис. 2а и его увеличенный фрагмент – 
рис.  2г), по которым, за счет конвективного (электроосмотического) потока, более 
мелкие клетки цельной крови, транспортируются в район центрального электрода. При 
этом отрицательная диэлектрофоретическая сила, выталкивающая эритроциты, заодно 
с этим, подтягивает и мелкие клетки к середине центрального электрода и к середине 
контактной к ней дорожки, где на них действуют достаточно большие электрофоретиче-
ские и диэлектрофоретические силы [5].

При объемах суспензии измерительной капли в пределах 45 мкл наблюдается пол-
ное заполнение зазоров эритроцитами цельной крови (рис. 2а), которые незначительно 
перемешаны с микроорганизмами C.albicans. Для лучшей наглядности результата сепа-
рации и концентрирования, фотоматериалы данных процессов представлены в увели-
ченном масштабе фрагментом на рис. 2в, который получен из рис. 2а. Как показывает 
анализ видеоматериалов для объема микрокапли 45 мкл, такое заполнение обуслов-

Рис. 2. Микрофотографии процесса сепарации и концентрирования микроорганизмов 
C.albicans в цельной крови человека, полученные по истечении 15 мин при объеме микрокапли:

(а, в, г) – 45 мкл и (б) – 20 мкл 

а                                                                                  б

в                                                                                   г
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лено практически за счет соразмерности эритроцитов и микроорганизмов C.albicans, 
которые в процессе активной конвекции их электрокинетического перемещения допу-
скают незначительное перемешивание. 

Анализ результатов фотоматериалов на рис. 2б показывает, что уменьшение объ-
ема измерительной капли более чем в два раза, уже приводит к созданию более луч-
ших условий для электрокинетической сепарации и концентрирования инфекционных 
агентов, на базе которых могут быть разработаны методы динамической оптической 
идентификации. 

Расчеты, сделанные по методике работы [4], используя для этого только результа-
ты проведенных исследований, дают оценку относительной погрешности динамической 
оптической идентификации менее 3,1 %.

Для лучшего понимания механизмов сепарации и концентрирования микроорга-
низмов C.albicans в цельной крови были проведены исследования на модельных образ-
цах дисперсной фазы и дисперсной среды с эритроцитами крови.

Модельные исследования электрокинетического процесса концентрирования 
C.albicans в 5%-ном растворе глюкозы. На рис. 3 представлены результаты модельных 
исследований электрокинетического процесса концентрирования C.albicans в 5%-ном 
растворе глюкозы, без эритроцитов цельной крови. Объем микрокапли суспензии в из-
мерительной ячейке составлял 20 мкл, который был взят из разведения микроорганиз-
мов C.albicans 1⋅106 КОЕ/мл. В данном объеме, согласно расчетов, находится приблизи-
тельно 2⋅104 КОЕ. 

Рис. 3. Микрофотография электрокинетического процесса
 концентрирования C.albicans в 5%-ном растворе глюкозы через 15 мин

Из приведенной на рис. 3 микрофографии видно, что микроорганизмы C.albicans 
концентрируются исключительно на поверхности микроэлектродов биопроцессорного 
чип-формата, что согласуется с полученными результатами исследования, приведенны-
ми на рис. 2а, б. 

Модельные исследования процесса концентрирования эритроцитов, отмытых из 
цельной крови человека. На рис. 4 представлены результаты модельных исследований 
процесса концентрирования эритроцитов, отмытых из цельной крови человека. Объем 
микрокапли суспензии в измерительной ячейке составлял 20  мкл. Состав суспензии 
экспериментального раствора получили путем смешивания 100 мкл отмытых из цельной 
крови человека эритроцитов в количестве 1⋅106/мл с 2 мл 5%-ного раствора глюкозы. 
При этом в измерительном объеме 20 мкл находилось приблизительно 952 эритроцита, 
отмытых из цельной крови.
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Рис. 4. Микрофотографии процесса концентрирования эритроцитов, 
отмытых из цельной крови человека:

 а – исходная фотография, б – фрагмент

Из фотоматериалов рис.  4а и 4б видно, что в отсутствие микроорганизмов 
C.albicans, отмытые эритроциты цельной крови располагаются на поверхности биопро-
цессорного чип-формата, за редким исключением, практически строго в зазорах меж-
ду микроэлектродами шириной 50 и 20 мкм. Кроме того, незначительное увеличение 
фрагмента изображения рис.  4а показывает, что на поверхности фрагмента фотома-
териалов центрального круглого микроэлектрода (рис. 4б), полученного из рис. 4а, и 
по центру поверхности контактной к нему дорожки, шириной 20 мкм, а также на обеих 
частях поверхности боковых контактных дорожек шириной 50 мкм, близлежащих к тор-
цевым сторонам центральной контактной дорожки, расположено достаточно большое 
количество более мелких клеток, чем эритроциты и микроорганизмы С.albicans. Это го-
ворит о том, что дисперсная фаза отмытых эритроцитов из цельной крови, разведенной 
в более чем 50 раз в 5%-ном растворе глюкозы, фактически гетерогенна, скорее всего, 
из-за некачественной отмывки эритроцитов от других, более мелких клеток, находящих-
ся в плазме цельной крови.

Модельные исследования процессов сепарации и концентрирования C.albicans, 
содержащие отмытые из цельной крови человека эритроциты. На рис. 5 представле-
ны результаты модельных исследований процессов сепарации и концентрирования 
C.albicans, содержащих отмытые из цельной крови человека эритроциты. Объем микро-
капли суспензии в измерительной ячейке составлял 20 мкл. Соотношение состава су-
спензии экспериментального раствора составляло 1:2,43, которое получали разведени-
ем 100 мкл отмытых из цельной крови человека эритроцитов в концентрации 1⋅106/мл с 
2 мл 5%-ного раствора глюкозы. Полученный раствор эритроцитов дополнительно сме-
шали с 40 мкл раствора, содержащего 1⋅106 КОЕ/мл микроорганизмов C.albicans в 5%-
ном растворе глюкозы. При этом в измерительном объеме 20 мкл находилось прибли-
зительно 952 эритроцита, отмытых из цельной крови, и 392 микроорганизма C.albicans.

Из микрофотографии на рис. 5 видно, что картина размещения более мелких ча-
стиц (вид частиц не уточнялся) на поверхности центрального круглого микроэлектрода 
и по центру поверхности контактной к нему дорожки, шириной 20 мкм, незначительно 
изменилась. Практически исчезли более мелкие клетки с поверхности боковых кон-
тактных дорожек шириной 50 мкм. На данных местах наблюдается незначительное ко-
личество микроорганизмов C.albicans.

             а                                                                         б
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Рис. 5. Микрофотография процессов сепарации и концентрирования C.albicans через 15 мин, 
при использовании отмытых из цельной крови человека эритроцитов

Отсутствует строгое расположение отмытых эритроцитов в зазорах между микроэ-
лектродами шириной 50 и 20 мкм. Наблюдается значительное количество прикреплен-
ных к торцевой части и на поверхности, вблизи торцевой части микроэлектродов, ми-
кроорганизмов C.albicans, поверх которых прикреплены отмытые эритроциты. Скорее 
всего, это обусловлено большими значениями диэлектрофоретической силы вблизи 
торцевых частей микроэлектродов. А привязка поверх микроорганизмов C.albicans 
эритроцитов может быть обусловлена гетерогенностью дисперсной фазы и условия-
ми конвективного перемешивания более мелких клеток с отмытыми эритроцитами и 
микроорганизмами C.albicans, в процессе которого и может происходить такого рода 
привязка, что требует дополнительных исследований для изучения механизмов такой 
привязки, чтобы обойти проблемы, связанные с динамической оптической идентифика-
цией для данного типа инфекционных агентов.

Таким образом, результаты исследований, полученные при изучении процессов 
сепарации и концентрирования микроорганизмов C.albicans с помощью трехэлект-
родных биопроцессорных чип-форматов в присутствии эритроцитов цельной крови, 
разведенной в соотношении 1:50 в 5%-ном растворе глюкозы, и тех же процессов в 
присутствии отмытых эритроцитов в 5%-ном растворе глюкозы, показывают отсутствие 
принципиальных различий между механизмами электрокинетических процессов сепа-
рации и концентрирования (рис. 2а–г и рис. 5) Наблюдаемое незначительное различие, 
скорее всего, связано с использованием различных соотношений состава среды экспе-
риментального раствора – 1:1 и 1:2,43.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. На примере микроорганизмов вида C.albicans изучены электрокинетические 

процессы их сепарации и концентрирования в цельной крови и в модельных образцах 
дисперсной фазы и дисперсной среды с эритроцитами крови. Из полученных результа-
тов исследований следует, что для близких по размеру клеточных структур (эритроциты 
цельной крови и микроорганизмы C.albicans) механизм сепарации состоит в проталки-
вании эритроцитов цельной крови в зазоры между микроэлектродами биопроцессорно-
го чип-формата, и концентрировании микроорганизмов C.albicans на поверхности ми-
кроэлектродов, кроме круглого центрального электрода и его контактной дорожки, по 
которым, за счет конвективного (электроосмотического) потока, более мелкие клетки 
цельной крови, транспортируются в район центрального электрода. При этом отрица-
тельная диэлектрофоретическая сила, выталкивающая эритроциты, заодно с этим, под-
тягивает и мелкие клетки к середине центрального электрода и к середине контактной 
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к ней дорожки, где на них действуют достаточно большие электрофоретические и диэ-
лектрофоретические силы. 

2. Показано, что расчетная оценка относительной ошибки динамической оптиче-
ской идентификации микроорганизмов C.аlbicans в разбавленной цельной крови может 
достигать значений менее 3,1 %. 

3. Моделирование электрокинетического процесса концентрирования микроор-
ганизмов C.albicans в 5%-ном растворе глюкозы показывает, что без эритроцитов цель-
ной крови микроорганизмы концентрируются исключительно на поверхности микроэ-
лектродов биопроцессора. 

4. Моделирование электрокинетического процесса концентрирования эритроци-
тов в 5%-ном растворе глюкозы, отмытых от плазмы крови, показывает, что без микро-
организмов C.albicans отмытые эритроциты цельной крови располагаются на поверх-
ности биопроцессора практически строго в промежутках между микроэлектродами с 
шириной зазоров 50 и 20  мкм. При этом мелкие клетки крови располагаются на по-
верхности центрального круглого микроэлектрода и в центре поверхности контактной 
дорожки шириной 20 мкм, а также на обеих частях поверхности боковых контактных 
дорожек шириной 50 мкм, лежащих ближе к центральной контактной дорожке.

5. Результаты исследований, полученные при изучении процессов сепарации и 
концентрирования микроорганизмов C.albicans с помощью трехэлектродных биопро-
цессорных чип-форматов в присутствии эритроцитов цельной крови, разведенной в со-
отношении 1:50 в 5%-ном растворе глюкозы, и тех же процессов в присутствии отмытых 
эритроцитов в 5%-ном растворе глюкозы, показывают отсутствие принципиальных раз-
личий между механизмами  электрокинетических процессов сепарации и концентриро-
вания. Наблюдаемое незначительное различие, скорее всего, связано с использовани-
ем различных соотношений состава среды экспериментального раствора.
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