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I. ВВЕДЕНИЕ
В течение последних десятилетий наблюдается увеличение распространенности бакте
риальных инфекций, что связано с возникновением устойчивости к применяемым анти
био тикам, и является одной из наиболее острых глобальных угроз [1].
 Снижение числа новых антибиотиков на рынке на фоне роста числа резистентных 
штам мов микроорганизмов вызывает серьёзные опасения. В Европейском Союзе 
ежегодно регистрируется около 33 000 смертей, связанных с резистентными бакте риаль
ными инфекциями, а в США эта цифра составляет приблизительно 35 000 случаев [2]. 
Наиболее опасные инфекции в США вызываются Enterococcus faecium, метициллин
резис тентным Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 
Pseu do monas aeruginosa, Clostridioides difficile и Escherichia coli, продуцирующей βлак
та мазы расширенного спектра [3]. Некорректное назначение антибиотиков в значи тель
ной мере усугубляет проблему антибиотикорезистентности, так по различным оцен кам, 
более 50% антибиотиков, назначаемых во всем мире, используются либо без необ хо
димости (например, при вирусных инфекциях), либо неправильно (например, выбор 
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неподходящего антибиотика узкого спектра действия или назначение анти био тиков 
широкого спектра действия без обоснования) [3], что способствует росту антибио ти
ко резистентных штаммов, которые обычно подавляются нормальной микро био той 
человека [4]. Особую озабоченность вызывает распространение бактерий, обладающих 
множественной или панрезистентностью к антибиотикам [5, 6]. При сохранении 
текущей динамики заболеваемости и применения антибиотиков, к 2050 году это может 
привести к 10 миллионам смертей ежегодно и экономическому ущербу в размере около 
100 триллионов долларов США [7, 8].
 В настоящее время для оценки AST (antibiotic susceptibility testing) применяются два 
основных подхода: генотипический и фенотипический. Выявление генов, связан ных с 
резис тентностью, представляет собой важный аспект в решении проблемы антибиотико
устой чивости [9, 10]. В основе генотипических методов лежит выявление генов резис
тентности и определение видоспецифичных консервативных последовательностей 
рРНК с использованием таких техник, как ПЦР [11, 12], полногеномное секвенирование 
[13, 14], различные виды амплификаций (например, использование padlock зондов) [15], 
моле кулярная гибридизация и другие. Современные протоколы подобных анализов 
обла дают рядом значительных преимуществ: не требуется предварительной обработки 
образ цов; постановка анализа занимает мало времени (в некоторых случаях менее 
часа); возможно выявление широко спектра клиническизначимых генов. Некоторые 
подоб ные техники уже интегрированы в медицинские учреждения, например системы 
FilmArray (BioFire) или GeneXpert (Cepheid). Предполагается, что с развитием подобных 
подхо дов точность и полнота диагностики, основанной на данных секвенирования, 
ампли фикации или гибридизации для идентификации бактерий и определения AST, 
значи тельно возрастет [16, 17]. Важной особенностью методов генотипирования при 
анализе AST у вновь выявленных клинических изолятов бактерий является возмож
ность наблюдения за нуклеотидным составом детерминант устойчивости, что имеет 
сущест венное значе ние для решения задач в области эпидемиологии и предска за ния 
путей распро странения антибиоткорезистетных штаммов или отдельных детер ми
нант за счет горизонтального переноса в популяциях микроорганизмов [18]. Однако, 
недостатком метода генотипирования для практического применения в клини ческой 
диагнос тике является то, что наличие генетических маркеров не всегда позво ляет пред
ска зать количественные характеристики устойчивости конкретного штамма к анти био
тикам, то есть, назначить оптимальные дозы антибиотиков для лече ния конкрет ного 
больного [19]. Наиболее существенным фактором при этом является синергизм между 
несколькими детерминантами, который может делать неэффек тив ными стандартные 
дозы антибиотиков, рекомендованные для лечения тех или иных инфекционных 
заболеваний.
 Мутации в генах резистентности или неполное покрытие могут приводить к ложным 
результатам. Горизонтальный перенос генов резистентности и присутствие смешан
ных популяций микроорганизмов также влияют на достоверность результата [20, 21]. 
Эти проблемы особенно актуальны в условиях клинической диагностики in vitro, где 
надежность и точность имеют решающее значение. В силу чего приоритетной является 
разработка методов, коррелирующих с фенотипом микроорганизмов [22].
 Методы определения AST, основанные на бактериологическом высеве с после дую
щим подсчетом числа колоний или определением оптической плотности культуры, счи
таются золотым стандартом в клинической практике, поскольку результатом является 



Методы быстрого фенотипирования бактерий 459

рост бактерий в присутствии антибиотиков. Общепринятая фенотипическая оценка 
AST (микро разведение и дискдиффузионные методы) требует визуальной оценки 
роста бакте рий в течение 18–24 часов и более, что неприемлемо в оперативных случаях, 
требую щих неотложного лечения [23]. В связи с чем имеется необходимость в разработке 
более быстрых, точных и простых систем идентификации бактерий и анализа их AST. 
 Для решения этих проблем были предложены различные методы анализа фено
типов микроорганизмов в присутствии и отсутствии антибиотиков [24–26]. Эти методы 
включают визуализацию ранних циклов деления и выявление метаболических измене
ний с использованием различных аналитических подходов: оптическая микроскопия, 
in silico анализ изображений, массспектрометрия, электрохимия, спектроскопия ком би
на цион ного рассеяния, анализ маркеров окислительного стресса и другие [27]. В комби
на ции с 3D печатью, микрофлюидными технологиями и проточной цитофлуориметрией, 
они имеют значительный потенциал. Целью данной работы является обзор наиболее 
актуаль ных методов и отдельных протоков в оперативном анализе AST и МИК, их при
ме нимость в идентификации бактерий, необходимость культивирования образцов перед 
ана лизом или отсутствие таковой, а также применимость метода для анализа чис тых 
изоля тов и смешанных культур, что особенно актуально в условиях растущего числа 
инфек ций с множественной и панлекарственной устойчивостью. 
 Необходимо отметить, что рассматриваемые ниже методы анализа AST на основании 
фенотипа (физиологической реакции) с применением различных физических методов 
сущест венно отличаются по степени новизны и известности для широкой аудитории. Так, 
методы, основанные на оценке продукции активных форм кислорода, восстановлении 
реза зу рина и производных тетразолия компонентами дыхательной цепи бактерий давно 
и прочно заняли свое место в диагностической практике работы лечебных учреждений. 
Методы, основанные на выявлении нарушения целостности плазматической мембраны 
бакте рий под действием антибиотиков с применением проточной цитофлуориметрии 
широко приме няются преимущественно работе с возбудителями туберкулеза, что обус
лов лено медленным ростом M. tuberculosis, затрудняющим применением к нему класси
чес ких бактериологических методов. Прочие методы: исследование аутофлуоресценции 
NADH, импедансометрия, оценка измерений метаболического футпринта бактерий с 
помощью гигантского комбинационного рассеяния, применение массспектрометрии 
для наблю дения за метаболизацией антибиотика культурой и анализ изменения морфо
ло гической структуры бактерий под действием антибиотика с применением авто ма ти
чес кого анализа изображений остаются новыми методами, находящимися на стадии 
лабо ра торных разработок.
 В связи с вышеизложенным, целью данного обзора является анализ современного 
сос тоя ния в науке в области создания новых методов оценки AST. При этом акцент 
делается на перспективность изложенных методов с точки зрения ускорения анализа при 
прове дении клинической диагностики, широте применимости спектра анализируемых 
пато генов, достоверности получаемых данных (сходимости их результатов с данными, 
полу чаемыми с помощью классических бактериологических процедур). Важным аспек
том является также необходимость предварительной оценки таксономической принад
леж ности патогена до начала определения наличия/отсутствия AST.
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II. ВЛИЯНИЕ АНТИБИОТИКОВ НА ПРОДУКЦИЮ АКТИВНЫХ 
ФОРМ КИСЛОРОДА И ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭТОГО ФАКТОРА 
ДЛЯ РАЗРАБОТКИ БЫСТРЫХ МЕТОДОВ ТЕСТИРОВАНИЯ 

АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ
Сегодня, одной из наиболее популярных групп подходов для оценки метаболических 
свойств бактерий являются индикаторы на основе флуоресцентных красителей, ввиду 
чувст вительности, дешевизны и простоты постановки анализа.
 Так, в работе [28] исследовалось действие антибиотиков доксициклина (ингибитор 
транс ляции) и ампициллина (ингибитор синтеза пептидогликана) на синтез активных 
форм кислорода (АФК) Lactobacillus plantarum, а также влияние на этот процесс произ
вод ных пуриновых нуклеотидов. Было установлено, что оба антибиотика существенно 
подавляют работу генов, участвующих в метаболизме пуриновых нуклеотидов. Авторы 
пред положили, что пуриновые нуклеотиды могут снижать эффективность действия 
анти биотиков. Было установлено, что внесение в среду 2 мМ гуанина и 5–20 мМ адено
зин дифосфата снижало эффективность ампициллина и доксициклина. Полученные 
резуль таты были подтверждены и другими авторами [29, 30]. Авторами была выявлена 
связь нарушения метаболизма пуринов с повышением уровней АФК [28, 31–33]. Для 
этого бактериальные суспензии инкубировали в присутствии ампициллина или докси
цик лина, и определяли содержание АФК с помощью красителя диацетатдихлордигид
ро флуоресцеина (DCFHDA). Было установлено, что интенсивность флуоресценции в 
присут ствии ампициллина и доксициклина практически одинакова, а внесение в среду 
культи вирования бактерий гуанина и ADP (аденозиндифосфата) снижало интен сив ность 
флуоресценции DCFHDA в 1,5 раза [28], что свидетельствует о возможности исполь
зо вания красителейзондов, чувствительных к АФК, в качестве индикаторов эффек тив
ности действия антибиотиков различных типов и механизмов действия. Необходимо 
отметить также, что DCFHDA способен проникать через клеточные мембраны [34], 
однако, авторы предпочли анализировать содержание АФК в клеточных гомогенатах и 
работа выполнена с использованием единственного вида бактерий L. plantarum. 
 Работа Yeo и коллег [35] посвящена разработке метода определения МИК устойчивых 
к карбапенемам штаммов Acinetobacter baumannii с использованием проточной цито
флуо  риметрии. Авторы предположили увеличение уровней АФК на основе ранее 
опубли кованных работ [36–40]. В эксперименте использовали 3 клинических изолята и 
15 анти биотиков, принадлежащих к следующим классам: аминогликозиды (амикацин), 
βлактамы, тетрациклины, фторхинолоны (левофлоксацин), полимиксин B, рифампицин, 
триметоприм/сульфаметоксазол (TMP/SMX). Интенсивность флуоресценции клеток 
после окрашивания красителемзондом RedoxSensor™ Green (RSG), реагирующим на 
актив ность редуктаз в электронтранспортной цепи бактерий, оценивали методом про
точ ной цитофлуориметрии. Под МИК подразумевали наименьшую концентрацию анти
био тика, дающую ≥1,5кратное увеличение интенсивности флуоресценции. Получен
ные данные совпали с результатами классического AST в случае βлактамов (точность 
83,3%) и TMP/SMX (точность 100%). В случае левофлоксацина совпадение соста вило 
33,3%, рифампицина – 0%, амикацина – 33,3% и для тетрациклина – 33,3%. Длитель
ность анализа составила 5 часов.
 Таким образом, в рассмотренных работах анализ проводили на бактериальных изоля
тах, а сам анализ занимал 5–6 часов и требовал относительно длительного культи ви ро
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вания в присутствие антибиотика, что все же не уменьшает потенциала использования 
сен соров окислительного стресса. В целом, использование флуоресцентных зондов с 
высо кими квантовыми выходами позволяет проводить относительно быстрый, чувстви
тель ный и недорогой анализ жизнеспособности культур бактериальных клеток, что 
необ ходимо для оценки МИК и AST.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КРАСИТЕЛЕЙ, РЕАГИРУЮЩИХ НА НАРУШЕНИЕ 
ЦЕЛОСТНОСТИ МЕМБРАНЫ БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК

В настоящее время известно много красителей, применяющихся для выявления жизне
спо собных бактерий и бактериальных клеток, утративших целостность плазматической 
мембраны под действием антибиотиков. Так, в работе Tawakoli и соавторов [41] 
сооб щается о сравнении результатов на модели роста бактериальных биопленок на 
поверх ности дентина. Для окрашивания живых клеток использовались Calcein AM, 
5(6)диацетат карбоксифлуоресцеина (CFDA), диацетат флуоресцеина (FDA) и диацетат 
тетрахлорфлуоресцеина (TFDA), а в качестве красителей, флуоресцирующих только 
после проник новения в клетки через поврежденную плазматическую мембрану – иодид 
пропи дия (PI), бромид пропидия (EtBr) и Sytox red. Краситель Syto 9, использовался для 
определения общей численности бактерий вне зависимости от их жизнеспособности. 
Было показано, что использование EtBr и PI при инкубации более 10 мин дают завы шен
ную долю нежизнеспособных бактерий ввиду неспецифической токсичности. Наимень
шее число искажений, связанных с токсичностью зонда, было выявлено при исполь
зовании Sytox red, который может по своим спектральным характеристикам приго ден 
для использования в паре с FDA. Авторы работы анализировали численность жизне
спо собных и нежизнеспособных клеток на пластинах дентина, инкубировавшихся в 
ротовой полости добровольцев, по прошествии 120 мин. Однако, окрашивание Cal cein 
AM, CFDA, FDA и Sytox red не требует длительной инкубации, что позволяет исполь зо
вать их для визуализации воздействия антибиотиков в реальном времени или в усло виях 
крат ковременной (5–10 мин) инкубации с красителями. Сам подход, напоминает клас
си чес кий многоцветный анализ с помощью проточной цитофлуориметрии и в целом 
подх одит для анализа смешанных культур, однако, в работе не проводилась оценка 
кине тики гибели клеток в ответ на действие антибиотиков. 
 Стоит отметить, что сама окраска, как в случае сенсоров окислительного стресса, 
так и в случае сенсоров целостности мембран занимает 5–20 минут, не требовательна к 
чис тоте культур, а случае использования проточной цитометрии метод не требует боль
шого количества клеток (103–105 КОЕ).
 Важным вопросом, характеризующим пригодность нового метода экспрессоценки 
анти биотикорезистентности смешанных культур и изолятов является сходимость 
результатов с данными традиционных тестов. С этой точки зрения интересны данные, 
посвященные изучению механизма бактерицидного действия макулатина 1.1 (Mac1) – 
анти микробный пептид кожи австралийской древесной лягушки Litoria genimaculata в 
отно шении E. coli и S. aureus c применением красителя Sytox Green, окрашивающего 
поврежденные, но не полностью жизнеспособные клетки. Авторы установили, что Mac1 
эффективно действует на S. aureus (минимальная концентрация, полностью останав
ли вающая рост культуры – 4 мкM), но не на E. coli, где остановка роста достигалась 
только при 64 мкM. При этом флуоресценция Sytox Green при взаимодействии как с 
S. aureus, так и с E. coli с использованием проточной цитофлуориметрии возникала уже 
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при концентрации Mac1 в среде 200 нМ, и краситель не позволял выявить различия в 
чувст ви тельности бактерий к антимикробному агенту [42].
 Barr и соавторы [43] показали на модели патогенных Mycobacterium tuberculosis и 
вакцинного штамма Mycobacterium bovis BCG с применением проточной цитофлуо ри
метрии, что сочетание окраски красителями Calcein AM для живых и SYBRgold для 
повреж денных клеток с нарушенной плазматической мембраной позволяет с высокой 
быстро той и точностью оценивать количество КОЕ в культурах, находящихся на ранних 
стадиях роста (до средней логарифмической фазы). В то же время, использование этого 
метода для оценки эффективности действия антибиотиков, используемых для лечения 
тубер кулеза: рифампицин, канамицин, изониазид и этамбутол, показало результаты, 
только отчасти коррелирующие с результатами бактериологических посевов. Было уста
новлено, что снижение числа КОЕ в культурах M. tuberculosis и M. bovis происходило 
сущест венно быстрее, чем снижение доли Calcein AMположительных клеток или 
увели чение доли SYBRgoldположительных клеток. Это означает, что в определенный 
момент времени большинство клеток в культуре, обработанной антибиотиком, остаются 
струк турно неповрежденными и сохраняют метаболическую активность, но утрачивают 
способность к размножению (образованию колоний). Оценки фармакодинамического 
эффекта с помощью проточной цитофлуориметрии, дали результаты, существенно 
отли чаю щиеся от результатов, полученных при подсчете КОЕ: эффект рифампицина 
на сокра щение количества КОЕ был аналогичен эффекту изониазида, хотя скорость 
сокра щения Calcein AMположительных клеток под действием рифампицина оказалась 
заметно выше, чем в случае изониазида. Авторы пришли к выводу, что использование 
проточ ной цитофлуориметрии не может рассматриваться в качестве эквивалентной 
замены микробиологического метода, но и дает более развернутую информацию о фар
ма кодинамике антимикобактериальных препаратов, которая не может быть полу чена 
при подсчете КОЕ. Однако, остается неясным, является ли эта информация клини
чески значимой. В качестве одной из гипотез, объясняющих различия в резуль татах 
измерений, высказывается предположение, что необратимо поврежденные мико
бак терии в течение долгого времени могут сохранять метаболическую активность и 
остаточную ферментативную активность. В качестве альтернативной гипотезы выска
зано предположение, что причиной расхождений является склонность микобактерий 
под действием антибиотиков переходить в метаболически пассивное (дормантное) 
состояние, выход из которого возможен, но происходит медленно и обусловлен соблю
де нием ряда условий. Тогда FCMтесты на метаболическую и структурную целостность 
стали бы более значимыми показателями жизнеспособности. Во втором случае резуль
таты, полученные с помощью проточной цитофлуориметрии, могут оказаться более 
значи мыми для оценки состояния культур и их чувствительности к антибиотикам.
 Интересный пример использования флуоресцентных красителейзондов для 
изучения клинически значимых проявлений антибиотикорезистентности и фарма ко
ло гического действия антибиотиков в отношении M. tuberculosis приведен в работе 
Olivença и соавторов [44]. Выбор путей антибиотикотерапии этого возбудителя ослож
нен его высокой фоновой устойчивостью ко многим лекарственным препаратам, крайне 
мед ленным метаболизмом, а также способностью к впадению в дормантное состояние, 
позво ляющее переживать даже длительные периоды антибиотикотерапии. В последние 
годы заболеваемость туберкулезом во многих странах, таких как Индия, Южная 
Африка, Россия и ряде других продолжает расти, что придает особую актуальность 
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этому направлению. В этой связи возрос интерес к использованию для лечения тубер
кулёза βлактамов, которые не входят в перечень традиционных средств терапии этого 
заболевания, а лишь как вспомогательных препаратов. Целью работы являлось выяв
ление синергизма между βлактамами и противотуберкулезными препаратами: этамбу
то лом и изониазидом. В работе использовался типовой штамм M. tuberculosis H37Rv и 
восемь оригинальных клинических изолятов, в том числе, четыре лекарственноустой
чивых штамма. Было показано, что сочетанное применение этамбутола и βлактамов 
даёт выраженный синергетический эффект, заметно превышающий синергизм этам бу
тола и изониазида, существование которого считается убедительно доказанным всей 
клини ческой практикой борьбы с туберкулёзом. В макрофагах, инфицированных изоля
том THP1, сочетание этамбутола и меропенема неизменно позволяло достигать более 
высо кой эффективности элиминации возбудителя. В качестве метода исследования 
исполь зовалась проточная цитофлуориметрия, а в качестве зонда – конъюгат анти био
тика ванкомицина с красителем BODIPY. Ванкомицин эффективно связывается с пепти
догликаном клеточной стенки бактерий, в том числе, M. tuberculosis. Культуры M. Tuber
cu losis обрабатывали этамбутолом в концентрации 2 мг/л, меропенемом в концентрации 
0,5 мг/л и их комбинацией. Высокоустойчивый штамм MDRIII дополнительно обраба
тывали этамбутолом в дозе 16 мг/л индивидуально, либо в сочетании с меропенемом и 
клавулановой кислотой. Результаты экспериментов показали, что нарушение дос тупа 
βлактамов к периплазматическим транспептидазам, характерное для многих штам
мов M. tuberculosis, устраняется комбинации с этамбутолом, что объясняется одновре
менным подавлением синтеза арабиногалактана и пептидогликана – двух ключевых 
компонентов клеточной стенки. Таким образом, комбинация βлактамов с этамбутолом 
может значительно повысить эффективность лечения туберкулеза.
 Gregorchuk и соавторы [45] использовали мембранонепроникающие флуорес цент
ные зонды пропидия иодида и этидия бромида, позволяющие определять наличие у 
E. coli детерминант устойчивости к хлоргексидину, связанных с представленностью 
белковтранспортеров в клеточных мембранах: гиперэксперссии эффлюксных белков, 
в частности, acrB, qacE и aceI, и нольмутации о генам поринов ompCF и mlaA. Было 
пока зано, что сходимость с данными микробиологического высева удается получить 
только для мутантов по гену mlaA при использовании PI, что делает практически неце
ле сообразным его использование для первичной характеристики вновь полученных 
изо лятов бактерий и смешанных культур.
 Yang и коллеги разработали [46] метод фенотипической детекции множественной 
лекарственной устойчивости патогенных дрожжей Candida albicans к азольным проти
во грибковым препаратам. Они использовали Calcein AM, как индикатор множественной 
лекарственной устойчивости в опухолевых клетках млекопитающих. Было установлено, 
что Calcein AM не выбрасывается из клеток C. albicans, содержащих ген CDR1, который 
кодирует АТФзависимый транспортер. Однако, использование флуоресцеиндиацетата 
(FDA) в этом качестве оказалось эффективным и дало хорошую сходимость с данными 
микро биологического высева. Было установлено, что добавление в среду азида натрия 
увеличивало флуоресценцию резистентных клеток, несущих ген CDR1, более чем в 20 
раз, в то время как повышение интенсивности флуоресценции FDA чувствительных к 
лекарст венным препаратам клеток C. albicans при внесении азида натрия наблюдалось 
только в тричетыре раза.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИНДИКАТОРОВ АКТИВНОСТИ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ 
БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

Активность электронтранспортной цепи, локализованной в плазматической мемб
ране бактерий, является перспективным индикатором, позволяющим оценивать 
эффек тивность бактерицидного действия антибиотиков, поскольку даже кратковре
мен ное падение электрохимического потенциала ниже критического порога приводит 
к необратимой гибели бактериальной клетки [47]. Для оценки активности электрон
транс портной цепи бактерий можно использовать соли тетразолия [48] или резазурин 
(7гид рокси3Нфеноксазин3он 10оксид) [49]. 
 3(4,5диметилтиазол2ил)2,5дифенилтетразолия бромид (МТТ) при физиологи
чес ких значениях рН обладает положительным зарядом, благодаря чему проникает в 
живые клетки. Другие производные тетразолия – (3(4,5диметилтиазол2ил)5(3кар
бок си метоксифенил)2(4сульфофенил)2Hтетразолиум) (MTS), (2,3бис(2метокси
4нитро5сульфофенил)2Hтетразолиум5карбоксанилид) (XTT) и (2(2метокси
4нитро пентил)3(4нитропентил)5(2,4дисульфофенил)2Hтетразолиум) (WST8) 
несут отрицательный заряд, что не позволяет им проникать в бактериальные клетки [50]. 
Для измерения активности дыхательной цепи эти соединения используются в сочета нии 
с проме жуточным акцептором электронов, который переносит электроны из плазма ти
ческой мембраны на конечный акцептор. В качестве медиатора может использоваться 
фена зина метосульфат (PMS) [51]. В результате восстановления солей тетразолия обра
зуется формазан, который может быть определен спектрофотометрическими или электро
химическими методами.
 Использование резазурина и солей тетразолия даёт сопоставимые результаты, 
однако, продукт восстановления резазурина – резаруфин, может подвергнуться даль ней
шему восстановлению с образованием неокрашенного и нефлуоресцирующего дигид
ро резоруфина [52], а нерастворимый в воде формазан, может выпадать в осадок внутри 
живых бактериальных клеток, нарушая их жизнеспособность, что вносит искажения в 
резуль таты анализа [53].
 Недостатком обоих соединений является то, что до воздействия антибиотика интен
сив ность измеряемого в эксперименте сигнала является максимальной, а по мере воз
дей ствия антибиотика на культуру она постепенно снижается – таким образом, необхо
димо определять небольшое падение сигнала на фоне максимального первоначального 
зна че ния, что приведет к высокой погрешности измерений.
 Oeschger и коллеги отметили, что что для визуального анализа наиболее удобны 
реза зурин (PrestoBlue) и XTT, тогда как MTT оказывается наиболее доступен с точки 
зрения себестоимости при анализе резитстентности Neisseria gonorrhoea [54]. 
 Liu и соавторы одновременно измеряли интенсивность дыхания и кон цент ра цию 
АФК с использованием производного тетразолия WST8 и 2',7'дихлорди гид ро флуо рес
цеиндиацетата при воздействии антибиотиков на дормантные формы E. coli [55]. 
 Zhang и коллеги сконструировали автоматическую колориметрическую систему с 
модулем иммуномагнитной сепарации на основе микропланшета, позволяющую еди
но временно анализировать до 16 комбинаций штаммов бактерий и антибиотиков при 
времени пробоподготовки до 45 мин, чувствительности 103 КОЕ/мл и длительности 
анализа 6 часов [56]. 
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 Crane и коллеги продемонстрировали возможность электрохимической детекции 
резаруфина вплоть до 15,6 мкМ с помощью печатных электродов для исследования 
фенотипической устойчивости E. coli ATCC 25922 к гентамицину – анализ занял 
90 минут (за это время была выполнена инокуляция бактериями искусственного 
эквивалента мочи, инкубация с антибиотиком и электрохимическое измерение) [57]. 
 Также использовался 2,3,5трифенилтетразолия хлорида (ТТС) для анализа актив
ности Helicobacter pylori отдельно или в присутствии доксициклина, левофлоксацина, 
амок си циллина, кларитромицина и метронидазола [58]. 
 Ikeda и коллеги снизили время анализа устойчивости S. aureus до 2 часов при 
электро  химической детекции продукта восстановления МТТ [59].
 Таким образом, оперативность использования сенсоров активности дыхательной 
цепи лежит в пределах от 1,5 (при электрохимической детекции) до 6 часов (при коло
ри метрической детекции), а сами протоколы могут быть использованы для оценки 
чувст ви тельности как изолятов, так и смешанных культур, содержащих относительно 
неболь шие количества клеток (от 103 КОЕ/мл).
 Анализ работ [54–58], а также цитируемых в них источников, позволяет сделать 
вывод, что использование резазурина и производных тетразолия в настоящее время 
явля ется распространённым методом ускорения анализа антибиотикорезистентности 
бакте рий, дающим результаты, вполне совпадающие с результатами классических 
культуральных методов, и позволяющим сократить длительность исследования в 3–4 
раза по сравнению с классическим методом подсчета колоний или определения опти
чес кой плотности культуры.

ИССЛЕДОВАНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ NADH  
В БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ

NADH является одним из основных медиаторов, обеспечивающих передачу восста
но вительных эквивалентов из катаболических реакций в дыхательную цепь [60]. 
Оптические свойства NADH и NAD+ существенно различаются. Спектр поглощения 
NADH показывает два максимума при 250 нм и 340 нм; NAD+ имеет единственный 
максимум при 250 нм [61]. При возбуждении ультрафиолетовым светом NADH, в 
отличие от NAD+, флуоресцирует синим цветом (максимум испускания ~460 нм). Так, 
Chance и соавторы [62, 63] описали возможность исследования состояния мито хонд рий 
с использованием NADH в качестве эндогенного зонда, а Perinbam и коллеги исполь зо
вали подобный подход для исследования изменения метаболического профиля и резис
тент ности Pseudomonas aeruginosa, определяя содержание свободной и связанной с 
фер ментом фракций NADH с помощью флуоресцентной прижизненной микроскопии 
путем определения времени жизни возбужденного состояния (FLIM). Так, популяция с 
низкой и повышенной вирулентностью различались по метаболическому профилю [64]. 
Высоковирулентная популяция имела сниженную концентрацию NADH, связанного с 
фер ментом, а также сниженное общее содержание NADH. Эта работа свидетельствует 
о перспективности использования NADH в качестве эндогенного маркера для оценки 
эффек тивности действия антибиотиков на культуры бактерий. 
 Другой пример использования NADH в качестве метаболического индикатора 
проде монст рировал Biener и соавторы [65]. Культуры S. aureus, облученные одной или 
двумя дозами лазерного излучения при интенсивности 121 Дж/см2 с длиной волны 
405 нм, исследовались с помощью лазерных микроскопов, что позволяло обнаруживать 
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эндо генные флуоресцирующие объекты с заранее неизвестными спектральными харак
те ристиками, а также измерять интенсивность флуоресценции потенциалчувстви
тель ного красителя 3,3'диэтилоксакарбоцианина йодида. Исследование эндогенной 
флуо ресценции позволило обнаружить в облученных клетках возбужденные состояния 
порфи ринов, NADH и FAD, а экзогенный сигнал позволил наблюдать за скоростью 
паде ния мембранного потенциала. В течение первых 5 минут после облучения первой 
дозой света фиксировались быстрые изменения всех измеряемых параметров, а после 
второго облучения аналогичные изменения протекали существенно медленнее. Эти 
резуль таты свидетельствовали о том, что раннее антимикробное действие синего 
света обусловлено нарушением целостности мембран. Цитируемая работа показывает 
возможность использования NADH и FAD в качестве эндогенных флуоресцирующих 
зондов, способных дать важную информацию об изменении клеточного метаболизма в 
тече ние нескольких минут после применения к бактериям повреждающего воздействия.
 Также была описана система для наблюдения за скоростью роста бактерий на 
поверх ности пищевых продуктов, основанная на измерении интенсивности флуорес цен
ции порфиринов и NADH [66]. Следует подчеркнуть, что синтетические производные 
порфиринов, обычно используемые в каталитической или фотодинамической терапии 
[67–69], также нашли применение в качестве сенсоров для анализа бактериальных 
клеток [70,71]. 
 В работе Dixneuf и коллег [72] измерялось светорассеяние и аутофлуоресценция, 
связанная с дыханием изолятов бактериальных клеток E. coli и S. epidermidis после воз
дей ствия двух антибиотиков, принадлежавших к группам аминогликозидов и βлакта
мов, с помощью цитофлуориметрии в каналах FAD и NADH с целью быстрого феноти
пи ческого тестирования чувствительности. Полученные результаты подтвердили 
воз мож ность проведения анализа изолятов на антибиотикорезистентность за 2 часа.
 Резюмируя, можно заключить следующее: 
 1. Наиболее оперативными из описанных методов определения фенотипической 
устой чивости являются [57] – 90 мин, [59]– 2 часа и [72] – 2 часа. Две первых работы 
осно ваны на электрохимической детекции резаруфина и формазана, а третья работа – 
на оценке аутофлуоресценции NADH и изменения мембранного потенциала с помощью 
проточной цитофлуориметрии. Использование спектрофотометрического и спектро
флуо риметрического анализа в большинстве работ обеспечило время проведения ана
лиза около 6 часов.
 2. Использование флуоресцентных красителей, позволяющих детектировать нару
шение целостности плазматической мембраны или падение электрохимического потен
циала, а также определение концентрации АФК теоретически способно давать более 
короткие времена проведения анализа, так как связано с нарастанием измеряемого сиг
нала во время инкубации. Однако, цитируемые работы не ставили целью повышение 
экспрессности.
 3. Использование проточной цитофлуориметрии показало пригодность для работы 
с некультивированными бактериальными изолятами. Преимуществом этого метода 
явля ется также возможность одновременного проведения инкубации бактерий с анти
биотиком и детекции, что обеспечивает максимальную оперативность анализа, сущест
венным недостатком же является дороговизна приборов и необходимость проведения 
анализа квалифицированным персоналом.
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 4. Использование иммуносорбции для обогащения культур обеспечивает возмож
ность анализ только заранее известных групп микроорганизмов [56]. Однако, исполь зо
вание универсальных функционализированных подложек, способных связывать бакте
рии всех типов, способно существенно ускорить проведение анализа.

III. ПРИМЕНЕНИЕ ИМПЕДАНСОМЕТРИИ  
ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ БАКТЕРИЙ  

И ОПРЕДЕЛЕНИЯ ИХ УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБИОТИКАМ
Одним из распространённых методов микробиологических исследований является изме
рение комплексного импеданса среды, в которой находятся клеточные структуры. Хотя 
анализ электрического отклика среды с микроорганизмами (в том числе в присутствии 
антибиотиков) в настоящее время не является сертифицированным методом, исполь
зуемым в клинической практике, исследования в данной области достаточно активно 
развиваются, предоставляя исследователям возможность оперативного количественного 
анализа динамики изменения состояния сред, содержащих микроорганизмы в усло
виях, близких к естественным. В самом распространенном случае ячейка для изме ре
ния импеданса представляет собой закрытую или проточную, стеклянную или поли
мер ную камеру небольшого объема (единицы и десятки микролитров), в одну из 
стенок которой интегрированы два и более микроэлектродов (в основном тонкий слой 
инерт ного металла) малой площади с небольшим расстоянием между ними (например, 
толщина электрода 15 мкм с расстоянием между ними 15 мкм). Поверхность электродов 
зачастую подвергается химической модификации, в том числе антителами или низко
мо ле кулярными линкерами, для специфической или неспецифической адгезии бакте
риальных клеток. В подобном исполнении, такие камеры могут быть легко интег ри
ро ваны в микрофлюидные системы. При внесении бактериальной культуры в камеру, 
клетки, взаимодействуя с поверхностью электродов, изменяют площадь их контакта со 
средой, а вещества, в том числе низкомолекулярные ионы, выделяемые в среду, изменяют 
проводимость межклеточного пространства, что в целом изменяет проводимость среды, 
которая фиксируется путем отведения. Стоит отметить, что использование такого 
подхода не подразумевает вмешательства в метаболизм клетки путем введения зондов 
или внесения других ксеногенных молекул, за исключением антибиотиков при опре де
лении МИК и AST, что позволяет вести продолжительное наблюдение за культурой в 
«интактных» условиях.
 Эквивалентная электрическая схема набора клеток в жидкой среде представляет 
собой комбинацию активных сопротивлений жидкой фазы, внутриклеточной жидкости, 
а также реактивных емкостных сопротивлений, образующихся на границах раздела фаз 
(рисунок 1 А). 
 Эти границы фактически совпадают с клеточными мембранами в силу того, что 
электро проводность самих мембран значительно ниже электропроводности жидких фаз 
[73]. Изменение комплексного сопротивления (импеданса), свидетельствует об изме не
ниях в ростовой среде. Под действием микроорганизмов заряженные продукты мета
бо лизма выделяются в среду, при этом незаряженные или слабо заряженные субстраты 
могут превращаться в более сильно заряженные конечные продукты. Таким образом, 
электро химические изменения в ростовой среде приводят к существенным изменениям 
импеданса.
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Рис. 1. Эквивалентная схема системы, состоящей из клеток в жидкой среде. 
 Rm и Cm – сопротивление и емкость объемной среды, Ri и Ci – сопротивление и емкость гра
ницы раздела электродэлектролит (А). Процентное увеличение емкостной составляющей импе
данса образца в зависимости от времени при использовании в качестве субстрата продуктов из 
(Б) мороженого и (В) среды ЛурияБертани (LB) [73].
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 Базовая методика подразумевает использование монохроматического сигнала с 
часто той, линейно изменяющейся со временем. В случае, когда частота синусоидального 
тесто вого сигнала, подаваемого на электроды, относительно низкая (ниже ~1 МГц), 
емкостью среды Cm можно пренебречь, и систему можно смоделировать с помощью более 
простой схемы, состоящей только из последовательно соединенных сопротивления RS, 
определяемого преимущественно активным сопротивлением межклеточной жид кости, 
и емкости CS, обусловленной двойным электрическим слоем на клеточной мем бране 
[74]. При концентрации клеток порядка 106 – 107 ед./мл. часто проявляются экспо нен
циаль ные изменения импеданса. Основы практического применения метода изме рения 
комп лексного импеданса среды для биологических систем, называемого ещё импе данс
ной микробиологией, в современном его виде изложены в работах ФистенбергаИдена 
и Эдена [75], Ур и Брауна [76], Кэди [77] и других авторов.
 Особенностью временно́го электрического отклика является постоянство вели чин 
RS и CS до тех пор, пока концентрация бактерий не достигнет критического значе ния 
CTH. Эта величина зависит от штамма бактерий, состава среды, геометрии и распо ло же
ния электродов, однако всегда находится в достаточно узком диапазоне 106–107 КОЕ/мл. 
При достижении и превышении критической величины CTH величины активного сопро
тив ления RS и ёмкости CS резко изменяются – в частности, для бактерий как правило 
проис ходит уменьшение RS и увеличение CS, а для дрожжей – наоборот, уменьшение CS 
и уве личение RS. После резкого изменения электрофизических параметров системы эти 
пара метры выходят на временно́е плато. Измеряемой величиной является время дости
же ния концентрации CTH, определяемое по перегибу кривых RS и CS при стандартных 
усло виях роста бактериальной культуры – DT. Чем выше начальная концентрация, тем 
время меньше. Результаты исследований [78, 79] показывают, что величина DT является 
линей ной функцией начальной концентрации культуры C0 в соответствии с формулой:
 DT = A • log10(C0) + B,   (1) 
где параметры A, B зависят от штамма бактерий, состава среды, геометрии и т.п.
 Данный способ позволяет проводить быструю диагностику [80] и предоставляет воз
мож ность автоматизации по сравнению с традиционным подсчётом концентрации КОЕ 
[81, 82], в результате можно эффективно определять исходные концентрации широкого 
класса одноклеточных культур – бактерий, грибковых культур – промышленным спосо
бом в продуктах, водоёмах и т.п. [80, 83]. В работе [73] отмечается, что изменение 
ёмкости Cm более информативно с точки зрения определения начальной концентрации 
бакте рий. Для иллюстрации сказанного, на рисунке 1 (Б и В) приведены типичные вре
мен ны́е зависимости изменения Cm с ростом числа E. coli при +39°С для ряда продуктов 
для мороженого и модельной среды ЛурияБертани (LB) при различных начальных кон
центрациях. Время начала спада ёмкости DT связано со средним временем размножения 
бактерий TG соотношением:

                                 
  
,    (2) 

где tdelay – время температурной стабилизации системы, С0 – начальная концентрация, 
 СTH – пороговая концентрация бактерий, при которой Cm начинает расти.
 Описанный метод не требует разбавления образца в других средах, и является 
удоб ным для автоматизации. Недостатком является высокий уровень достоверно опре
де ляемых концентраций – 105 КОЕ/мл.
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 Значительно повысить чувствительность и одновременно уменьшить время анализа 
позволяют микрофлюидные системы. Обычно для производства микрофлюидных чипов 
используется полидиметилсилоксан, обладающий инертностью и газопроницаемостью, 
что позволяет проводить инкубацию живых клеток, но также используются и другие 
материалы – поли(метил метакрилат), полистирол, поликарбонат, а также биораз лагае
мые, в основном используемые в биомедицине – полигидроксибутират и полилактат [84]. 
 Yang и коллеги [85] показали эффективность использования такого подхода для 
конт роля роста бактерий. На рисунке 2 Е приведены данные кинетики относительного 
изме нения сопротивления с ростом числа бактерий – E. coli, K. pneumoniae и S. sapro phy
ti cus. Величинами, отображаемыми на графике как ординаты, является относи тельное 
изменение сопротивления, определяемое как 
 ∆R(t) /∆R(0)  = (R(t)  – Rem) / (R(0)  – Rem) ,    (3)
где R(t) – сопротивление в момент времени t, R(0) – сопротивление непосредственно 
после загрузки в ячейку объекта измерений, Rem – сопротивление ячейки без бактерий. 
Предполагается, что бактерии K. pneumoniae и S. saprophyticus неподвижны и легко 
задер живаются в микроканалах; E. coli подвижна, но маловероятно, что она изменит 
свое направление и покинет герметичный микроканал. Все изменения электрического 
сопро тивления близки к экспоненциальным: 
 ∆R(t) /∆R(0)   n(t) /n(0)  ert,   (4)
где n (0) и n (t) – концентрации бактерий в начальный момент времени и момент времени 
t, соответственно, а скорость роста r связана с временем размножения (удвоения) td 
соотношением td = ln(2) /r для каждого штамма. 
 На вставке рисунка 2 Е показаны значения td, полученные в результате линейной 
аппрок симации натуральных логарифмов кривых роста. Измеренные в данной работе 
вели чины td несколько выше, чем описано в литературе, что авторы связывают с возмож
ной ограниченностью доступности питательных веществ в микроканалах [86].
 Измерение электрического отклика бактериальной среды может быть использовано 
для определения чувствительности к антибиотикам. Используя микрофлюидную 
оснастку, в работе [85] проведено определение чувствительности E. coli, K. pneumoniae 
и S. saprophyticus к ампициллину и налидиксовой кислоте по изменению относительного 
электрического сопротивления (рисунок 2 А, Б, В) [85]. Также был выполнен анализ 
«электрических сигнатур» антибиотиков. Для этого авторами после ВЧфильтрации 
сигнала во временно́й области и статистической обработки флуктуаций сигнала, 
обусловленных специфическим поведением колоний бактерий (E. coli) при наличии 
антибиотика, были получены зависимости статистического распределения флуктуаций. 
На рисунке 2, Г приведено распределение функции плотности вероятности (PDF) 
флуктуаций измеряемого сопротивления, а на рисунке 2 Д  – спектральная плотность 
мощности этого же сигнала (PSD). Кривая, соответствующая системе без антибиотика 
(левый рисунок 2, Г) хорошо описывается функцией Гаусса; кривые для систем с 
добавлением налидиксовой кислоты (средний рисунок) и ампициллина (правый 
рисунок) описываются аналитическими экспоненциальностепенными функциями 
более сложного вида, каждая со своим набором численных параметров. Таким образом, 
анализ электрического отклика системы позволяет количественно характеризовать 
как устойчивость клеточных структур к антибиотикам, так и специфическое действие 
антибиотиков.
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 Если рассматривать не временну́ю, а частотную зависимость электрического отклика 
системы, то нетрудно заметить, что она также определяется соотношением удель
ных электропроводностей внутриклеточной, межклеточной жидкостей и клеточ ных 
мембран. Для анализа применяют несколько вариантов эквивалентных схем, в частности 
модель ФрикеМорзе [87–89], Петрова и другие. Так, на рисунке 3 А, Б видно отличие, 
заклю чающееся в учёте влияния активного сопротивления клеточных мембран через 
актив ное сопротивление Rm. 
 Для бактерий, данная величина значительно превышает активное сопротивление 
жид кости. Вклад реактивной компоненты проявляется через включение ёмкости, обра
зо ванной границе жидкой фазы, содержащей электролит, и изолирующей клеточной 
мембраны. Зависимость полного сопротивления Z от частоты демонстрирует следующие 
тенденции: 
 – Сопротивление на низких частотах постоянно и определяется сопротивлением 
меж клеточной жидкости R, что связано с малой величиной ёмкости (высоким реак тив
ным сопротивлением XC) при низких частотах.
 – Сопротивление на высоких частотах изза соотношения XC << R также постоянно 
и определяется резистивным делителем, образованным активными сопротивлениями 
меж клеточной и внутриклеточной жидкостей; следовательно, определив сопротивление 
в низко частотном пределе ZНЧ = R0 и ZВЧ, можно определить сопротивление внутри кле
точ ной жидкости.
 – Промежуточная область спада полного сопротивления определяется ёмкостной 
реактивной компонентой двойного электрического слоя на клеточной мембране. В этой 
области по величине реактивной компоненты XC можно судить о ёмкости, создаваемой 
кле точными мембранами. 
 Многочисленными исследованиями установлено, что мембраны отчётливо прояв
ляют ёмкостные свойства только в живых клетках. При отмирании клеток это свойство 
утрачивается. Таким образом, анализ комплексного импеданса позволяет судить о 
жизне способности культур бактерий при воздействии внешних факторов без внесения 
какихлибо дополнительных компонентов (меток и пр.) в среду.
 Simić и соавторы [87] предложили метод расчёта эквивалентных емкостей и комп
лекс ных сопротивлений для модели ФрикеМорзе, позволяющий использовать методику 
изме рения комплексного импеданса в портативных и автономных недорогих системах в 
режиме реального времени.
 Ghosh и коллеги [90], измеряя комплексный импеданс в частотной области, опре
делили импеданс мембраны и зафиксировали взаимодействие мембраны с анти био
ти ком, используя полимиксин B, бацитрацин и меропенем. Известно, что грам отри
ца тельные бактерии содержат две мембраны: наружную (НМ) и внут реннюю (ВМ). 
Наличие наружной мембраны придает грамотрицательным бактериям устойчивость к 
детергентам и высокомолекулярным антибиотикам. Для анализа взаимодействия анти
биотика с НМ часто используются модели, такие как липидные бислои на подложке 
(SLB). Преимуществом SLB является двумерная плоская геометрия, которая совместима 
с количественными методами исследования поверхности, в частности, флуоресцентной 
микроскопией и методикой QCMD (Quartz Crystal Microbalance with Dissipation). В 
последнее время технологию SLB используют также для электрохимических мето дов 
исследований, что позволяет проводить на одной подложке цикл оптических, физико
механических и электрохимических исследований. Такой подход был при менён в 
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работе Simić и соавторов [87]. Использовали подложку из проводящего полимера – 
поли(3,4этилендиокситиофен)полистиролсульфоната (PEDOT:PSS), измере ния прово
дили по классической трёх электрод ной схеме с электродами Ag/AgCl и плати но вой 
сеткой. Спектры электро хи мического импеданса записывали для переменного сину сои
дального напряжения частотой от 105 до 10–1 Гц. Этот частотный диапазон был выб ран 
для регистрации частотнозависимых изменений импеданса бислоя НМ (~10–104 Гц), 
электрода (< 10 Гц) и буфера (~> 104 Гц). Авторы использовали методику для мони
торинга взаимодействия антибиотиков – полимиксин B, бацитрацин, меропенем – с 
обра зованным бислоем. На рисунке 3 (А, Б, В) приведены результаты измерений час
тот ной зависимости импеданса для ячеек с исходной подложкой PAH:PEDOT:PSS, с 
модель ной мембраной (OM Bilayer) и антибиотиками – (А) полимиксином B (PMB), 
(Б) бацитрацином (BAC), (В) меропенемом (MER). На рисунке 3 (Г, Д, Е) приве дены 
соответствующие гистограммы, иллюстрирующие изменение импеданса после воздейст
вия антибиотика, причём на (Г) и (Д) отражены изменения активного сопротивления, а 
на (Е) – ёмкости. В совокупности эти наблюдения за тремя различными антибиотиками 
подтверждают возможность использования методики для определения активности 
анти био тиков, воздействующих на мембраны, а также для оценки проницаемости анти
биотиков через порины.
 В ряде работ для количественного определения антибиотиков используют методы 
катод ной и анодной инверсионной вольтамперометрии [91, 92], ионометрический метод 
[93, 94]. Нижняя граница определяемых содержаний антибиотиков составляет вели
чины порядка 10–9 мг/мл.

Рис. 3. (А–В): зависимость импеданса для ячеек с исходной подложкой (PAH:PEDOT:PSS), под
лож кой с модельной мембраной (OM Bilayer) и антибиотиками – (A) полимиксином B (PMB), (Б) 
бацитрацином (BAC), (В) меропенемом (MER); (Г – Е): гистограммы, иллюстрирующие изме
нение импеданса (Г, Д – активное сопротивление, Е – ёмкость) в той же конфигурации, что на 
(А – В). Из работы [87].
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 Резюмируя, можно заключить следующее: 
 1. Импедансометрия является одним из наиболее оперативных методов анализа 
жизне способности бактериальных культур – различия в присутствие антибиотиков 
можно наблюдать уже на 10–15 минуте инкубации [90].
 2. Измерение «стандартной» общей проводимости культуры в сравнении с необ ра
ботанным контролем достаточно для анализа МИК и AST как изолятов, так и сме шан
ных культур.
 3. Импедансометрия позволяет снимать электрические сигнатуры, потенциально 
приме нимые для идентификации изолятов, что, однако, неприменимо в случае смешан
ных культур.
 4. Комбинация импедансометрии с микрофлюидными установками дает возмож
ность оперативно анализировать состояние одиночных клеток в экстремальномалых 
объемах, что в некоторых случаях делает возможным анализ клинических образцов и 
исклю чает необходимость культивирования.
 5. Недостатками «классической» импеданосметрии является узкий диапазон (около 
одного порядка) и достаточно высокая концентрация клеток в суспензии для получения 
достоверных результатов (от 105 КОЕ/мл), которые нивелируются при применении 
микро флюидных чипов. Также следует отметить, что в настоящее время использование 
методики, например, в области оценки устойчивости микроорганизмов к антибиотикам, 
находится на стадии исследований и требует верификации для применения в клинической 
практике.

IV. СПЕКТРОСКОПИЯ КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ  
И ЕЕ МОДИФИКАЦИИ  

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ РЕЗИСТЕНТНЫХ ШТАММОВ БАКТЕРИЙ
Спектроскопия комбинационного рассеяния (КР) – метод колебательной спектроскопии, 
используемый для анализа различных биологических сред. Достоинствами метода 
является доступность приборов, легкость пробоподготовки, возможность интеграции 
с оптическими микроскопами [95–97] и разнообразие доступных модификаций метода 
[98, 99]. Относительная быстрота проведения анализа позволяет наблюдать различия в 
КРспектре чувствительных и резистентных бактерий уже после 1–8 часов инкубации 
с анти биотиком (в зависимости от чувствительности метода и рода бактерий). К недос
тат кам относится сложность анализа КРспектров, требующая применения методов 
хемо метрики [95, 100, 101] или машинного обучения [102–104]. В целом, методы, осно
ван ные на КРспектроскопии, не являются строго количественными, но существует мно
жество адаптаций для частных задач количественного анализа, например, инкубация 
изоля тов в присутствие D2O, что приводит к появлению пиков в области «молчания» 
на КР спектрах свидетельствуя об активном метаболизме в клетках и формировании 
C–D связей (рисунок 4 А, Б) [105–107]. Практикуется также применение внутренних 
стан дар тов при анализе супернатантов бактериальных культур при помощи гигантского 
комбинационного рассеяния (ГКР) [108]. Внутренний стандарт может быть нанесен на 
ГКРподложку непосредственно в процессе ее синтеза [109].
 Использование КРспектроскопии для анализа устойчивости осложняется тем, что 
антибиотики с различным механизмом действия оказывают различное влияние на мета
болизм, т.е. интенсивность различных полос в КРспектре может как увеличиваться, так 
и уменьшаться. В частности, Сингх с соавторами [110] указывает, что ципрофлоксацин 
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и меропенем уменьшают интенсивность полос, связанных с ДНК (667, 724, 785, 1378, 
1480, 1575 см–1) и белками (640, 1662 см–1) и увеличивают интенсивность полос, свя зан
ных с липидами (891, 960, 1445 см–1). Гентамицин и нитрофурантоин, напротив, увели
чи вают интенсивность полос, связанных с ДНК, но уменьшают интенсивность полос, 
связанных с белками и липидами. В целом, изменения в метаболизме бактерий отра
жают механизм действия антибиотиков [111–113].
 Использование ГКР по сравнению с КР позволяет значительно увеличить чувстви
тельность [114]. На рисунке 4 В и Г приведены ГКР спектры различных микроорганизмов 
и пример их кластеризации с помощью анализа главных компонент. В основе ГКР 

Рис. 4. А. Спектр комбинационного рассеяния (РАМАНовский спектр) штамма E. coli ATCC 
25922 при различных варинатах инкубации в присутсвии ципрофлаксоцина и D2O – наблюдается 
появ ле ние пика CD (~2170 см–1) связей у некоторых образцов. 
 Б. Корреляция значений МИК для штаммов ATCC 27853, ATCC 35218, ATCC 25922, и ATCC 
700603, рассчитанных методом микроразведений и методом КРспектроскопии при инкубации в 
при сут ст вии D2O [105–107]. 
 В. ГКР спектры A. xylosoxidans B064 V2S2F, S. pneumoniae CF 108 T6, E. coli UM013, P. 
aeruginosa B004 V4E2E, и P. aeruginosa PA01.
 Г. Кластеризация образцов штаммов с помощью анализа главных компонент по различиям в 
спектрах [115].
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лежит взаимодействие вещества с плазмонной поверхностью, в качестве которой чаще 
всего используются наноструктуры на основе золота или серебра [115]. Как правило, 
ГКР можно отнести к одному из двух классов: ГКР на наноструктурированной твердой 
под ложке [116–119] или ГКР с применением коллоидных частиц [101, 111, 120, 121]. 
Раз но видностями ГКРметода являются методы ГКР с метками, усиливающими сигнал 
[120] или с зондами, увеличивающими селективность анализа [102]. Помимо зон дов 
на основе нуклеиновых кислот, по аналогии с отработанными методами иммо би ли за
ции, применяемыми в направленной доставке лекарственных препаратов [122–126], 
используются белковые и пептидные векторы. При связывании бактерий с поверхностью 
ГКРсубстрата в качестве зондов могут выступать полноразмерные антитела или 
их фрагменты (например, scFv или Fab), пептиды бактериофагов, и другие векторы 
[115, 117, 118]. В качестве альтернативы моноклональным антителам для связывания 
наночастиц золота с бактериями могут использоваться аналоги антител [127, 128].

ОСОБЕННОСТИ ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА
Методы КР и ГКР, являясь достаточно чувствительными, предъявляют особые требова
ния к проведению анализа. Так, анализируемые спектры не должны быть загрязнены 
сигна лами от антибиотика [96, 111, 129]. Однако, при анализе единичных клеток 
отмывка от среды, содержащей антибиотик, может и не применяться [95, 97, 130]. Для 
полу чения библиотек КРспектров зачастую используют родственные штаммы чувстви
тель ные и резистентные к определенным антибиотикам [96, 98, 103] или в виде клини
чес ких изолятов [105, 106, 113, 121].
 В качестве аналита для ГКР могут использоваться как цельные бактериальные 
клетки, так и межклеточный матрикс. Как и в случае ранее описанных подходов, комби
нация КР и ГКР с микрофлюидными системами, позволяет проводить последовательное 
измерение большого количества образцов в индивидуальных микроячейках [118,119].
 Ввиду высокой чувствительности данных методов во многих работах используются 
методы статистической обработки и/или машинного обучения. Для идентификации и 
группировки спектров – например, метод главных компонент и линейный дискри ми
нантный анализ позволяют различать виды бактерий [131], метаболическое сос тоя ние 
[100] и жизнеспособность [101]. Методы статистической обработки позво ляют клас си
фи цировать массивы схожих спектров, содержащих пики различной интен сив ности в 
одних и тех же областях.
 К настоящему времени не выработано стандартов анализа бактерий с помощью 
КР. Вопрос чувствительности (минимальное количество клеток, минимальная 
концентрация метаболитов и т.д.) также остается открытым, хотя в отдельных работах 
предпринимались попытки определить эти значения: 103–104 КОЕ/мл при анализе 
суспензий [116]; 44–128 единичных клеток при микроскопии с КРспектрометрией 
[95]; минимальная концентрация аденина и гипоксантина составила 10–6 М при ГКР 
с внутренним стандартном (сопоставима с ВЭЖХМС) и 2∙10–4 М без внутреннего 
стандарта [108]. 
 Сравнение различных типов ГКРспектроскопии затруднительно изза большого 
коли чества вариаций: тип прибора (микроскоп или спектрометр), тип субстрата (твер
до тельный или коллоидный), род исследуемых бактерий, механизм действия анти био
ти ков и т.д. Однако, в работах группы Гуковского [111, 132] проводился раздельный 
анализ супернатанта культуры бактерий и осадка клеток: анализ супернатанта отличался 
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большей скоростью и чувствительностью, а анализ осадка был более информативен в 
отношении доли резистентных/восприимчивых бактерий. Другая группа установила 
воспроизводимость ГКРспектров одного штамма бактерий в разных поколениях [131], 
но также отметила сильную зависимость спектров от концентрации клеток, количества 
отмывок и фазы роста [100, 131].
 В таблице 1 приведены координаты пиков, наиболее часто используемых при иден
тификации бактерий методами КР и ГКР.
 Стоит отметить, что почти во всех перечисленных в данном обзоре исследованиях 
методы КР и ГКР отрабатывались на монокультурах клеток или на клинических изолятах; 
ни один из подходов не был протестирован на поликультуре бактерий (например, 
выра щенной из смыва со слизистых оболочек). Также методика не отрабатывалась на 
смешан ных культурах (например, состоящих из двухтрех одинаково восприимчивых 
или одина ково резистентных штаммов). На данный момент КР/ГКРметоды анализа 
анти био тико резистентности находится на начальной стадии (пробные эксперименты), 
и, несмотря на наличие экспериментальных установок [116, 118, 119], не испытывались 
в реальных клинических условиях. 
 Что касается сравнения со стандартными методами анализа антибиотико резис
тент ности, в большинстве работ о подобных сравнениях не упоминается. Как правило, 
метод отрабатывается на паре штаммов, один из которых принят за «восприимчивый», 
другой за «резистентный» (например, резистентность достигается путем плазмидной 
моди фикации). 
 Среди работ, в которых методика ГКРанализа сравнивалась со стандартными 
мето дами анализа антибиотикорезистентности, стоит выделить работу Zhang [101]. В 
данной работе устойчивость бактерий к антибиотикам вырабатывалась путем отбора и 
куль тивации активных клеток после инкубации с антибиотиком в течение нескольких 
бакте риальных поколений. Каждое поколение было исследовано на восприимчивость 
к антибиотикам несколькими методами: минимальная ингибирующая концентрация, 
предотвращающая мутации концентрация, тест КирбиБауэра, ПЦР и метод ГКР. Рассмат

Таблица 1. Изменения наиболее характерных линий в КР- и ГКР-спектрах 
бактерий, используемые для анализа чувствительности к антибиотикам

Рамановский 
сдвиг, см–1

Биомаркеры Изменение интенсивности  
при действии антибиотика

650–670 Цистин (C–S), белки (С–С), гуанин Уменьшение [101, 129]
730–740 Аденин, гипоксантин (гетероциклы) Увеличение (ампициллин) [111, 

119, 132] уменьшение (канамицин, 
хлорамфеникол, тетрациклин [118], 
метициллин, оксациллин [129]

959 Белки Уменьшение [101]  
994–1006 Фенилаланин (цикл) Увеличение [101]
1349 Аденин, гуанин (C–N) Уменьшение [101]  
1440–1470 Белки, липиды (–CH2–) Уменьшение [101]
15701580 Белки Зависит от бактерий и антибиотика, 

воз можна калибровка по второсте пен
ной полосе [104]
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ри вались бактерии S. Aureus на предмет устойчивости к оксациллину и цефазолину. В 
работе Liu [129] основанные на ГКР методы оценки чувствительности к антибиотикам 
и минимальной ингибирующей концентрации сравнивали со стандартными методами, 
осно ванными на выращивании бактерий или на разбавлении.
 Таким образом, при разработке КР и ГКР методов анализа следует учитывать 
меха низм действия исследуемого антибиотика, поскольку этот фактор напрямую 
влияет на конкретные различия в спектрах восприимчивых и резистентных штам мов; 
использование внутренних стандартов при анализе методом ГКР позволяет увели чить 
чувствительность системы к конкретным метаболитам в 10–100 раз; более инфор
мативным является анализ отдельных фракций бактериальной культуры; приме нение 
методов статистической обработки и машинного обучения данных может быть полез
ным для категоризации спектров. Как правило, методы КР и ГКР могут успешно 
исполь зоваться для демонстрации различий в метаболизме заведомо восприимчивых и 
резис тентных штаммов бактерий под действием антибиотика. Отдельные исследования 
подтверждают совпадение результатов тестирования на резистентность, полученных 
при помощи ГКР и полученных стандартными методами. 
 Резюмируя, можно заключить следующее: 
 1. КР и ГКР спектроскопия являются достаточно оперативными методами при опре
делении МИК и AST – в зависимости от чувствительности культуры к антибиотику анализ 
может занимать от 1 до 8 часов; результаты исследований МИК и AST, проведенных с 
исполь зованием методов, основанных на ГКР, совпадают с результатами, полученными 
в соответствии со стандартными методами (в рамках работ, в которых такое сравнение 
проводилось). 
 2. Использование протоколов или внутренних стандартов позволяет определять 
чувствительность к антибиотикам как изолятов, так и смешанных культур.
 3. Благодаря очень высокой чувствительности методов и вариабельности полу чае
мых спектров, КР и ГКР спектроскопия применима для идентификации как чистых 
изоля тов, так и, потенциально, для определения состава смешанных культур.
 4. В качестве аналита могут выступать бесклеточные жидкости (среды, буферы, 
вода), содержащие метаболиты, суспензии клеток, клеточные осадки, и даже единичные 
клетки.
 5. В случае ГКР спектроскопии потенциальными недостатками можно считать 
чувст вительность к загрязнениям и некоторую сложность пробоподготовки в случае 
опре деленных протоколов; кроме того, при большом количестве анализируемых образ
цов, учитывая ограниченную вариабельность спектров, предпочтительным является 
при менение методов in silico категоризации полученных данных. 

V. МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ В ИДЕНТИФИКАЦИИ  
БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИЗОЛЯТОВ И АНАЛИЗА РЕЗИСТЕНТНОСТИ

MALDITOF МС системы получили широкое распространение в клинических лабо
ра то риях для идентификации бактериальных штаммов, в том числе наиболее распро
стра ненные системы MALDI Biotyper (Bruker Daltonik) и VITEK MS (bioMérieux) [133–
135], благодаря наличию обширных баз данных, содержащих МС профили отпечатков 
зарядов различных штаммов, а также высокой скорости, дешевизне расходников и 
чувст вительности метода [136–139]. Однако использование массспектрометрии для 
коли чественного определения чувствительности к антибиотикам значительно менее 



Методы быстрого фенотипирования бактерий 479

Рис. 5. А. Обнаружение продуцентов βлактамазы с помощью MALDITOF MS на основе 
гидролиза βлактамного кольца [140]. 
 Б. Различия штаммов MRSA (низ) и MSSA (верх) на основе присут ст вия PSMmec [140].
 В. Анализ резистентности с использованием метода DirectonTarget Microdroplet Growth 
Assay (DOTMGA) [184].

распространено. Такая оценка обычно опирается на прямой и косвенный анализ фак то
ров резистентности, а также факторов, коррелирующих с ними, и может быть условно 
разде лена на 3 группы подходов: анализ продуктов инактивации антибиотиков (рисунок 
5 А); анализ непосредственных факторов резистентности или факторов, с ней кор ре ли
рую щих (рисунок 5 Б); прямое сравнение профилей МС спектров бактерий, куль ти ви
ро ванных в присутствии и отсутствии антибиотиков.
 Вместе с тем, необходимо отметить, что примеры применения методов МС, выяв
ление детерминант антибиотикорезистентности бактериальных изолятов, связанных с 
изме нением проницаемости клеточной стенки и мембраны, в литературе отсутствуют, 
что ограничивает их практическую применимость в клинической диагностике, пос
кольку заранее не всегда известно, какой тип устойчивости может быть выявлен у того 
или иного нового изолята.

МСАНАЛИЗ ПРОДУКТОВ ИНАКТИВАЦИИ АНТИБИОТИКОВ
Различные модификации данного подхода основаны на измерении относительного 
содер жания антибиотика или продуктов его метаболизма в составе образца после куль
ти вирования: гидролиз, ацилирование, фосфорилирование, тиолирование, перенос 
нуклео тидильных, АДФрибозильных и гликозильных остатков [141]. βлактамные 
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анти биотики являются одними из наиболее распространенных антибактериальных 
препа ратов наиболее известными из которых являются пенициллины, цефалоспорины, 
моно бактамы и карбапенемы. Экспрессия βлактамаз – один из основных факторов 
резис тентности к данному классу антибиотиков. Гидролиз βлактамного кольца с 
пред сказуемыми продуктами реакции, делает удобным применение МСанализа для 
определения резистентности микроорганизмов к таким препаратам [142]. Например, 
Me и сериновые βлактамазы приводят к гидролизу βлактамного кольца, исчезновению 
пика оригинального антибиотика и появлению сигнала на 18 Да. 
 Первое успешное применение MALDITOF МС для обнаружения резистентности 
стало результатом наблюдения гидролиза βлактамного кольца после воздействия 
бак те рийпродуцентов βлактамазы [143]. Затем был разработан протокол для обна
ружения карбапенемаз (ферменты гидролизующие βлактамные антибиотики: пени цил
лины, цефалоспорины, карбапенемы) в штамме B. fragilis несущем ген cfiA – гид ролиз 
эртапенема наблюдали спустя 2,5 часа инкубации только у резистентных штам мов 
[144]. Hrabak и соавторам понадобилось от 30 до 120 минут для определения гидро лиза 
меро пенема различными изолятами Pseudomonas aeruginosa; однако, в случае проду
центов OXA48βлактамазпродуцирующих штаммов инкубация длилась 240 минут 
[145–146]. Валидированная Vogne и соавторами методика для анализа резистентности 
штаммов Aeromonas к карбепенемам требовала около 75 минут [147]. Sakarikou и 
коллеги отработали метод позволяющий анализировать резистентность изолятов 
K. Pneu moniae из гемокультур, занимающий от 30 до 180 минут [148]. Схожая методика 
регист рации гидролизованных форм цефоткасима и цефтазидима в гемокультурах, 
устойчивых штаммов Enterobacteriaceae, была разработана Oviaño и соавторами [149]; 
среднее время анализа составило 90 минут. Та же группа отработала схожие прото
колы, требующие уже 30минутной инкубации в присутствии антибиотиков [150], 
для обнаружения изолятов P. Aeruginosa и A. Baumannii продуцентов карбапенемаз из 
гемокультур [151].
 При кажущейся тривиальности подобного подхода, помимо гидролиза, следует учи
ты вать и влияние матрицы – например, αциано4гидроксикоричная кислота приводит 
к поглощению диоксида углерода и воды после гидролиза, что приводит к сдвигу 
пика модифицированного антибиотика на –44 m/z вместо ожидаемого +18 m/z [152]. 
Проду центы же ацил, фосфо и нуклеотидилтрансфераз, в отличие от продуцентов 
βлактамаз часто приводят к образованию сложных смесей производных антибиотиков, 
ввиду комплексной природы самих препаратов, получаемых синтетическими и полусин
те тическими методами, а также различной специфичностью семейств ферментов [153]. 
Это приводит к необходимости использования приборов с высокой разрешающей спо
соб ностью, а также необходимости валидации методик под отдельные пары изолят
анти биотик, что ограничивает их применимость в клинической практике [154]. 
 В завершении подраздела стоит отметить LCMS (ВЭЖХМС) анализ и его вариа
ции – разработано множество протоколов для мониторинга остаточных концент ра ции 
антибиотиков в окружающей среде: сточных водах, продуктах животноводства и расте
ние водства. Однако, данный метод сложно применим для множественного парал лель
ного тестирования резистентности, в отличие от MALDITOF массспектрометрии, 
поэтому не описан в рамках данного обзора.
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МСАНАЛИЗ БИОМАРКЕРОВ, ОТВЕТСТВЕННЫХ ЗА РЕЗИСТЕНТНОСТЬ 
ИЛИ КОРРЕЛИРУЮЩИХ С РЕЗИСТЕНТНОСТЬЮ

Другой подход на основе MALDITOF МС – это идентификация биомаркеров, являю
щихся факторами резистентности или ассоциированных с ней. Важным аспек том 
данного подхода является идентификация детерминант, ответственных за резис
тентность, которые уже присутствуют в составе изолята (в подавляющем большинстве 
случаев), а не проявляются в ходе обработки антибиотиком, ввиду чего при разра ботке 
протоколов основными факторами, на которые затрачивается время, являются выде
ле ние изолятов, а в случаях получения белковых, липидных и фракций нуклеиновых 
кислот – пробоподготовка. Поэтому, разработчики подобных протоколов зачастую не 
акцентируют внимание на времени проведения, но сам подход можно считать доста
точно быстрым.
 В случае высокомолекулярных белков, являющихся факторами резистентности, 
прямой анализ зачастую затруднен ввиду ряда факторов – низкий уровень экспрес
сии фермента, вариабельность структуры подтипов белка, необходимость стимуля ции 
экспрессии антибиотиком, вследствие чего усложняется идентификация характеристи
ческих пиков, и, как правило, подобные протоколы являются исключением, нежели рас
про страненной практикой [155]. 
 Среди подобных маркеров можно выделить пенициллиназу TEM1, которой соот
ветствует пик m/z 28972 и βлактамазу CMY2, которой соответствует пик m/z 39800, у 
клиническизначимых штаммов E.coli [155, 156]. Примером обнаружения различ ных 
подтипов карбапенемазы KPC2 можно назвать сигналы m/z 28544 и 28718, обна ру
жен ных у резистентных форм K. Pneumoniae, выделенных в разных регионах [157]. 
βлак тамаза A. baumannii была идентифицирована (m/z ~ 40 279 Да) как возможный 
биомар кер карбапенемрезистентности: из 51 карбапенемрезистентного штамма, 49 
пока зали сигнал на уровне 40,279 ± 87 m/z; однако, 4 из 15 карбапенемчувствительных 
штам мов показали тот же сигнал [158]. Аналогично, сигнал m/z 11,109 Да, являющийся 
фраг ментом фермента, был обнаружен в спектрах 30 из 34 продуцентов карбапенемазы 
K. pneumoniae, но отсутствовал у всех чувствительных изолятов [159].
 Помимо ферментов, в качестве белковых факторов резистентности рассматриваются 
порины – белки, в ряде случаев, способствующие накоплению антибиотиков внутри 
клеток, а сниженная или отсутствующая экспрессия некоторых из них может быть при
чи ной резистентности. Так, в изоляте E. coli ATCC 25922 наблюдается экспрессия пори
нов OmpA, OmpC, and OmpF, характеризующаяся пиками m/z ~35000, 37000 и 38000; 
для ряда карбапенемчувствительных изолятов K. Pneumoniae характерна экспрессия 
OmpA (m/z 36000) и OmpK36 (m/z 38600) [160]. Однако, следует подчеркнуть, что уро
вень экспрессии поринов хотя и является перспективным, на данном этапе не может 
считаться однозначным признаком резистентности – необходимы дополнительные 
исследования. 
 Помимо анализа непосредственных факторов резистентности, широко распро стра
нен анализ биомаркеров ассоциированных с ней. Так, наблюдаются значительные отли
чия в уровне экспрессии токсина PSMmec (Phenolsoluble modulin) у метициллинрезис
тент ных (MRSA) и метициллинчувствительных штаммов S. aureus (MSSA) – у MRSA 
штам мов пик m/z 2415 ± 2.00 m/z PSMmec присутствует у половины изолятов [161–163].
 Схожим образом, резистентные штаммы B. fragilis – носители cfiA (ген карба пе не
мазы) можно отличить от чувствительных по набору сдвигов пиков в районе m/z 4,000–
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5,500 Да, используя программное обеспечение MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) [164]. 
Аналогично, все резистентные штаммы P. aeruginosa ST175 выявляют два пика m/z 
6,911 и 7,359 m/z, которых нет у большинства чувствительных штаммов [165, 166].
 Помимо белковых маркеров, хорошую вариабельность между изолятами и высокую 
вос про изводимость показали различные протоколы анализов мембранных липидов – 
бак териальные гликолипиды обладают видовыми характеристиками, позволяющими 
проводить идентификацию с высокой точностью, что позволило использовать подобный 
подход для определения резистентности к антибиотикам у библиотеки ESKAPE пато
генов и колистинрезистентных штаммов P. aeruginosa [167].
 Так, штаммы P. aeruginosa, несущие ген mcr1 (колистинрезистентность), пока
зали смещение массы в диапазоне m/z 1,446–1,569, обусловленное добавлением фосфо
эта ноламина (Δm/z 123) к липиду A (мишень полимиксинов) – ион с массой m/z 1,569 не 
наблюдался у чувствительных штаммов. У резистентной формы K. pneumoniae также 
была выявлена модификация липида A за счет присоединения арабинозамина (Δm/z 
131) к терминальной фосфатной группе гексаацетилированного липида A (m/z 1,824), 
что привело к появлению модифицированной структуры с массой 1,955 m/z. Анало гич
ным образом, в массспектре M. morganii масса липида A, модифицированного AraN, 
сме ша лась с m/z 1,796 к 1,927 [168]. Аналогичный подход к обнаружению различных 
произ водных липида A, и классификации резистентности штаммов на его основе, был 
продемонстрирован в работах Dortet, Leung и их коллег [169, 170]. Следует подчеркнуть, 
что протоколы, в ходе которых проходит анализ производных липида А, зачастую тре
буют предварительной экстракции липидной фракции.
 Douthwaite, Stojković и соавторы продемонстрировали возможность определения 
мети ли рованных форм рРНК, наблюдаемых у метилтрасферазэкспрессирующих бакте
рий резистентных к макролидам, стрептограминам, хлорамфениколу, тетрациклинам и 
амино гликозидам – они наблюдали сдвиг основного пика комплекса рРНК m/z 999 до 
m/z 1013 при монометилировании и до m/z 1027 при диметилировании (Δm/z 14) [171, 
172]. А в работах Cai, Hu и соавторов описана детекция определённых форм пори нов 
ответ ственных за резистентность к карбепенемам у K. Pneumoniae [160, 173]. Два этих, 
казалось бы, очень разных подхода объединяет необходимость сложной пробо под го
товки: выделения рРНК в первом случае и мембранной белковой фракции во втором, 
что снижает удобство анализа. 
 Можно отметить, что количество протоколов, задействующих в анализе, отно си
тельно простые, стабильные, низкомолекулярные детерминанты с ожидаемыми сдви
гами пиков превалирует над техниками определения сложных высокомолекулярных 
белков, часто являющихся факторами резистентности, ввиду их вариабельности и необ
хо димости индивидуальной адаптации методик от изолята к изоляту.

СРАВНЕНИЕ ПРОФИЛЕЙ СПЕКТРОВ («ОТПЕЧАКОВ») БАКТЕРИЙ
Следующая группа подходов основана сравнении значительной части и полного МС 
спектра культур, инкубированных в разных условиях. Так, MALDI BioTyperAntibiotic 
Susceptibility Test Rapid Assay (MBTASTRA), основан на прямом сравнении площадей 
под кривыми (AUCs) спектров бактерий, инкубированных в присутствие или отсутствие 
антибиотика [174]. В первую очередь, AUCs сравниваются для оценки роста бактерий и 
определения резистентности [175, 176].
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 MBTASTRA использовали для обнаружения резистентности к гентамицину и 
ципро флоксацину у Enterobacteriaceae, а также к цефотаксиму, пиперациллинтазобак
таму и ципрофлоксацину у пациентов с сепсисом крови [177]. Sauget и коллеги анали
зи ро вали изоляты E. coli, резистентные к амоксициллину и цефотаксиму [178]. Justesen 
и соавторы наблюдали явную разницу в относительном росте между чувствительным 
(ATCC 25285) и резистентным (O18) штаммами B. fragilis, после инкубации с клин да
ми ци ном, меропенемом или метронидазолом [179]. Во всех вышеописанных случаях 
резуль таты чувствительности были получены в течение 4 часов.
 В 2023 году Neuenschwander и коллеги применили этот метод для оценки AST и 
опре деления МИК для ципрофлоксацина, котримоксазола, фосфомицина, меропенема, 
цефу роксима и нитрофурантоина в 105 образцах мочи от пациентов с инфекциями 
моче выво дящих путей и обнаружили совпадение в результатах анализов в 94.7% между 
MBTASTRA и традиционным AST [180]. 
 Одной из вариаций MBTASTRA можно назвать подход на основе анализа смещения 
пиков МС спектров после инкубации культур в присутствие стабильных изотопов 13C 
или 15N (MBTRESIST) (рисунок 5 В). В основном используются 13C или 15Nсодержащие 
ами но кислоты в составе сред для культивирования [174, 181]. Так, Sparbier и коллеги 
куль ти вировали MSSA и MRSA в среде, содержащей 13Cмеченый лизин, для анализа 
чувст вительности клинических изолятов S. aureus к оксациллину и цефокситину [182]. 
В результате только 1 из 14 чувствительных штаммов был ошибочно классифицирован 
как резис тентный к оксациллину, и 3 штамма были неправильно классифицированы по 
чувстви тельности к цефокситину. Аналогичным образом анализировали чувстви тель
ность резистентных штаммов P. aeruginosa к меропенему, тобрамицину и ципро флок са
цину после инкубации с 13C–15Nмеченным Lлизином [183].
 Другой вариацией данного подхода является инкубация бактериальных культур в 
микрокаплях непосредственно на подложке для проведения МС анализа (DOTMGA). 
Так, были протестированы K. pneumoniae и P. aeruginosa на резистентность к меро
пе нему, при этом объем подобной микрокапли для каждого отдельного образца сос
та вил всего 6 мкл; после 4 часов инкубации чувствительность и специфичность для 
обоих микроорганизмов достигали 100% [184]; данная методика была апробирована на 
клинических образцах пациентов с сепсисом крови вызванным меропенемрезис тент
ным и меропенемчувствительным изолятами Enterobacteriaceae [185]. Аналогично, 
Li и соав торы проанализировали клинические изоляты A. baumannii, чувствительные и 
резис тентные к меропенему, при 4часовой инкубации с различными концентрациями 
анти  биотика [186].
  CorreaMartínez и коллеги также подтвердили применимость DOTMGA на 50 кли
ни ческих изолятах, включая семейства Enterobacteriaceae, Hafniaceae, Mor ga nel la ceae 
и Yersiniaceae с различными механизмами резистентности к цефа ло споринам третьего 
поко ления, и наблюдали синергетический эффект среди четырех цефа ло спо ри нов и 
инги биторов βлактамазы (клавулановой кислоты и/или клокса цил лина) [187], подтвер
див высокую специфичность метода при определении AST и МИК.
 Необходимость в дорогостоящем и громоздком оборудовании для проведения 
МС анализов для диагностики ограничивает локальную применимость описанных 
под ходов; кроме того, пробоподготовка, особенно при большом количестве образцов, 
может тр ебовать до нескольких часов работы квалифицированного персонала, ввиду 
чего, необ хо дима значительная автоматизация протоколов. Однако, методы на основе 
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MALDITOF МС показали значительный потенциал для оперативной, простой и эконо
ми ческиэффективной идентификации изолятов, анализа AST и определения МИК, о 
чем свидетельствует внедрение в современную клиническую практику систем МС ана
лиза Biotyper и Vitek.
 Резюмируя, можно заключить следующее: 
 1. МСанализ является достаточно оперативным методом анализа МИК и AST – в 
зави симости от изолята, инкубация в присутствии антибиотика может занимать от 30 
минут, однако, большинство протоколов требуют нескольких часов.
 2. МСанализ в большей степени подходит для анализа резистентности изолятов, 
нежели смешанных культур, однако, например, в случае протоколов оценки AST состав 
куль туры не столь значим; стоит отметить, что внедренные в клиническую практику 
системы Bruker и Vitek позволяют проводить идентификацию культур на основе сущест
вующих баз данных протеомных профилей и работать с протоколами для оценки AST и 
МИК, но, это относится к изолятам.
 3. Без учета времени коинкубации с антибиотиками, МСанализ занимает очень 
мало времени, пробоподготовка не сложна, а в случае протоколов DOTMGA возможен 
быст рый анализ десятков и сотен образцов в микролитровых объемах культур.
 4. К текущему моменту в клиническую практику уже внедрен ряд аппаратных и 
программных решений для автоматизированного анализа антибиотикорезитстентнсти.
 5. Недостатками МСанализа являются необходимость использования дорогостоя
щего и громоздкого оборудования, квалифицированного персонала, сложность анализа 
сме шанных культур и, как следствие, адаптированность большинства разработанных 
прото колов под работу с изолятами, а также сложность идентификации изолятов.

VI. МИКРОСКОПИЯ
В отличие от генотипических методов определения чувствительности к антибиотикам, 
фено типические напрямую оценивают, влияет ли антибиотик на рост бактерий, что 
явля ется основным результатом проведения анализа. 
 Как упоминалось ранее, методы дискдиффузии и микроразведения являются 
золо тым стандартом, но зачастую требуют продолжительного времени для получения 
резуль тата. Современная приборная база, включающая автоматизированные микро
скопы, высокочувствительные детекторы (например, CCD) и другие технологии позво
ляют значительно снизить время проведения таких анализов, что является их логичным 
разви тием. Изображения могут быть получены посредством различным типов микро
скопии (световая, флуоресцентная, Рамановская и др.). Анализ изображений при этом 
можно условно разделить на два направления: «простой» анализ (оптическая плотность 
среды, автоматическое определение объектов по неравномерному распределению 
цветового градиента на изображениях для подсчёта количества клеток, колоний, 
определения размера колоний и морфологии, сравнение количественных показателей 
при динамическом мониторинге роста культуры, построение зависимостей и т.д.) и 
«сложный» анализ (обучение и применение сверточных нейронных сетей для стати чес
кой и динамической категоризации объектов).
 Простые методы автоматического анализа изображений на протяжении многих 
лет применяются в коммерческом и opensource программном обеспечении (TotalLab, 
ImageJ, Imaris и т.д.) для молекулярной и клеточной биологии, микробиологии и других 
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областей, не требуют приложения значительных вычислительных мощностей и могут 
быть относительно легко интегрированы в современные системы анализа. 
 Так, были разработаны автоматические системы визуального анализа скорости 
деле ния на основе оптических микроскопов и CCD камер, позволяющие сократить время 
анализа AST до 2 дней в случае M. tuberculosis вместо 9, и до 3.1 часа вместо 8.5 для E. 
coli [188]; на данный момент статус этих систем не ясен. Подобный подход был исполь
зован при разработке одобренных систем MultiPath и mariPOC, которые используются 
для морфологического анализа отдельных клеток; для идентификации и анализа AST 
в данных системах используются флуоресцентно меченные иммунноконъюгаты [189, 
190]. Схожая система анализа, также основанная на анализе кинетики роста культур, 
но ком би нированная с пробами для in situ гибридизации (FISH), и в строгом смысле 
являю щаяся системой детекции флуоресценции – Accelerate Pheno, была допущена для 
кли нического использования в США для диагностики инфекций мочевыводящих путей 
и гемокультур; идентификация изолята данной системой занимает около 2 часов, а ана
лиз AST и МИК около 7 часов [191].
 Система QuickMIC представляет комбинацию микрофлюидной базы и опти чес кого 
детектора (микрофотокамеры со съемкой в режиме timelaps), которая также опи рается 
на анализ кинетики роста культуры в течение 2–5 часов и позволяет прово дить иден ти
фи кацию изолята и определение AST [192]. Система QLinea ASTar не адапти рована для 
иденти фикации изолятов, но способна определять МИК наряду с AST, и одобрена для 
приме нения в некоторых странах [193]. Схожая с предыдущими двумя и основанная на 
анализе с помощью микроскопии – система oCelloscope, отличительной особенностью 
кото рой является способность учитывать морфологическую составляющую культуры, 
также находится на стадии тестирования для применения в клинической практике [194].
 Основанная на высокочувствительном анализе оптической плотности культур путем 
измерения рассеяния света лазера система BacterioScan 216R Rapid способна предоста
вить результаты анализа AST примерно за 3 ч, однако, в отличие от предыдущих, не 
явля ется системой съемки и анализа изображений [195].
 Помимо, вышеописанных «классических», в последние годы явно наблюдается рост 
коли чества оптических систем анализа микроорганизмов, в которые интегрированы 
микро  флюидные технологии ввиду возможности реализации значительной много по
точ ности и низких ресурсозатрат [196, 197]. Так, Choi и соавторы разработали планшет 
с микрокамерами, предобработанными антибиотиками в различных концентрациях 
для внесения бактериальной суспензии в агаре; анализ изображений колоний в таких 
микро камерах позволяет оценить AST и МИК изолятов из гемокультур уже через 6 
часов [198]. Matsumoto и коллеги описали многоканальный чип, в котором наблюдали 
рост культур в жидкой среде; на 3 час авторы могли оценить AST, МИК и морфологию 
клеток в каналах чипа [199]. В другой работе Kim и соавторам удалось сократить время, 
необходимое для анализа AST до 1–3 часов, а анализ изображений бактерий заклю чен
ных в микроканалах чипа показал возможность определения AST менее чем за 10 минут 
(рисунок 6 Б) [200]. 
 Более сложным, но не менее перспективным является применение методов 
машинного обучения для анализа изображений. Одним из первых этапов, помимо 
создания библиотеки изображений, является выявление отдельных клеток (рисунок 6 А) 
[204]. Иногда эти методы оказываются неточными, например, в случае соприкосновения, 
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деления или перекрытия бактерий, но алгоритмы постоянно улучшаются [205–208]. 
Так, сверточные нейронные сети RCNN и UNet позволяют с высокой точностью 
сегментировать большие библиотеки изображений бактериальных клеток, считать их, 
улучшать соотношение сигнал–шум, а также предсказывать наиболее вероятные формы 
клеток [209–212].
 Так, Smith и соавторы продемонстрировали эффективность автоматизированной 
системы микроскопии с предобученной моделью для быстрого определения типа 
инфекции. Модель классифицировала бактерии по их морфологии и взаимному 
расположению: палочки или кокки, характерные для Staphylococcus; пары или тяжи, 
характерные для Streptococcus. После обучения на выборке из 100000 изображений 
алгоритм достиг точности около 95% [213]. Robert и коллеги использовали данный подход 
для анализа флуоресцентных изображений и детекции мутаций в отдельных клетках в 
камерах микрофлюидного чипа (рисунок 6 В) [203]. Схожий подход продемонстрирован 
в работе Zagajewski и соавторов [201] где высокая степень конденсации флуоресцентно
меченного нуклеоида выступала в роли маркера чувствительности к определенным 
антибиотикам (рисунок 6 Г), а низкая была маркером резистентности. В работе Hayashi
Nishino и коллег была продемонстрирована возможность анализа ТЭМ изображений 
бактериальных клеток для предсказания AST по микроструктурным повреждениям 
клеток [214].
 Движение бактериальных клеток в растворе также служит маркером их состояния. 
Первые работы в данной области описывали применение механических сенсоров, в том 

Рис. 6. А. Пример сегментации клеток E. coli на флуоресцентной микрофотографии [201]. 
 Б. Схематическое изображение и микрофотография накопления бактериальных клеток в 
отдель ных камерах микрофлюидного чипа [202]. 
 В. Пример детекции возникших мутаций в отдельных клетках [203].
 Г. Состояние нуклеоида штамма E. coli MG1655. Слева – контроль; центр – ципрофлаксоцин
чувствительный изолят; справа – гентамицин чувствительный изолят [201]. 
 Д. Схематическая картина трекинга бактериальных клеток в присутствии (справа) антибиотика 
и в отсутствии (слева).
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числе зондов, используемых в атомной силовой микроскопии. Однако, современные 
методы фиксации и анализа трекинга сделали применимой в данной области и 
оптическую микроскопию (рисунок 6 Д). Важно отметить, что такой анализ применим 
для анализа подвижных и неподвижных форм бактерий, граммположительных и 
граммотрицательных, быстро и медленнорастущих [215]. Интересно, что фиксация 
смещения в течение всего 10 секунд после воздействия антибиотика, даже в небольших, 
субпиксельных диапазонах, уже давала достоверную информацию об AST [216–218].
Таким образом, ряд исследований демонстрируют, что использование автоматизированных 
систем визуализации, интегрированных как с «простыми» технологиями на основе 
анализа неоднородностей цветового градиента и флуоресцентных меток, так и со 
«сложными» технологиями машинного обучения для категоризации изображений 
и фиксации трекинга, позволяют оперативно проводить подсчёт клеток и колоний, 
оценивать морфологию и идентифицировать изоляты. Показателем актуальности 
является ряд вышеописанных систем, которые либо уже введены в клиническую 
практику, либо находятся на последних стадиях испытаний – почти все из них способны 
провести анализы в течение 2–6 часов. Использование микрофлюидных технологий, 
программного обеспечения для анализа изображений предобученными моделями или 
трекинг клеток способны снизить затраты времени вплоть до 10 минут на анализ, 
однако, подобные разработки пока находятся на стадии лабораторной исследований. 
 Резюмируя, можно заключить следующее: 
 1. По аналогии с импедансометрией, оценка чувствительности к антибиотикам на 
основе анализа изображений бактериальных клеток в отдельных случаях может занимать 
от 10 минут, но большинство систем высокой степени готовности ориентированы на 
периоды от 2 до 6 часов. 
 2. Анализ изображений подходит для оценки МИК и AST; идентификация культур 
может осуществляться по форме клеток, присутствию антигенных детерминант, или 
характеру роста.
 3. В случае коммерческих систем, пробоподготовка проста, однако, в большинстве 
случаев используются проприетарные технологии. При массовом параллельном 
анализе необходима автоматизация и воспроизводимость процесса, для чего многие 
разрабатывают микрофлюидные чипы или специфические микропланшеты. 
 4. Использование иммунофлуоресцентных зондов повышает специфичность, 
скорость и чувствительность анализа и решает проблему идентификации в случае 
смешанных культур, однако повышает стоимость реагентов и оборудования, в ином 
случае идентификация возможна только по форме клеток.
 5. Обучение моделей на основе нейронных сетей требует большого количества 
исходных изображений – тысячи или десятки тысяч только для одного изолята.

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оперативное назначение подходящих антибиотиков на основе идентификации, точного 
анализа профиля AST и определения МИК общепризнано в клинической практике 
для лечения широкого круга бактериальных инфекций. Несмотря на недостатки 
традиционных методов определения AST, их использование широкораспространено и 
является обязательным в клинической практике для получения надежных результатов 
в соответствии с протоколами EUCAST и CLSI, а также для сравнения с результатами 
новых, в том числе вышеописанных методов. Методы, основанные на определении 
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генетических маркеров, являются быстрыми, эффективными, надежными, специфичными 
и чувствительными, однако обладают такими недостатками как необходимость наличия 
оборудованной чистой зоны, дорогостоящего оборудования, и вероятность получения 
ложноположительных результатов при анализе антибиотикорезистентности. Таким 
обра зом, разработка новых технологий и подходов потенциально применимых для 
иден ти фикации бактериальных штаммов, анализа AST и определения МИК явля ется 
обос нованной. Использование флуоресцентных и люминесцентных зондов, спектро
ско пии ком бинационного рассеяния, импедансометрии, МС анализа, анализа изобра
же ний in silico и микрофлюидных технологий как в отдельности, так и в комбинации 
пред ставляет собой ряд перспективных высокоспецифичных систем с малым временем 
анализа и очень низкими затратами на расходные материалы. Стоит отметить, что в силу 
разной методологии все описанные подходы являются высокочувствительными и опера
тив ными, и применимы для определения AST и МИК, однако, не все из них одинаково 
хорошо адаптируемы для идентификации бактерий: наиболее перспективными с этой 
точки зрения являются методы КР и ГКР, позволяющие различить устойчивые и резис
тент ные штаммы по спектрам; затем следуют методы высокопроизводительного анализа 
изображений, позволяющие различать форму и взаиморасположение клеток; МСанализ 
и импедансометрия, потенциально позволяют проводить идентификацию штаммов на 
основе спектров, однако, существующие протоколы ориентированы на определение 
МИК и AST; использование самостоятельных флуоресцентных, люминесцентных меток 
и краси телей для спектрометрии, к сожалению, не позволяет проводить идентификацию 
клеток, но комбинация с цитометрией или векторными зондами на основе нуклеиновых 
кислот или белков позволяет решить эту задачу частично или полностью. Часть из этих 
методов уже валидирована и допущена к использованию в клинической практике, а 
именно несколько приборов и протоколов МС анализа.
 Таким образом, дальнейшая разработка и валидация как существующих, так и 
новых методов и инструментов для видовой идентификации, анализа AST и определения 
МИК является необходимой для ускорения постановки диагноза и назначения 
релевантной терапии, особенно в современных условиях широкого распространения 
панрезистентных бактериальных инфекций.

 Обзор выполнен в рамках проведения фундаментального научного исследования по теме 
«Созда ние химикоаналитических систем на основе сверхчувствительных методов нанофо то
ники для мониторинга биологических рисков и предотвращения связанных с ними угроз» по 
Госу дарст венному заданию от 28.05.2024 г. № 1240613000029.
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