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В настоящее время при лечении инфекционных заболеваний часто применяют эмпирические схемы 
терапии, не основанные на данных о резистентности возбудителя. Одна из главных причин необос- 
нованного назначения антибактериальных препаратов – отсутствие быстрых и в то же время универ-
сальных методов определения антибиотикорезистентности патогена. Наиболее широко применяемые 
культуральные технологии, такие как метод микроразведений, требуют длительного времени для 
наращивания нужного количества бактериальных клеток. Менее времязатратные методы оценки 
резистентности (геномные или протеомные) базируются на определении специфических маркеров 
(генов устойчивости, сверхэкспрессии определенных белков и др.); при этом конкретный протокол 
чаще всего применим к узкому числу как штаммов микроорганизмов, так и антибиотиков. Ранее 
нами продемонстрирована возможность применения технологии спектроскопии комбинационного 
рассеяния (КР) света для количественного определения продукта жизнедеятельности бактериальных 
клеток в МТТ-тесте – формазана, – причем напрямую, в клеточной суспензии. Отсутствие стадии 
выделения формазана упрощает анализ и повышает его точность. Время проведения исследования 
не превышало 2 ч при сохранении универсальности самого МТТ-теста. К ограничениям разработанного 
протокола по КР-детекции результатов МТТ-теста следует отнести высокий порог чувствительности 
по концентрации бактериальных клеток – 107 КОЕ/мл, в связи с чем образцы с низким содержанием 
бактерий проходят предварительную стадию культивирования. Здесь мы предлагаем способ повышения 
чувствительности определения формазана за счет использования эффекта гигантского комбинацион-
ного рассеяния (ГКР) на наночастицах золота. В результате проведенного исследования подобраны 
оптимальные условия проведения ГКР-спектроскопии формазана как в растворе, так и в суспензии 
клеток Escherichia coli. Усиление сигнала формазана за счет применения ГКР на наночастицах золота 
позволило снизить порог чувствительности по числу бактериальных клеток в образце не менее чем в 30 
раз – до 3 × 105 КОЕ/мл. Такая чувствительность не предел возможности разработанного протокола 
ГКР – введение в эксперимент других типов наночастиц, например оптимизированных по форме, 
размеру, концентрации, может дать дополнительное усиление ГКР-сигнала.

Ключевые слова: МТТ-тест, формазан, комбинационное рассеяние света, гигантское комбинацион-
ное рассеяние, наночастицы золота, Escherichia coli, бактерии, антибиотикорезистентность
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Сокращения: МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид; КР – комбинационное рассеяние; 
ГКР – гигантское комбинационное рассеяние.
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ВВЕДЕНИЕ
Устойчивость к противомикробным препа-

ратам была отнесена Всемирной организацией 
здравоохранения к числу 10 главных проблем 
медицины еще в XX веке [1]. Устойчивые к пре-
паратам инфекции стали причиной (прямой или 
косвенной) 4.95 млн. смертей в 2019 г. [2]. Если 
не будут приняты меры по сдерживанию распро-
странения лекарственно устойчивых инфекций, 
они станут самой частой причиной смертности 
к 2050 году, вызывая более 10 млн. смертей еже-
годно [3]. Устойчивость бактерий к антибакте-
риальным препаратам развивается очень бы-
стро из-за широкого применения антибиотиков 
в различных сферах деятельности человека [4]. 
Практически ко всем используемым антибио-
тикам у бактерий развивается резистентность, 
в том числе и к недавно вошедшим в клиниче-
скую практику. Так, последний принципиально 
новый класс антибиотиков был открыт в 1986 г. –  
в результате выделения дактиномицина из поч-
венных микроорганизмов – и впоследствии одо-
брен для клинического использования [5].

Устойчивые к антибиотикам микроорганизмы 
вызывают тяжелые, трудноизлечимые заболева-
ния, отличающиеся от чувствительных возбуди-
телей более длительным течением и повышенной 
летальностью [6]. Наибольшую опасность пред-
ставляют мультирезистентные бактерии, такие 
как метициллинрезистентный золотистый стафи-
лококк (Staphylococcus aureus), смертность от ко-
торого достигает 38% [7, 8]. При лечении тяжелых 
бактериальных инфекций важно своевременно 
начать этиотропное лечение. В  клинической 
практике часто применяют эмпирические схемы 
медикаментозной терапии, не основанные на дан-
ных о резистентности инфекционного агента. 
Эмпирические схемы позволяют быстро начать 
лечение, что важно при тяжелом течении заболе-
вания [9], однако они часто оказываются неэф-
фективными [10, 11] или приводят к ухудшению 
состояния пациента [12]. Одна из причин выбора 

эмпирических методик терапии – длительность 
проведения анализов на антибиотикорезистен- 
тность. Для этого чаще всего используют куль-
туральные методы [13] (диско-диффузионный, 
микроразведений, Е-тест, автоматизированные 
тест-системы), главное ограничение которых 
заключается в  необходимости культивирова-
ния клинического бактериального изолята [14]. 
Есть более быстрые методы определения анти-
биотикорезистентности, в том числе основан-
ные на  идентификации генов устойчивости 
методом ПЦР (например, GeneXpert MTB/RIF –  
тест на устойчивость Mycobacterium tuberculosis 
к рифампицину [15]). Однако ограничения есть 
и у этих методов. Так, протокол молекулярно-
генетического анализа обычно предназначен для 
исследования конкретного микроорганизма или 
антибиотика и не подходит для других патогенов. 
Кроме того, идентифицированный ген антибио-
тикорезистентности может нести мутацию или 
быть функционально неактивным, что приведет 
к ложноположительному результату [14].

Оценка метаболической активности бактерий 
с использованием МТТ-теста. МТТ-тест основан 
на ферментативном восстановлении тетразолие-
вых солей, обычно 3-(4,5‑диметилтиазол‑2‑ил)-
2,5‑дифенил-тетразолбромида (МТТ), до соот-
ветствующих формазановых красителей (рис. 1).

Восстановление МТТ катализируется 
NADH-зависимыми оксидоредуктазами, актив-
ность которых напрямую зависит от метаболизма 
клетки, поэтому по скорости реакции и количе-
ству полученного формазана можно определить 
жизнеспособность исследуемых клеток. МТТ вво-
дят в клеточную суспензию и через определенное 
время детектируют образовавшийся формазан 
спектрофотометрически, предварительно экс-
трагировав его органическими растворителями 
[16]. Наиболее широко МТТ-тест используют для 
оценки жизнеспособности эукариотических кле-
ток [17], в том числе при исследовании цитоток-
сичности потенциальных лекарственных средств 

Рис. 1. Реакция восстановления МТТ.
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[18, 19], пролиферативной активности клеток [20, 
21], чувствительности злокачественных опухолей 
к химиопрепаратам [22, 23] и других. Несмотря 
на тот факт, что механизм восстановления тетра- 
золов в клетках прокариот изучен плохо, в насто-
ящее время МТТ-тест используют и для прокари-
от [24]: идентификации резистентных штаммов 
Mycobacterium tuberculosis [25, 26], поиска соеди-
нений с антибактериальной активностью [27, 28], 
анализа биопленкообразования [29], антибактери-
альной активности нейтрофилов [30, 31].

Спектроскопия комбинационного рассеяния. 
Спектроскопия комбинационного рассеяния (КР; 
англ. эквивалент – Raman spectroscopy) – не раз-
рушающий образцы, высокоспецифичный метод 
детекции соединений, основанный на неупругом 
(комбинационном) рассеянии света. Рассеянный 
таким образом свет отличается по энергии от из-
начального, величина сдвига дает информацию 
о колебательных модах в системе [32]. Раманов-
ская спектроскопия позволяет получать “отпечат-
ки пальцев”, уникальные для каждого соединения 
и отражающие его структуру. Именно поэтому 
спектроскопию КР широко используют для изу- 
чения структурных превращений биомолекул [33, 
34], детекции онкомаркеров [35–37], идентифи-
кации микроорганизмов [38, 39]. Низкая интен-
сивность КР-света может служить ограничением 
метода там, где требуется высокая чувствитель-
ность.

Определение формазана в МТТ-тесте методом 
спектроскопии гигантского комбинационного 
рассеяния (ГКР) вместо традиционного спек-
трофотометрического метода имеет ряд преиму-
ществ. Так, высокая специфичность КР позволяет 
определять формазан непосредственно в образ-
це и тем самым исключить стадию экстракции 
формазана органическими растворителями. Это 
упрощает процесс пробоподготовки и позволяет 
избежать осаждения белков органическими рас-
творителями, что искажает оптические характе-
ристики исследуемого образца [40]. Спектрофо-
тометрический метод примерно на два порядка 
[41] менее чувствителен, чем спектроскопия ГКР, 
поэтому для образования достаточного для ана-
лиза количества формазана требуется длительная 
инкубация бактерий с МТТ, особенно в случае 
медленно растущих штаммов [24].

Интенсивность и число характеристических 
полос формазана и МТТ в спектрах ГКР зависят 
от выбора длины волны возбуждающего излуче-
ния. МТТ имеет наиболее интенсивный спектр 
при облучении коротковолновым синим (325 нм) 
лазером, тогда как для определения формазана оп-
тимален красный (633 нм) лазер [41]. Вследствие 
того, что длина волны красного лазера близка 
к максимуму оптического поглощения формаза-
на, возникает эффект резонансного КР, прояв-

ляющийся в увеличении интенсивности харак-
теристических полос формазана и  появлению 
дополнительных. В спектрах МТТ и формазана 
интенсивность полос со сдвигом 992 и 967 см‒1 со-
ответственно имеет линейную зависимость от кон-
центрации (для формазана при облучении лазером 
с длиной волны 633 нм такую зависимость имеет 
также полоса 722 см‒1). Таким образом, эти полосы 
могут быть использованы для количественного 
определения этих двух соединений [42].

Определение антибиотикорезистентности. Ранее 
нами разработан быстрый метод определения ан-
тибиотикорезистентности на основе МТТ-теста 
для прокариот (см. “Экспериментальная часть”), 
который основан на изменении количества фор-
мазана, вырабатываемого бактериями, вследствие 
подавления их жизнедеятельности антибактери-
альными препаратами. Скорость изменения ак-
тивности бактерий под действием антибиотиков 
достаточно высокая, поэтому достоверные раз-
личия в выработке формазана чувствительными 
и устойчивыми штаммами регистрируют в те-
чение 30–60 мин после введения антибиотика. 
К преимуществам метода относятся небольшая 
длительность анализа (всего 1–2 ч) и универсаль-
ность (применим для широкого спектра бактерий 
и антибактериальных препаратов). Использова-
ние метода КР для определения формазана не-
посредственно в образце упрощает проведение 
анализа за счет снижения его стадийности и пе-
речня оборудования и реактивов.

Ограничительный фактор – низкая чувстви-
тельность спектроскопии КР. Так, минимальная 
концентрация бактериальных клеток, при ко-
торой вырабатывается достаточное для измере-
ния количество формазана, составляет 1 × 107 
КОЕ/мл. Такого количества вполне достаточ-
но для измерения подготовленных препаратов 
клеток (например, ночных культур), но не для 
клинических образцов. Так, в  образцах мочи 
клинически значимая концентрация бактерий 
составляет в среднем 104–105 КОЕ/мл [43], а при 
инфекциях крови – 1–100 клеток/мл [44]. Таким 
образом, для определения антибиотикорезистен- 
тности бактерий в таких образцах необходимо 
либо вводить стадию культивирования, что ус-
ложняет анализ и увеличивает его длительность, 
либо повышать чувствительность детекции фор-
мазана.

Для повышения чувствительности КР-анали-
за применяют ГКР, или SERS (Surface-Enhanced 
Raman spectroscopy) [45]. Спектроскопия ГКР ос-
нована на эффекте поверхностного плазмонного 
резонанса, возникающем на шероховатых метал-
лических структурах, в качестве которых часто 
используются наночастицы серебра или золота. 
Эффект ГКР проявляется на небольшом расстоя- 
нии от поверхности [46], однако обладает очень 
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большим (до 1014) фактором усиления, позволяя 
детектировать в отдельных случаях единичные 
молекулы [47]. В работах Z. Mao с соавт. [41, 42] 
описана методика определения формазана, обра-
зуемого в эукариотическом МТТ-тесте, с исполь-
зованием в качестве субстрата ГКР наночастиц 
золота, синтезированных из тетрахлорауроно-
вой кислоты и цитрата натрия. Эти наночастицы 
эффективно усиливали сигнал формазана при 
облучении красным светом, то есть при анализе 
его спектра также регистрировали эффект резо-
нансного КР, дополнительно увеличивающий 
чувствительность детектора.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Тетразолиевый краситель МТТ 

(“ДИА-М”, Россия) разводили до концентрации 
4 мг/мл в воде и хранили при₂ 4C. Состав PBS 
(pH 7.2): 0.8% NaCl, 0.02% KH₂PO₄, 0.02% KCl, 
0.12% Na₂HPO₄ ∙ H₂O.

Стерильную жидкую форму среды LB 
(“Condalab”, Италия) готовили по протоколу, ре-
комендованному производителем: 4 г сухой смеси 
LB растворяли в 200 мл воды и автоклавировали 
15 мин при 121C.

Инструменты, параметры измерения. Для по-
лучения спектров КР и ГКР использовали спек-
трометр Фотон-Био RL638 (“Фотон-Био”, Рос-
сия) с длиной волны лазера 638 нм и мощностью 
излучения 100 мВт. Параметры измерения: экс-
позиция 1 000 мс, 10 повторов, мощность лазера 
(ШИМ) 70%. Измерения проводили в кюветах 
с рабочим объемом 500 мкл. Спектры обрабаты-
вали скриптом на Python3 алгоритмами Уиттакера 
[48] и асимметричного взвешенного сглаживания 
по методу наименьших квадратов [49].

Оптическую плотность измеряли на спектро-
фотометре ЭКРОС 5400УФ (“Экрос”, Россия).

Получение наночастиц золота. Наночастицы 
золота получали по методике G. Frens [50]. К 30 мл  
воды добавляли 347.6 мкл 25.4 мМ HAuCl4, на-
гревали до кипения, вносили 126 мкл 1%-ного 
водного раствора цитрата натрия и кипятили 
смесь еще 40 мин. Получали раствор бордового 
цвета (рН 6.0), содержащий наночастицы золота 
диаметром 45–50 нм (оптимальный размер для 
ГКР-спектроскопии [51]). Спектр поглощения 
раствора наночастиц после синтеза представ-
лен на рис. S1 (см. Дополнительные материалы 
в электронном виде по DOI статьи и на сайте 
http://www.molecbio.ru/downloads/2024/6/supp_
Mushenkov_rus.pdf).

МТТ-тест и пробоподготовка формазана для 
ГКР-анализа. Ночную культуру клеток Escherichia 
coli, штамм d1 (1 мл), обрабатывали 200 мкл рас-

твора МТТ и инкубировали 1 ч при 37C, после 
чего клеточную суспензию центрифугировали при 
12 400 g в течение 1 мин. К осадку добавляли 2 мл 
изопропилового спирта, тщательно перемешивали 
и центрифугировали в тех же условиях. Суперна-
тант отбирали и разбавляли в два раза изопропа-
нолом. Оптическую плотность раствора измеряли 
при длине волны 570 нм и доводили до 4 о. е. (соот-
ветствует концентрации формазана 0.13 г/л) [52].

Подготовка культуры клеток для ГКР-анализа. 
Ночные культуры бактерий Е. coli JW5503ΔtolC 
[53] растили в течении 8 ч в инкубаторе при 37C, 
после чего разбавлялись средой LB до конечной 
концентрации 6 × 108 КОЕ/мл (OD600 = 0.451) 
и инкубировали в течение 1 ч при 37C.

Определения антибиотикорезистентности бакте-
риальных штаммов и минимальных ингибирующих 
концентраций (МИК). Этот протокол включал не-
сколько этапов.

1.	 Исследуемые штаммы бактерий (концентра-
ция 2 по МакФарланду) разбавляли свежей средой 
LB и инкубировали при 37C в течение 1 ч.

2.	 Пятьдесят микролитров клеточной суспен-
зии вносили в  кювету с  фосфатным буфером 
(PBS), содержащим антибиотик (конечный объем 
реакционной смеси – 400 мкл), и инкубировали 
при 37C в течение 1 ч. Использовали увеличиваю- 
щиеся концентрации антибиотика и отрицатель-
ный контроль (PBS без антибиотика).

3.	 После инкубации добавляли 100 мкл 
МТТ (4 мкг/мл), инкубировали 20 мин и изме-
ряли интенсивность пика 967 см‒1 (формазан) 
на КР-спектрометре. Интенсивность этого пика 
для контрольного образца (без антибиотика) 
принимали за 100%; значения, полученные для 
опытных образцов, нормировали по контролю. 
Концентрация антибиотика, при которой ин-
тенсивность сигнала формазана резко снижалась 
(до 40‒60% от контроля), принимали за мини-
мальную концентрацию ингибирования (МИК) 
данного антибиотика. Подробное описание ме-
тода приведено в патентной заявке № 2023129249 
от 13.11.2023.

КР- и ГКР-анализ спектра формазана в куль-
туре клеток. Для получения спектров КР исполь-
зовали вышеприведенную методику. К 50 мкл 
культуры бактериальных клеток добавляли 350 
мкл PBS, 100 мкл раствора МТТ и инкубирова-
ли в течение 20 мин. Смесь переносили в кювету 
и регистрировали КР-спектр.

Для анализа спектра ГКР отбирали 200 мкл 
клеточной суспензии, добавляли 100 мкл изо-
пропилового спирта и перемешивали, после чего 
вносили 300 мкл суспензии наночастиц золота, 
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инкубировали 5 мин при комнатной температуре 
и регистрировали ГКР-спектр.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация условий ГКР-спектроскопии  
для регистрации формазана

Для определения оптимальных условий ре-
гистрации ГКР-спектра формазана варьировали 
концентрацию наночастиц и время инкубации 
и выбирали такие, при которых усиление сигнала 
было максимальным.

Различные объемы (от 0 до 400 мкл) наноча-
стиц золота вносили в раствор формазана (5 мкл 
с концентрацией 0.13 г/л) в рассчитанном объе-
ме PBS – таком, чтобы конечный объем смеси 

составлял 500 мкл. После 3 мин инкубации ре-
гистрировали спектр ГКР и оценивали интен-
сивность полос 722 и 967 см‒1. Максимальное 
усиление сигнала детектировали для образца, 
содержащего 300 мкл наночастиц, при дальней-
шем увеличении их концентрации интенсивность 
сигнала снижалась (рис. 2).

В связи с тем, что интенсивность ГКР-спектра 
зависела и от времени инкубации формазана с на-
ночастицами золота, мы проанализировали и этот 
параметр. Для этого подготовили ряд образцов, до-
бавляя к 5 мкл раствора формазана (0.13 г/л) в 195 
мкл фосфатного буфера 300 мкл наночастиц. Об-
разцы инкубировали в течение различных проме-
жутков времени, отбирая аликвоты с шагом в 1 мин,  
и  регистрировали спектры ГКР. Как видно 
на рис. 3, интенсивность сигнала быстрее всего 
нарастала в течение первых 3 мин, в интервале 3–7 

Рис. 2. Подбор концентрации наночастиц золота для усиления сигнала формазана в ГКР-спектре.

Рис. 3. Подбор времени инкубации формазана с наночастицами золота для усиления сигнала в ГКР-спектре.
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мин скорость роста постепенно замедлялась, а при 
длительной инкубации, 20–30 мин, снижалась из-
за агрегации наночастиц (результаты не представ-
лены). Для дальнейших экспериментов по анализу 
жизнеспособности бактериальных клеток был вы-
бран 5‑минутный период инкубации исследуемых 
образцов с наночастицами.

Оптимальное разрешение полос получено 
в следующих условиях пробоподготовки: 5 мкл 
(0.13 г/л) раствора формазана в  195 мкл PBS 
в присутствии 300 мкл суспензии наночастиц, 
время инкубация – 5 мин. Полученный спектр 
имел интенсивные характеристические полосы 
формазана, отмеченные на рис. 4.

Сравнение чувствительности спектроскопии  
ГКР и КР для формазана

Эффект ГКР был оценен прямым сравнением 
интенсивности спектра формазана в присутствии 
золотых наночастиц и без них. Для этого к различ-
ным объемам формазана добавляли PBS до объ-
ема 200 мкл, затем 300 мкл наночастиц (в случае 
ГКР) или 300 мкл PBS (в случае КР). Спектры 
были сняты после инкубации в течение 5 мин 
при комнатной температуре. На рис. 5 приведено 
сравнение интенсивностей полосы 967 см‒1.

Для ГКР-спектра наиболее выраженное, при-
близительно 50‑кратное, усиление сигнала ре-
гистрировали в области низких концентраций 
формазана (до 2 мкг/мл); при повышении кон-

Рис. 4. ГКР-спектр формазана (концентрация 1.25 мкг/мл). Характеристические пики формазана подписаны; дли-
на волны возбуждающего излучения ‒ 638 нм.

Рис. 5. Сравнительный анализ ГКР- и КР-спектров формазана.
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центрации интенсивность усиления снижалась, 
но оставалась на уровне, значимо превышающем 
сигнал КР-спектра. В случае ГКР предел обнару-
жения формазана составил 0.1 мкг/мл, в то время 
как для спектроскопии без усиления – 7 мкг/мл, 
то есть в 70 раз больше (табл. 1).

Измерение ГКР-спектра бактерий

В отличие от раствора формазана, при добав-
лении наночастиц к образцам бактерий, обрабо-
танных МТТ, усиления сигнала за счет ГКР прак-
тически не было. Дело в том, что эффективность 
ГКР быстро падает с увеличением расстояния 
от рассеивающей свет молекулы до поверхности 
наночастицы [54]. Добавляемый в ходе МТТ-теста 
тетразол восстанавливается внутри клеток и об-
разующийся формазан накапливается внутри них 
(наружу формазан выходит лишь при высокой 

концентрации – когда формируемые им игольча-
тые кристаллы разрушают клетки) [55], поэтому 
наночастицы, находящиеся вне клеток, не могут 
оказаться достаточно близко к формазану для 
формирования ГКР-сигнала. Следовательно, для 
измерения спектра ГКР формазана в бактериях их 
необходимо предварительно лизировать – чтобы 
формазан вышел наружу и смог контактировать 
с поверхностью наночастиц. Ранее для эукарио-
тических клеток было предложено использовать 
классическую методику проведения МТТ-теста, 
но без стадии выделения формазана. Так, к образ-
цам после инкубации с МТТ добавляли ДМСО 
и непосредственно после добавления наночастиц 
проводили измерения [41].

Нами предложена модификация методики 
МТТ-теста с целью получения ГКР-спектра фор-
мазана в прокариотических клетках. Для лизиса 

Метод

[Формазан], мкг/мл

при интенсивности сигнала, импульс/мин

500 1 000 2 000 4 000

КР 11.00 14.50 17.50 21.00

ГКР 0.17 0.25 0.38 1.20

Усиление
(КР/ГКР) 65 58 46 17

Таблица 1. Сравнение интенсивности пика формазана при 967 см‒1 в спектрах КР и ГКР

Рис. 6. Сравнение чувствительности ГКР- и КР-спектроскопии для определения концентрации формазана, обра-
зовавшегося из МТТ в жизнеспособных клетках E. coli.
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клеток E. coli был выбран изопропиловый спирт 
и подобран его оптимальный объем, соответствую- 
щий максимальному усилению интенсивно-
сти сигнала формазана. Изопропиловый спирт 
эффективно высвобождал формазан из клеток  
E. coli, при этом не влиял на свойства наноча-
стиц и не искажал спектр формазана (рис. S1—S4, 
табл. S1; см. электронное приложение). Резуль-
таты сравнения спектров формазана, полученных 
ГКР- и КР-спектроскопией, приведены на рис. 6.

В результате проведенного анализа выявле-
но, что пороговое значение концентрации клеток  
E. coli в МТТ-тесте составило 3 × 105 КОЕ/мл 
в случае ГКР-спектроскопии и 1 × 107 КОЕ/мл 
для КР. Таким образом, благодаря применению 
наночастиц золота нам удалось снизить мини-
мальную концентрацию анализируемых клеток 
в  30 раз. Интенсивность сигнала формазана 
в ГКР-спектре достигла максимума при концен-
трации бактериальных клеток 3 × 107 КОЕ/мл 
и резко снижалась при дальнейшем увеличении 
концентрации клеток, что сопровождалось агре-
гацией наночастиц и обесцвечиванием раствора.

Таким образом, нами была рассмотрена воз-
можность повышения чувствительности опреде-
ления формазана, образующегося в МТТ-тесте, 
при помощи ГКР-активных наночастиц золота. 
По сравнению с КР-спектроскопией ГКР на на-
ночастицах золота имеет существенно более низ-
кий предел обнаружения формазана и позволяет 
снизить минимальную концентрацию клеток  
E. coli до 3 × 105 КОЕ/мл в МТТ-тесте. Это зна-
чит, что теперь МТТ-тест можно использовать для 
анализа жизнеспособности образцов с низким 
содержанием бактериальных клеток – без пред-
варительного их накопления культивированием.

Дальнейшее повышение чувствительности 
определения формазана – продукта жизнедея- 
тельности клеток в  МТТ-тесте – возможно 
за счет модификации поверхности наночастиц 
или изменения их формы/размера. Применение 
ГКР-спектроскопии для детекции результатов 
МТТ-теста при анализе антибиотикорезистентно-
сти бактерий позволит быстро и точно определять 
этот параметр и оперативно разрабатывать пер-
сонализированную схему лечения инфекционных 
заболеваний.

Исследование выполнено за  счет гранта 
Российского научного фонда (№ 24‑65‑00015, 
https://rscf.ru/project/24‑65‑00015/).

Настоящая статья не содержит каких‑либо 
исследований с использованием людей или жи-
вотных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
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Currently, empirical therapy regimens are often used in the treatment of infectious diseases that are not based on 
data on pathogen resistance. One of the main reasons for the unjustified prescription of antibacterial drugs is the 
lack of rapid and at the same time universal methods of determining antibiotic resistance of the pathogen. The most 
widely used culture techniques, such as the microdilution method, require a long time to generate the necessary 
number of bacterial cells. Less time-consuming methods of resistance assessment (genomic or proteomic) are based 
on the determination of specific markers (resistance genes, overexpression of certain proteins, etc.); in this case, 
the specific protocol is most often applicable to a narrow number of both microorganism strains and antibiotics. 
Previously, we have demonstrated the possibility of using Raman spectroscopy (RS) technology for quantitative 
determination of the product of bacterial cell activity in the MTT аssay, formazan, directly in the cell suspension. 
The absence of the formazan isolation step simplifies the assay and increases its accuracy. The analysis time did not 
exceed 2 h while maintaining the versatility of the MTT аssay itself. Limitations of the developed protocol for RS 
detection of MTT аssay results include a high sensitivity threshold of 107 CFU/mL for bacterial cell concentration, 
so a preliminary stage of cultivation is necessary for samples with low bacterial content. Here, we propose a method 
to increase the sensitivity of formazan determination by utilizing the effect of surface-enhanced Raman scattering 
(SERS) on gold nanoparticles. As a result of the study, the optimal conditions for SERS analysis of formazan in 
both solution and suspension of Escherichia coli cells are selected. Formazan signal amplification due to the use of 
SERS on gold nanoparticles instead of RS allowed us to reduce the sensitivity threshold for the number of bacterial 
cells in the sample at least 30 times, up to 3 × 105 CFU/mL. This sensitivity is not the limit of the SERS technology 
capabilities because of the introduction of other types of nanoparticles (more optimal in shape, size, concentration, 
etc.) into the experiment will allow to achieve even higher signal amplification.

Keywords: MTT аssay, formazan, Raman scattering, surface-enhanced Raman scattering, Escherichia coli, bac-
teria, antibiotic resistance


