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Изучены условия применимости рамановской спектрометрии для ускоренной ди-
намической идентификации бактерий E.coli и S.aureus, которые выделяют из цельной 
крови биопроцессорами с тонкопленочными ITO-микроэлектродами. Показано, что при 
выделении бактерий S.aureus в цельной крови с антикоагулянтом ЭДТА, месячной вы-
держки в холодильнике, оптически прозрачный доступ к ним обеспечивается на пло-
щадях размером 6  358,5 и 314  µм2, представляющих центральный  микроэлектрод и 
его контактную дорожку, через 500 и 800 с соответственно. Показано, что оптически 
прозрачный доступ к выделенным бактериям обеспечивается на площадях размером 
~ 6 358,5 и ~ 11 304 µм2 через 820 и 899 с соответственно, для цельной крови, суточ-
ной выдержки в холодильнике, с бактериями S.aurеus в отсутствии антикоагулянта. По-
казано, что оптически прозрачный доступ к выделенным бактериям E.coli в цельной 
крови суточной выдержки, в отсутствии антикоагулянта, обеспечивается на площадях 
размером ~ 6 358,5 и ~ 1 962 µм2, представляющих центральный микроэлектрод и его 
контактную дорожку, через 500 и 600 с соответственно. Показано, что при лазерной 
идентификации бактерий S.aurеus и E.coli, выделяемых с помощью трехэлектродных 
биосенсорных чип-форматов с ITO-микроэлектродами, на длине волны 532 нм погреш-
ность точности накопления сигнала в диапазоне волновых чисел (400–2000) см–1 лежит 
в диапазоне от 0,17 до 6,2 %, в зависимости от области выделения, при размере площа-
ди лазерного «пятна» диаметром 5 µм.
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S.aureus и Е.coli, сепарация и концентрирование, ускоренная динамическая идентифи-
кация, рамановская спектрометрия 
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The conditions for the applicability of raman spectrometry for accelerated dynamic 
identification of E.coli and S.aureus bacteria allocated from whole blood by bioprocessors 
with thin-film ITO microelectrodes were studied. It has been shown that when S.aureus bac-
teria are allocated in whole blood with EDTA anticoagulant, kept in a refrigerator for a month, 
optically transparent access is provided on areas of 6 358.5 and 314 µm2, representing the 
central microelectrode and its contact path, after 500 and 800 seconds, respectively. It has 
been shown that optically transparent access to allocated bacteria is provided on areas of 
~ 6 358.5 and ~ 11 304 µm2 in 820 and 899 seconds, respectively, for whole blood, daily re-
frigeration, with S. aureus bacteria in the absence of an anticoagulant. It has been shown that 
optically transparent access to allocated E. coli bacteria in whole blood of daily exposure, in 
the absence of an anticoagulant, is provided on areas of ~ 6 358.5 and ~ 1 962,5 µm2 in size, 
representing the central microelectrode and its contact path, after 500 and 600 seconds, re-
spectively. It is shown that at a laser beam wavelength of 532 nm, the error in the accuracy of 
signal accumulation in the wave number range (400–2000) cm–1, depending on the place of 
the measurements, when identifying allocated S.aureus and E.coli bacteria using three-elec-
trode bioprocessors with ITO-microelectrodes, lies in the range from 0.17 to 6.2 %.

Keywords: bioprocessor chip format, ITO microelectrodes, bacteria S.aureus and E.coli, sepa-
ration and concentration, accelerated dynamic identification, raman spectrometry

e-mail: serg@nano.bsuir.edu.by

Результаты исследований, полученные нами ранее на биопленках бактерий E.coli и 
S.aureus, показывают, что исходные зарядовые состояния, в условиях структурно-функ-
циональной целостности их мембран, имеют значительные различия между собой по 
вольт-амперным зависимостям и характеристикам рамановского спектра. Эти различия 
могут выступать в качестве отдельных маркеров для их быстрой идентификации [1].

Однако, создание технических конструкций для практического использования 
тонкопленочных биопроцессорных чип-форматов, обеспечивающих в реальном вре-
мени совместимость процессов выделения из гетерогенной фазы цельной крови бак-
терий E.coli и S.aurеus и высокую точность измерений значений их макроскопической 
электропроводимости, представляет собой достаточно сложную задачу. 

В то же время, идентификацию бактерий E.coli и S.aureus в гетерогенной фазе 
цельной крови, выделяемых технологиями электрокинетической сепарации и концен-
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трирования с использованием биопроцессоров, имеющих тонкопленочные микроэлек-
троды, предпочтительнее проводить на основе оптических методов диагностики неиз-
вестного заранее состава молекулярной среды. Таким методом является спектроскопия 
комбинационного рассеяния света (рамановская спектрометрия), не требующая, к тому 
же, и сложной подготовки образцов для проведения исследований. Использование оп-
тических систем известных марок для регистрации рамановских спектров, обладающих 
широкими функциональными возможностями, но и высокой исходной стоимостью, по-
требует дополнительных интеллектуальных, денежных и временных затрат для обеспе-
чения условий ускоренной идентификации, связанных с совмещением электрокинети-
ческих методов выделения и оптических методов идентификации бактерий в пределах 
металлизированной области биопроцессора [2].

Разработку методов ускоренной идентификации бактерий на основе измерения 
параметров рамановского спектра целесообразно проводить путем встраивания в оп-
тический микроскоп портативных узлов рамановского спектрометра и использовать 
динамический режим идентификации в реальном времени. Данный подход требует 
предварительных исследований по выяснению условий измерения параметров иден-
тификации, при которых обеспечивается более высокая достоверность различия бак-
терий. Например, размер площади выделенных с помощью биопроцессора бактерий 
должен быть значительно больше размера площади лазерного «пятна». Кроме этого, 
должны обеспечиваться условия краткосрочного сохранения перед измерением топо-
логического рисунка распределения бактерий и соответствующий уровень оптической 
прозрачности измерительной ячейки, а также подбор мощности лазерного луча, чтобы 
избежать повреждения клеток во время измерений, выбор времени экспозиции и вре-
мени накопления сигнала в заданном диапазоне волновых чисел, отсутствия фоновых 
изменений сигнала [3].

Сила внешней поляризация гетерогенной фазы исследуемой среды определяется 
типом металла микроэлектродов биопроцесссора и условиями ее выделения. Различные 
металлы для микроэлектродов и методы их изготовления могут приводить к значитель-
ным различиям в силе воздействия при выделении и концентрировании фазы исследуе-
мой среды, например, за счет различий в гидрофильности металлических поверхностей 
и/или их развитости. Это требует изучения условий их применимости для вышеназванных 
методов идентификации, например, при оценке размера площади лазерного «пятна», свя-
занной с повышением точности измерения в заданном диапазоне волновых чисел для 
выделяемых бактерий [4].

Целью данной работы является изучение условий применимости рамановской 
спектрометрии для ускоренной идентификации бактерий E.coli и S.aureus, которые вы-
деляют из цельной крови биопроцессорами, имеющими тонкопленочные ITO-микроэ-
лектроды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для проведения исследований использовали трехэлектродные биопроцессорные 

чип-форматы c ITO-микроэлектродами на стеклянной подложке, изготовленные с помо-
щью технологии высокочастотного (ВЧ) магнетронного распыления [4]. Микроэлектроды 
имеют толщину 100 нм и поверхностное сопротивление ~  50  Ом/мм. Топологический 
рисунок центральной части и размеры микроэлектродов показаны на рис. 1. 
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Используемые для проведения исследований составы подобранных эксперимен-
тальных растворов состояли из цельной крови часовой и суточной выдержки и цель-
ной крови месячной выдержки в холодильнике, содержащей антикоагулянт ЭДТА (эти-
лендиаминтетраацетат), которые были разведены с помощью изотонического раствора 
глюкозы (~ 5 %) в соотношении 1:50. Бактерии S.aureus и E.coli, в количестве ~ 108 КОЕ/мл, 
взяты относительно цельной крови в соотношениях 3:1 и 1:1 соответственно. Объем ми-
крокапли экспериментального раствора 15 мкл использовался для изучения процессов 
сепарации и концентрирования в закрытых покровным стеклом измерительных ячей-
ках. Измерения проводились после соответствующей промывки и сушки биосенсорных 
чип-форматов. В экспериментах были использованы амплитудно-частотные параметры 
электрокинетического управления процессами сепарации и концентрирования (U1 = 10 В 
(от пика до пика), U2 = 7,4 В (от пика до пика), Uсм = 0,50 В, частота 801,0 Гц; U1 = 12 В (от 
пика до пика), U2 = 8 В (от пика до пика), Uсм = 0,50 В, частота 801,0 Гц). Видеоматериалы 
получали на аппаратно-программном комплексе кафедры биофизики БГУ, а фотомате-
риалы – с помощью программы «Free Video to JPG Converter». Результаты исследований 
видео- и фотоматериалов были получены с использованием объектива 6.3Х.

Оценка относительных погрешностей идентификации проводилась путем расче-
та отношений площади лазерного «пятна» к площадям сепарации и концентрирования 
бактерий на различных участках поверхности биопроцессора, умноженных на 100 %. Для 
проведения таких расчетов авторы воспользовались данными литературы [3], в которой 
анализируются подобные методы идентификации относительно диаметра лазерного 
«пятна» ~ 5 µм, плошадь которого составляет ~ 19,6 µм2. 

Цельная кровь с S.aur и антикоагулянтом ЭДТА. На рис. 2а, б, в, г приведены фо-
томатериалы, полученные с помощью «Free Video to JPG Converter» с разрешением в 1 с 
на основе экспериментально зарегистрированных видеоматериалов.

Полученные c помощью трехэлектродного биопроцессорного чип-формата с 
ITO-микроэлектродами фотоматериалы отражают электрокинетические результаты 
процессов сепарации и концентрирования клеток цельной крови с бактериями S.aureus 
и антикоагулянтом ЭДТА, имеющих месячную выдержку в холодильнике. При изме-
рениях были использованы подобранные параметры электрокинетического режима 
управления U1 = 10 В (от пика до пика), U2 = 7,4 В (от пика до пика), Uсм = 0,50 В, частота 
801,0 Гц. Соотношение бактерий S.aureus в составе экспериментального раствора в три 
раза меньше и составляет 3:1, относительно исходного разведения (1:50) цельной крови 
с антикоагулянтом ЭДТА. 

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

1 – микроэлектроды, 2 – зазоры
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Для оценки результатов исследований, согласно решаемым задачам, на 
рис. 2а, б, в приведены фотоматериалы процесса сепарации и концентрирования цель-
ной крови с антикоагулянтом ЭДТА в моменты времени 100, 500 и 800 с. Из полученных 
фотоматериалов, представленных на рис. 2а, можно видеть, что через 100 с после за-
полнения закрытой измерительной ячейки происходят электрокинетические процессы 
сепарации эритроцитов и концентрирования бактерий. При этом только к 500 с проис-
ходит полное удаление с поверхности центрального круглого электрода эритроцитов 
и концентрирование на данной поверхности бактерий S.aureus, имеющих значительно 
меньший размер (рис. 2б). К 800 с полностью очищается от эритроцитов и поверхность 
контактной дорожки шириной 20 µм, исходящая от центрального круглого микроэлект-
рода, диаметром 90 µм. Из выделенного с рис. 2в фрагмента видно, что середина кон-
тактной дорожки центрального токопроводника на протяжении всей ее длины запол-
нена цепочечным расположением бактерий S.aureus. Механизм электрокинетических 
процессов такой сепарации эритроцитов и концентрирования бактерий на контактной 
дорожке центрального микроэлектрода отрабатывается трехэлектродным биопроцес-
сором всякий раз, когда более высокое переменное напряжение U1 подается на кон-
тактную дорожку, от которой исходят более широкие концентрические микроэлектро-
ды, в нашем случае – 50 µм. 

Рис. 2. Фотоматериалы процесса сепарации и концентрирования цельной крови с бактериями 
S.aureus и антикоагулянтом ЭДТА в моменты времени, с:

 а – 100, б – 500, в – 800; г – фрагмент рис. 2в

а                                                                               б

в                                                                              г
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Полученные результаты исследования показывают, что подобранный состав сре-
ды экспериментального раствора и параметры электрокинетического режима раздви-
гают достаточно большие по размерам кластеры эритроцитов при выделении бактерий 
S.aureus, обеспечивая оптически прозрачный доступ к ним на занимаемых ими площа-
дях (~ 6 358,5 и ~ 314 µм2), которые могут быть использованы для идентификации. 

Цельная кровь с бактериями S.aureus в отсутствии антикоагулянта ЭДТА. На рис. 3а–г 
приведены результаты предварительных исследований цельной крови бактерий S.aureus 
без антикоагулянта ЭДТА, имеющей почасовую или односуточную выдержку в холодиль-
нике, представляющие собой фотоматериалы процесса сепарации и концентрирования 
цельной крови без антикоагулянта ЭДТА в моменты времени 300, 500, 820 и 899 с. При 
измерениях были использованы следующие подобранные параметры электрокинетиче-
ского режима управления U1 = 12 В (от пика до пика), U2 = 8 В (от пика до пика), Uсм = 0,50 В, 
частота 801,0 Гц. Соотношение состава экспериментального раствора относительно цель-
ной крови без антикоагулянта ЭДТА и бактерий S.aureus выбрано 1:1. 

Рис. 3. Фотоматериалы процесса сепарации и концентрирования цельной крови с S.aureus в 
отсутствии антикоагулянта ЭДТА в моменты времени, с: 

а – 300, б – 500, в – 820, г – 899

а                                                                               б

в                                                                              г

Из фотоматериалов рис.  3а видно, что объектив микроскопа сфокусирован на 
поверхность микроэлектродов. Поверхности центрального круглого электрода и кон-
тактного токопроводника практически полностью очищены от эритроцитов, поскольку 
не видно сфокусированных эритроцитов на их поверхностях. Однако над их поверх-
ностями в момент времени 300  с наблюдаются темные размытые пятна, представля-
ющие собой несфокусированные эритроциты, которых через 300 с еще достаточно 
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много, чтобы применить оптические методы для ускоренной идентификации бактерий  
S.aureus. Их становится значительно меньше к моменту времени 500 с, но еще доста-
точно, чтобы воздержаться от применения оптических методов (рис. 3б). К моменту вре-
мени 820 с (рис. 3в) по краям круглого кольца видны отдельные эритроциты, еще не 
прикрепленные к поверхности круглого электрода, но достаточно близко к ней. Хорошо 
просматриваются бактериальные клетки, которые плотным широким кольцом располо-
жились на поверхности круглого центрального микроэлектрода. Внутри данного коль-
ца имеется практически пустая от бактерий круглая область небольших размеров. На 
внешней окружности кольца наблюдается значительное количество бактерий в виде 
прямоугольного треугольника, выступающего в сторону контактного токопроводника, 
по центру которого в виде линии также расположились бактериальные клетки S.aureus. 

Из микрофотографий рис.  3в и рис.  3г, согласно рис.  1, следует, что оптически 
прозрачный доступ к выделенным бактериям обеспечивается на площадях размером 
~ 6 358,5 и ~ 11 304 µм2 через 820 и 899 с соответственно, которые могут быть использо-
ваны для идентификации.

Цельная кровь с бактериями E.coli в отсутствии антикоагулянта ЭДТА. На рис. 4а–г 
представлены результаты исследований для бактерий E.coli, проведенных c помощью 
аналогичных трехэлектродных биопроцессорных чип-форматов с ITO-микроэлектрода-
ми. Использованы аналогичные соотношения состава среды и параметров электриче-
ского режима, а также аналогичные объемы суспензии для заполнения измерительной 
ячейки закрытого типа. 

Рис. 4. Фотоматериалы процесса сепарации и концентрирования цельной крови с бактериями 
Е.coli в отсутствии антикоагулянта ЭДТА в моменты времени, с:

 а – 200, б – 300, в – 500; г – микрофотография процесса сепарации и концентрирования 
бактерий Е.coli через 600 с с помощью аналогичного чип-формата при подаче на контактную 
дорожку напряжения U1, от которой исходят концентрические микроэлектроды шириной 10 µм

в                                                                              г

а                                                                               б
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Полученные при этом микрофотоматериалы показывают, что к 200 с при бакте-
риях Е.coli в составе суспензии наблюдается просветление в области круглого цен-
трального микроэлектрода. Аналогичная активность происходит и во внешнем окруже-
нии центрального микроэлектрода, в отличие от предыдущего типа бактерий S.aureus. 
Однако, к этой секунде площадь центрального микроэлектрода еще довольно плотно 
закрыта несфокусированными эритроцитами крови. К 300 с происходит значительное 
просветление в области центрального микроэлектрода и его окружения. К 500 с вся 
поверхность круглого микроэлектрода оказывается оптически прозрачной, на которой 
видны осевшие бактерии. Площадь поверхности составляет ~ 6 358,5 µм2.   

На микрофотографии рис. 4г приведен процесс сепарации и концентрирования 
бактерий Е.coli через 600 с с помощью аналогичного чип-формата при подаче на кон-
тактную бокоую дорожку напряжения U1, от которой концентрические микроэлектроды 
шириной 10  µм. В результате механизмов электрокинетических процессов, присущих 
такому режиму сепарации и концентрирования, трехэлектродный биопроцессор произ-
водит концентрирование бактерий Е.coli ближе к центру боковой контактной дорожки 
шириной 50 µм, связанной с концентрическими микроэлектродами шириной 10 µм. Для 
целей идентификации на длине 50 µм боковой контактной может выбрана площадь при-
близительно 1 962,5 µм2.

По полученным результатам размеров площадей, на которых выделены и скон-
центрированы бактерии S.aureus и Е.coli, оценены условия применимости рамановской 
спектрометрии для их ускоренной идентификации относительно размера площади ла-
зерного «пятна» диаметром 5 µм [3]. Оценочные расчеты показывают, что при иденти-
фикации выделяемых бактерий S.aureus и Е.coli с помощью трехэлектродных биопро-
цессоров с ITO-микроэлектродами на длине волны лазерного луча 532 нм, погрешность 
точности накопления сигнала в диапазоне волновых чисел (400–2000) см–1 в зависимо-
сти от места проводимых измерений, лежит в диапазоне от 0,17 до 6,2 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Изучены условия применимости рамановской спектрометрии для ускоренной 

динамической идентификации бактерий E.coli и S.aureus, которые выделяют из цельной 
крови биопроцессорами с тонкопленочными ITO-микроэлектродами. 

2. Показано, что при выделении бактерий S.aureus в цельной крови с антикоагу-
лянтом ЭДТА, месячной выдержки в холодильнике, оптически прозрачный доступ обе-
спечивается на площадях размером 6  358,5 и 314  µм2, представляющих центральный 
микроэлектрод и его контактную дорожку, через 500 и 800 с соответственно. 

3. Показано, что оптически прозрачный доступ к выделенным бактериям обеспе-
чивается на площадях размером ~ 6 358,5 и ~ 11304 µм2 через 820 и 899 с соответствен-
но, для цельной крови, суточной выдержки в холодильнике, с бактериями S.aurеus в 
отсутствии антикоагулянта. 

4. Показано, что оптически прозрачный доступ к выделенным бактериям E.coli в 
цельной крови суточной выдержки, в отсутствии антикоагулянта, обеспечивается на 
площадях размером ~ 6 358,5 и ~1 962 µм2, представляющих центральный микроэлект-
род и его контактную дорожку, через 500 и 600 с соответственно. 

5. Показано, что при длине волны лазерного луча 532 нм погрешность точности 
накопления сигнала в диапазоне волновых чисел (400–2000) см–1 в зависимости от места 
проводимых измерений, при идентификации выделяемых бактерий S.aureus и Е.coli с по-
мощью трехэлектродных биопроцессоров с ITO-микроэлектродами, лежит в диапазоне 
от 0,17 до 6,2 %.
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