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Аннотация. Резазуриновый тест является одним из наиболее распространенных подходов к изучению роста и ме-
таболической активности микроорганизмов. Он основан на изменении цвета синего индикатора (резазурина) на его
розовую восстановленную форму (резоруфин) в результате процесса восстановления, катализируемого метаболи-
ческой активностью. При этом для количественной характеристики процесса необходимо учитывать тот факт, что
регистрируются результаты химического превращения, которые могут отличаться от лежащей в основе кинетики роста
популяции. Цель. Основной целью данной работы является последовательное моделирование обоих взаимосвязанных
нелинейных процессов роста, направленное на получение аналитического решения, зависящего от специфики и
параметров биологических и химических составляющих, и его сравнение с кривыми, полученными эксперимен-
тально. Методы. Изменение концентрации индикатора выведено в предположении логистического роста бактерий,
катализирующих рассматриваемую однонаправленную химическую реакцию, и сопоставлено с фотометрически реги-
стрируемой кривой роста для популяции лактобактерий. Результаты. Выявлено, что кривая биохимического роста
также будет логистической только в случае специально согласованных кинетических параметров и емкости среды.
В противном случае для аппроксимации наблюдаемой динамики необходимо использовать другую функциональную
форму. Заключение. Таким образом, основной вывод состоит в том, что необходимо обратить внимание на важность
различения кривых роста, лежащих в основе микробного и наблюдаемого химического роста. Их разница влияет
на величину скорости роста популяции, которая является целью подобных тестов, и, следовательно, для регрессии
экспериментальных данных необходимо использовать соответствующую функциональную форму.
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Abstract. The resazurin test is one of the most widespread approaches for studying the growth and metabolic activity
of microorganisms. It is based on the colour change of the blue indicator, resazurin, to its pink reduced form, resorufin
due to the reduction process catalyzed by the metabolic activity. At the same time, the quantitative characterization of
the process needs to take into account the fact that one registers the results of the chemical transformation, which can
differ from the underlying kinetics of the population growth. Purpose. The principal goal of this work is a sequential
modelling of both coupled nonlinear growth processes aimed at obtaining the closed-form solution depending on the
specificity and parameters of biological and chemical counterparts and its comparison with the curves obtained experimentally.
Methods. The indicator concentration change is derived under the assumption of the logistic bacterial growth catalyzing the
unidirectional chemical reaction considered and compared with the photometrically registered growth curve for a population
of lactobacteria. Results. It is revealed that the biochemical growth curve will be logistic too only in the case of specially
coordinated kinetic parameters and the systems’ carrying capacity. Otherwise, another functional form should be used to
approximate the observable dynamics. Conclusion. Thus, the main conclusion consists of drawing attention to the importance
of distinguishing between the underlying microbial and observable chemical growth curves. Their difference affects the value
of the population growth rate, which is the target of such tests, and, therefore, the proper functional form should be used for
the experimental data regression.
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Введение

Колориметрические и спектрофотометрические методы, основанные на регистрации изме-
нения цвета (или флуоресценции) индикатора, добавленного в жидкую среду, с культивируемыми
в ней микроорганизмами, в настоящее время занимают место среди основных способов характери-
зации популяционного роста в фундаментальной и прикладной микробиологии [1, 2]. Это связано
прежде всего с тем, что такой подход существенно проще, чем визуальный микроскопический
подсчет индивидуальных микроорганизмов или колониеобразующих единиц (КОЕ), и является
более надежным, чем регистрация мутности среды по ее суммарной оптической плотности (ОП),
так как последний подход не различает активно делящиеся, жизнеспособные и нежизнеспособные
организмы. Напротив, специально подобранные индикаторы реагируют на фермент-субстратные
реакции внутри живущей клетки, дыхательную активность и/или другие типы метаболической
активности, позволяя решать требуемые задачи по определению популяционной динамики микро-
организмов [3]. Сегодня особое внимание данные методы привлекают в контексте разработки
систем дистанционного мониторинга [4], позволяющих проводить автоматизированную запись
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и передачу данных о бактериальной контаминации, скрининге отклика на антибактериальные
средства и т. п.

Однако при этом следует отметить фундаментальную разницу между определенным ро-
стом популяции микроорганизмов, модельное описание которого строится на основе хорошо
разработанных нелинейных дифференциальных уравнений (Ферхюльста, Гомперца и других),
верифицированных на основе методов прямого подсчета КОЕ [5–7], и наблюдаемой динамикой, ко-
торая обусловлена как биохимическими реакциями, так и зависимостью между количественными
параметрами выбранной цветовой шкалы и концентрациями форм индикаторного вещества.

Известные методы, устанавливающие подобное соответствие, в основном оперируют эм-
пирическими зависимостями, как правило, базирующимися на подборе концентраций реагентов
таким образом, чтобы наблюдалась линейная корреляция между микроскопическим счетом КОЕ
или же определением ОП и фотометрической кривой при фильтрации изображения в выбранном
узком интервале длин волн, приблизительно соответствующих интересующему цвету индика-
тора [8]. Может быть также использовано соответствие изменения цвета индикатора времени
порога детектирования присутствия микроорганизмов, стартующих рост и размножение с раз-
личной начальной концентрацией [9], изменение величины главных компонентов в заданном
цветовом пространстве [10] или корреляция, установленная путем машинного обучения [11,12].
Число же работ, посвященных соответствующему анализу на основе математических моделей,
оперирующих связанными динамическими системами, весьма ограничено.

Простая кинетическая модель, комбинирующая линейные кинетические уравнения со свя-
занными параметрами для роста популяции и изменения оптической плотности, была рассмотрена
в работе [13]. Существенно более сложная система, учитывающая редукцию питательной среды,
выявляемую колориметрическим анализом, и соответствующий рост биомассы на основе эмпири-
чески подобранных уравнений и параметров, использовалась в численной модели биореактора
в работе [14]. В работе [15] было показано на основе эксперимента, что различное начальное
разведение микобактериальной культуры может приводит к изменению типа дифференциального
уравнения, описывающего динамику флуоресценции индикаторной среды в ходе популяционного
роста, с модели Ферхюльста на модель Гомперца, и предложено качественное объяснение за счет
различного соотношения кинетических констант популяционной динамики и фотохимической
кинетики. Ряд кинетических моделей, связывающих доступный для регистрации цветовой отклик
индикатора резазурина с процессами биохимической кинетики, приведен в обзоре [16].

Таким образом, основной целью данной работы является построение последовательности
моделей от популяционного роста бактериальной культуры до регистрируемой динамики цвета
индикатора, в качестве которого выступает резазурин (7-гидрокси-3Н-феноксазин-3-он-10-оксид,
известный также под коммерческим названием Alamar Blue), который при взаимодействии с мито-
ходриальными и цитоплазматическими редуктазами живой клетки восстанавливается в розовый
резоруфин (7-гидрокси-3H-феноксазин-3-он) с дальнейшей возможной трансформацией в бес-
цветный дигидрорезоруфин (7-гидрокси-1,2-дигидро-3H-феноксазин-3-он). Данный индикатор
является одним из основных реагентов в современных микробиологических исследованиях жизне-
способности клеточных культур [2, 17]. Для его восстановительной реакции хорошо исследована
химическая кинетика [18,19]. Кроме того, для данной реакции в настоящее время установлено
соответствие концентрационных зависимостей, полученных путем спектрального анализа, колори-
метрическим и фотометрическим характеристикам [20]. Использование лактобактерий в качестве
модельной культуры основывается на детальном исследовании соответствующей динамики попу-
ляционного роста с помощью широкого набора классических нелинейных дифференциальных
уравнений на основе метода подсчета КОЭ [6].
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1. Модель связанной популяционной и химической кинетики

Кинетика реакции восстановления резазурина, катализируемой реагентом 𝑅, идет согласно
схеме [18, 19]

X
kR→ Y

𝑘′+𝑅−−−−⇀↽−−−−
𝑘′−1

− 𝑅
Z, (1)

где 𝑋 — резазурин, 𝑌 — резоруфин, 𝑍 — дигидрорезоруфин, являющийся нефлуоресцентным
прозрачным веществом. Этот второй обратимый этап, как правило, не используется для теста
жизнедеятельности микроорганизмов, поэтому если пренебречь переходом резоруфина в ди-
гидрорезоруфин и рассматривать только реакцию первого порядка, катализируемую числом
микроорганизмов 𝑁(𝑡) с коэффициентом пропорциональности (скоростью необратимой химиче-
ской реакции) 𝑘,

X
kN(t)→ Y,

то для концентраций (𝑥 и 𝑦 соответственно) имеем

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= −𝑘𝑁(𝑡)𝑥, (2)

𝑑𝑦

𝑑𝑡
= 𝑘𝑁(𝑡)𝑥, (3)

с начальными условиями 𝑥(0) = 𝑥0, 𝑦(0) = 0 и законом сохранения 𝑥 + 𝑦 = 𝑥0, где 𝑥0 —
начальная концентрация резазурина; начальная концентрация резоруфина в рассматриваемом
случае равна нулю.

Из интегрирования (2) по методу разделения переменных следует, что

ln

(︂
𝑥

𝑥0

)︂
= −𝑘

𝑡∫︁
0

𝑁(𝑡)𝑑𝑡. (4)

Таким образом, искомое решения — кинетическая кривая роста концентрации индикатора — может
являться нетривиальной функцией времени в зависимости от временной эволюции численности
микроорганизмов и имеет вид

𝑦(𝑡) = 𝑥0

⎛⎝1− 𝑒
−𝑘

𝑡∫︀
0

𝑁(𝑡)𝑑𝑡

⎞⎠ . (5)

Заметим, что решение (5) зависит от времени даже в том случае, когда популяция является
постоянной по численности, но жизнеспособной, то есть 𝑁 = 𝑁𝑠 = const, и концентрация
регистрируемого резоруфина растет, экспоненциально приближаясь к стационару как

𝑦(𝑡) = 𝑥0

(︁
1− 𝑒−𝑘𝑁𝑠𝑡

)︁
. (6)

Таким образом, тривиальный факт наличия временной зависимости изменения концентрации
индикатора от времени не свидетельствует о наличии роста микробиологической культуры
и говорит лишь о ее жизнеспособности. При этом известно существенное для практических
фармакологических приложений наблюдение [21] о различии минимальной ингибирующей кон-
центрации лекарства (МИК) (концентрации, приводящей к гибели патогенных микроорганизмов)
и стационарной концентрации, при которой скорости роста гибели организмов сравниваются,
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что приводит к возникновению стационарной, но жизнеспособной популяции. Временная зави-
симость, отраженная в решении (6), говорит о том, что оба случая (стационарная концентрация
лекарства и концентрация, существенно не достигающая МИК) ведут к изменению показаний
индикатора и более точный вывод должен базироваться не на факте их роста, а на более точном
анализе соответственной функциональной зависимости (см. далее). Специфический вариант
такого поведения был также отмечен в работе [15], где кривая роста микобактерий туберкулеза
на определенном временном интервале складывалась из последовательности участков кривых
вида (6), причем только их начальные и конечные точки укладываются на классическую кривую
роста микроорганизмов Ферхюльста. Такое поведение привело к интерпретации роста микобакте-
риальной культуры как синхронизированных моментов делений, между которыми численность
колоний не меняется, как и следует из (6).

Второй фактор, который необходимо принять во внимание: выход кривой роста индикаторно-
го вещества на стационар не обязательно означает выход на стационар роста микробиологической
культуры, так как это может происходить просто вследствие исчерпания количества индикатора.
В частности, это можно наглядно продемонстрировать, подставив в уравнение (5) функцию
неограниченного роста популяции 𝑁(𝑡) = 𝑁0 exp(𝑟𝑡) с начальным значением 𝑁0 и константой
размножения 𝑟, что дает исключительно быстро (двойная экспонента) выходящую на стационар
кривую роста индикатора

𝑦(𝑡) = 𝑥0

(︁
1− 𝑒−𝑘𝑁0[𝑒𝑟𝑡−1]

)︁
. (7)

Поэтому рассмотрим теперь в деталях более реалистичный случай роста численности
микроорганизмов, который удовлетворяет классическому уравнению логистического роста —
уравнению Ферхюльста

𝑑𝑁

𝑑𝑡
= 𝑟𝑁

(︂
1− 𝑁

𝐾

)︂
(8)

с начальной численностью 𝑁(0) = 𝑁0, константой популяционного роста 𝑟, емкостью среды 𝐾,
и имеет решение

𝑁(𝑡) =
𝑁0𝑒

𝑟𝑡

𝑁0
𝐾 (𝑒𝑟𝑡 − 1) + 1

≡ 𝐾𝑒𝑟𝑡

𝑒𝑟𝑡 + (𝐾/𝑁0 − 1)
. (9)

Подставляя логистическую функцию (9) в решение для концентрации субстрата (4), прихо-
дим к интегралу

𝑡∫︁
0

𝑁(𝑡)𝑑𝑡 =

𝑡∫︁
0

𝑁0𝑒
𝑟𝑡

𝑁0
𝐾 (𝑒𝑟𝑡 − 1) + 1

𝑑𝑡,

который берется в аналитической форме, и получаем

ln

(︂
𝑥

𝑥0

)︂
= −𝑘𝐾

𝑟
ln

[︂
𝑒𝑟𝑡 + (𝐾/𝑁0 − 1)

𝐾/𝑁0

]︂
.

В результате решения для временной эволюции концентраций резазурина и резоруфина
имеют вид

𝑥 = 𝑥0

[︂
𝐾/𝑁0

𝑒𝑟𝑡 + (𝐾/𝑁0 − 1)

]︂ 𝑘𝐾
𝑟

(10)

и

𝑦 = 𝑥0

(︃
1−

[︂
𝐾/𝑁0

𝑒𝑟𝑡 + (𝐾/𝑁0 − 1)

]︂ 𝑘𝐾
𝑟

)︃
(11)

соответственно.
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Очевидно, что ни одно из них не является логистической функцией, хотя выражение (10)
можно рассматривать как решение нелинейного уравнения Ричардса [22] для обратного времени,

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= −𝑥0𝑘𝐾

(︂
𝑥

𝑥0

)︂(︃
1−

(︂
𝑥

𝑥0

)︂ 𝑟
𝑘𝐾
[︂
1− 𝑁0

𝐾

]︂)︃
, (12)

известное также как уравнение обобщенного логистического роста.
Сомножитель в квадратных скобках можно выразить через 𝑥 исходя из (10):

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= −𝑥0𝑘𝑁0

(︂
𝑥

𝑥0

)︂ 𝑘𝐾
𝑟 +1

𝑘𝐾
𝑟 𝑒𝑟𝑡 ≡ −𝑥0𝑘𝑁0

(︂
𝑥

𝑥0

)︂ 𝑟
𝑘𝐾

+1

𝑒𝑟𝑡.

Оставшийся экспоненциальный множитель опять можно выразить из (10), и, в силу закона
сохранения 𝑥+ 𝑦 = 𝑥0, решение (11), соответствующее кривой роста концентрации резоруфина,
удовлетворяет уравнению

𝑑𝑦

𝑑𝑡
= 𝑥0𝑘𝐾

(︂
1− 𝑦

𝑥0

)︂(︃
1−

(︂
1− 𝑦

𝑥0

)︂ 𝑟
𝑘𝐾
[︂
1− 𝑁0

𝐾

]︂)︃
. (13)

Однако кривая роста концентрации индикатора (11) допускает частный случай для комби-
нации параметров 𝑘𝐾/𝑟 = 1, при котором рассматриваемая функция принимает вид

𝑦𝑉 = 𝑥0

[︀
𝑒𝑟𝑡 − 1

]︀
[𝑒𝑟𝑡 − 1] + [(𝐾/𝑁0 + 1)− 1]

. (14)

Сравнение формул (9) и (14) показывает, что они имеют аналогичную дробно-рациональную
структуру с заменой экспоненциальной функции времени в (9) на сдвинутую экспоненциальную
в (14), а также сдвинутыми на ту же единицу отношениями конечной и начальной численности
популяций. Первый сдвиг естественным образом следует из того, что в начальный момент резору-
фина, в отличие от микроорганизмов, в системе нет, и решение для его концентрации обязано
быть сдвинуто в ноль. Сдвиг асимптотического стационара, по сути, следствие того же различия.
К данному выводу о редукции обобщенного логистического роста к стандартному можно прийти
и непосредственно подставив 𝑘𝐾/𝑟 = 1 в уравнение (13), которое действительно принимает
форму уравнения Ферхюльста для переменной 1− 𝑦, записанного для обратного времени (в силу
симметричности логистической кривой относительно точки перегиба и асимптотик по времени
формальное направление времени не влияет на характерную форму логистической кривой).

Так как экспоненциальная функция является достаточно быстро растущей, то для времен,
заметно превышающих обратную величину характерной константы роста микроорганизмов
(𝑡 ≫ 𝑟−1), вычитаемой единицей можно пренебречь, то есть получить именно логистическую
функцию Ферхюльста

𝑦𝑉 = 𝑥0
𝑒𝑟𝑡

𝑒𝑟𝑡 + [(𝐾/𝑁0 + 1)− 1]
, (15)

растущую с той же константой размножения, что исследуемая популяция, но выходящую на
значение насыщения, соответствующее максимальной концентрации индикатора, резоруфина,
при его полной конверсии из резазурина. Учитывая связь между константой роста 𝑟 и временем
удвоения популяции 𝑇𝑑 = ln(2)𝑟−1, видно, что регрессия при помощи функции логистического
роста применима как минимум после нескольких характерных времен деления.

Рис. 1 иллюстрирует данные выводы, показывая, что в специальном случае 𝑘𝐾/𝑟 = 1
кривая роста концентрации резоруфина практически неотличима от кривой популяционного роста
после примерно пяти циклов клеточного деления и может быть адекватно использована для

Сычев А. В., Постников Е. Б.
Известия вузов. ПНД, 2024, т. 32, № 3 337



Рис. 1. Иллюстрация сравнения хода кинетических кривых популяционного роста и роста регистрируемой концентра-
ции резазурина при различных значениях контролирующего параметра 𝑘𝐾/𝑟. Начальные условия 𝑁0 = 2, 𝑦(0) = 0;
асимптотические стационарные значения согласованы по величине для наглядности: 𝐾 = 𝑥0 = 128, константа роста
𝑟 = ln(2) выбрана таким образом, что характерное время удвоения популяции соответствует единице времени 𝑇𝑑 = 1

Fig. 1. An illustration comparing the kinetic curves for population growth and the growth of the recorded resazurin concentration
at different values of the control parameter 𝑘𝐾/𝑟. Initial conditions are 𝑁0 = 2, 𝑦(0) = 0; the asymptotic stationary values
are matched in magnitude for clarity: 𝐾 = 𝑥0 = 128, the growth constant 𝑟 = ln(2) is chosen in such a way that the
characteristic time of population doubling corresponds to the time unit 𝑇𝑑 = 1

характеризации процесса (в принципе, учитывая достаточно малое расхождение кривых и то, что
реальные экспериментальные данные имеют определенную погрешность, для их регрессии может
быть использована логистическая кривая и после примерно трех циклов деления). На практике
данное соответствие кривой конверсии резазурина популяционной кривой, определенной непо-
средственным подсчетом числа бактериальных колоний, было выявлено для резазуринового теста
для стандартных клеточных культур [23] и в сравнении с альтернативными методами контроля
метаболической активности жизнеспособных штаммов M. tuberculosis [24]. Однако отмечается,
что данное наблюдение требует соблюдения определенных условий для концентраций культуры
и реагентов, что подтверждает сделанный вывод о необходимости согласования параметров.

При 𝑘𝐾/𝑟 > 1 быстрая конверсия резарурина в резоруфин приводит к выходу регистри-
руемой кривой на насыщение гораздо раньше, чем происходит стабилизация популяционного
роста, так как фактически в системе не остается реагента. Напротив, при 𝑘𝐾/𝑟 < 1 наблюдается
упомянутый выше (см. уравнение (6)) эффект того, что стабилизированная жизнеспособная
популяция продолжает осуществлять дыхательную активность, что приводит к восстановлению
еще остающегося в системе резазурина в резоруфин, концентрация которого растет с течением
времени.

2. Анализ экспериментальных данных
на основе популяционно-химической модели

2.1. Материалы и методы эксперимента. В качестве микробиологических объектов
была выбрана микробная масса живого антагонистически активного штамма лактобактерий
(Lactobacillus plantarum 8Р-А3 или Lactobacillus fermentum 90Т-С4) с добавлением компонентов
защитной среды высушивания (желатин, сахароза, молоко) (АО НПО «Микроген», Москва, Рос-
сия). Данные компоненты также обеспечивают растущую культуру питательными веществами
при разведении суспензии водой. Вследствие этого дополнительной питательной среды не при-
менялось. Сухие лактобактерии (КОЕ не менее 1 · 1010 в 15 г лиофилизата) разводили в 250 мл
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дистиллированной воды, после чего выдерживали при непрерывном перемешивании в течение
30 минут для равномерного распределения микроорганизмов во всем объеме. Затем была приго-
товлена серия из 11 образцов суспензий лактобактерий, каждый объемом по 10 мл от исходной
концентрации до разбавления в 11 раз. К каждому из растворов добавляли по 1 мл разбавленного
раствора резазурина. В качестве контроля использовали 10 мл прокипяченной дистиллированной
воды с эквивалентным количеством красителя.

Приготовление основного раствора индикатора (натриевой соли резазурина): дистиллиро-
ванную воду кипятили в течение 5 минут и затем охлаждали до (25± 2)∘C, после чего добавляли
(0.055± 0.001) г натриевой соли резазурина (Sigma-Aldrich (Burlington, MA, USA), содержание
красителя более 75%. Смесь тщательно перемешивали до полного растворения красителя. Раствор
резазурина разбавляли 1 : 3 с дистиллированной водой. Концентрация резазурина в рабочем
растворе составляла 0.00067 моль/л.

Для получения фотометрических кривых в течение 72 часов использовали портативный
микробиологический анализатор (ПМА) [25] (Патент RU 2 779 840 C1) с периодичностью ре-
гистрации данных — каждые 15 мин. Анализ, представленный в работе [20], свидетельствует
о существовании линейной зависимости между концентрацией резоруфина и регистрируемой
освещенностью фотоэлементов в режиме до перехода на этап конверсии резоруфина в дигидрорез-
оруфин. Таким образом, показания прибора отражают изменение количества продукта химической
реакции 𝑦.

2.2. Результаты и их обсуждение. Рис. 2, a показывает пример изменения цвета инди-
катора в ряду лунок микробиологического планшета для одного момента времени после начала
измерений при условии различной начальной концентрации лактобактерий. Видно, что данный
интервал начальных разведений за 72 часа хода процесса приводит к полному варианту колоримет-
рических реакций (1): от практически неизменного синего цвета контроля через порозовение до
полностью прозрачного раствора, свидетельствующего о полной конверсии в дигидрорезоруфин.
В связи с этим отметим, что в рамках модели, ограниченной необратимым переходом резазурина
в резоруфин, варианты кинетики быстрого обесцвечивания (разведения более чем (1/7)) детально
не анализируются.

На рис. 2, b для каждой из ячеек планшета зеленые и малиновые маркеры отображают
показания ПМА, нормированные на величину освещенности в начальный момент времени
для коррекции ее вариабельности по площади планшета. В силу примененной нормировки
𝑦(0)/𝑦0 = 1, в то время как отсутствие резоруфина в системе представляет собой его нулевую
концентрацию, фитирование данных решением уравнения Ферхюльста должно осуществляться
со сдвигом на константу 𝑑, то есть

𝑦

𝑦0
=

𝐾 − 𝑑

1 + 𝑒−𝑟′(𝑡−𝑡𝑚)
+ 𝑑, (16)

где 𝑡𝑚 — момент времени, соответствующий половинному росту.
Заметим, что модель логистического роста (16) по определению требует ненулевого (для

𝑦/𝑦0− 𝑑) начального значения, так как кинетика Ферхюльста является автокаталитической. Кроме
того, из рис. 2, b видно, что для ряда ячеек планшета детектируется определенное падение осве-
щенности в течение первых часов после начала эксперимента, связанное с испарением жидкости,
конденсирующейся на верхней крышке планшета, что снижает прозрачность последней. Вслед-
ствие этого, при проведении нелинейной регрессии с целевой функцией (16), параметр 𝑑 также
подлежит определению, чтобы принять во внимание эффект нормировки с учетом конденсата.
Нелинейная регрессия с использованием функции (11) также проводится с аддитивным введением
сдвига кривой на постоянную величину.

Кроме того, видно, что, начиная с разведения (1/10), характер роста сигнала претерпевает
изменения, что связано со вторым шагом реакции (1). Поэтому для последующей регрессии
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Рис. 2. a — Фотография лунок микробиологического планшета, сделанная через 72 часа после начала эксперимента; над
каждой из лунок подписано относительное начальное разведение в долях от 4 · 108 КОЕ; обозначение (0) соответствует
резазуриновому контролю без добавления культуры. b — Фотометрические данные, полученные с помощью ПМА,
нормированные на начальную освещенность (малиновые (использованные для последующего фитирования) и зеленые
маркеры); фиты данных логистической кривой (черная штриховая линия) и решением уравнения популяционно-
химической модели (сплошная красная линия) (цвет онлайн)

Fig. 2. a — A photo of microbiology plate wells taken 72 h after the start of the experiment; the relative initial dilutions in
fractions of 4 · 108 COU are designated above each well; designation (0) corresponds to the resazurin control without culture
addition. b — Photometric data obtained with PMA normalized to the initial illumination (magenta (used for the subsequent
fitting) and green markers); data fitted by a logistic curve (black dashed line) and by solving the population-chemistry model
equation (solid red line) (color online)
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использована только часть данных, отвечающая активному переходному процессу (соответствую-
щие им маркеры выделены малиновым цветом).

Из полученных экспериментальных данных (см. рис. 2, b для субпанели (0)) можно заметить,
что контрольный раствор показывает небольшой рост. Это можно объяснить массопереносом ме-
таболитов лактобактерий или лиофилизирующих веществ раствора, часть которых могла попасть
в лунку с чистым резазурином через конденсат, образовавшийся на поверхности крышки планше-
та. Их следовые количества могут приводить к реакции восстановления резазурина, в особенности
при условии воздействия света, регулярно освещающего планшет во время регистрации фотомет-
рических данных [26, 27]. Однако этот рост концентрации резоруфина достаточно незначителен,
и даже через длительное время после начала эксперимента колориметрические характеристики
раствора не имеют существенного изменения, и он остается синим. Такая интерпретация под-
держивается наблюдением за динамикой отклика самого разбавленного раствора лактобактерий
(1/11), который демонстрирует практически эквивалентный рост до момента, когда бактерии
вступают в активную фазу роста (примерно через 65 часов) и их количества достаточно для
увеличения заметной динамики жизнедеятельности. Данное сравнение будет обсуждено ниже.

Разведения (1/10) и (1/9) показывают практически идеальное наложение эксперименталь-
ных значений на кривую химической кинетики восстановления резазурина и кривую роста,
соответствующую решению уравнения Ферхюльста в пределах разрешения графика, и выход на
стационарное значение к моменту окончания эксперимента. Переход резазурина в резоруфин в дан-
ных случаях наглядно виден по насыщенному розовому цвету на фотографиях соответствующих
ячеек (см. рис. 2, a) на момент выхода кривых на насыщение (см. рис. 2, b).

С другой стороны, (1/8), (1/7) и (1/6) ложатся на логистическую кривую только до опреде-
ленного момента. Последняя (равно как и функция (11)) демонстрирует насыщение, в то время как
фотометрические данные показывают возникновение новой фазы более быстрого роста. Он соот-
ветствует быстрому просветлению среды в ячейках за счет реакции восстановления резоруфина
до дигидрорезоруфина, что приводит к значительному разбавлению среды прозрачным продуктом.
Это также наглядно заметно на рис. 2, a.

Наконец, в лунках (1/5)–(1/1) выход на насыщение фотометрического сигнала проходит
настолько быстро, что двухэтапность процесса не просматривается. Фактически при таких коли-
чествах катализаторов (метаболитов жизнедеятельности лактобактерий) реакции восстановления
идут параллельно, и происходит быстрое просветление раствора. Более того, при начальных
разведениях (1/4)–(1/2) видно уменьшение фотометрического сигнала вместо его стационарности.
Это связано с помутнением среды и уменьшением интенсивности светопропускания раствора из-за
появления большого количества лактобактерий, то есть с прямым изменением оптической плотно-
сти, не связанным уже с химическими индикаторными процессами (среда остается прозрачной).

В пределах разрешения графиков рис. 2, b кривая (16) и сдвинутая кривая (11) хорошо
фитуют данные, но при этом видно, что значения насыщения существенно (примерно в полтора
раза) выше, чем для случая порозовевших ячеек. Однако данные случаи находятся за пределами
области применения модели, оперирующей только с одной необратимой реакцией, и далее
не будут рассматриваться.

Следует отметить, что видимое разрешение на графиках рис. 2, b достаточно грубое и де-
тальное обсуждение вопроса о воспроизведение сигмоидальных кривых роста фотометрических
кривых решением модельных уравнений требует представления данных более чувствительных
к типу кинетических кривых. Данный анализ представлен на рис. 3. Он основан на линеаризации
кривой, заданной функцией (16) в полулогарифмическом представлении

− ln

(︂
𝐾 − 𝑑

𝑦/𝑦0 − 𝑑
− 1

)︂
= 𝑟′𝑡𝑚 − 𝑟′𝑡, (17)

где сдвиг получившейся прямой 𝑟′𝑡𝑚 определяется начальными условиями, а наклон 𝑟′ задает
скорость роста, соответствующую логистическому уравнению.
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Рис. 3 демонстрирует соответствующий вид данных и их аппроксимаций (на интервале
регрессии) для тех лунок, для которых не наблюдается быстрого обесцвечивания за счет второго
этапа реакции. В данном представлении существенная приближенность регрессии логистической
функцией (16) становится явно заметной: даже в центральной области наилучшего приближения
маркеры, соответствующие экспериментальным данным, расположены волнообразно вокруг фиту-
ющей прямой. На начальном же и конечном участках интервала отклонения пути расположения
маркеров от прямой становятся весьма существенными. При этом сплошные линии, отвечающие
решению (11), принимающему во внимание оба процесса — популяционного роста и химической
реакции индикатора — аккуратно проходят по существенно нелинейной кривой расположения
экспериментальных данных.

Следует отметить, что даже сходный одинаковый средний наклон аппроксимирующих линей-
ных участков не свидетельствует об одинаковой скорости популяционного роста, определенного
двумя методами, хотя и приводит к одинаковым качественным заключениям. Прежде всего, следу-
ет обратить внимание на кривые (0) и (1/11), для которых величина наклонов, во-первых, меньше,
чем для прочих, а во-вторых, она практически совпадает для контроля и наибольшего разведения.
Это свидетельствует о том, что выдвинутое выше предположение, что повышение фотометриче-
ского сигнала для этих ячеек связано не с размножением лактобактерий, а с возможными побоч-
ными химическими реакциями. Дополнительный аргумент состоит в том, что для случая (1/11)
в конечные моменты времени (𝑡 > 65 ч) начинается отклонение от прямой вверх, связанное
с превышением численностью лактобактерий порога нечувствительности и соответственным
влиянием на конверсию резазурина метаболических процессов в жизнеспособных клетках. Даль-
нейшие зависимости соответствуют ситуации, когда индикаторную реакцию катализируют именно
метаболические процессы при росте популяции микроорганизмов, а не сопутствующие веще-
ства в растворе, что видно по тому, что три зависимости — для начальных разведений (1/10),
(1/8), (1/7) — проявляют приблизительно одинаковую характерную скорость роста, определяемую
близким наклоном прямолинейных участков в полулогарифмических координатах. Параллельный
же сдвиг между ними отвечает различным начальным условиям, что полностью соответствует
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Рис. 3. Экспериментальные данные (точки); химическая кинетика резазурина (сплошная линия); уравнение Ферхюльста
(прерывистая линия) (цвет онлайн)

Fig. 3. Experimental data (circles); chemical kinetics of resazurin (solid line); Verhulst equation (dashed line) (color online)
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обсуждаемым кинетическим моделям. Меньший наклон для разведения (1/10) может быть свя-
зан с индивидуальными особенностями той части культуры, которая попала в данную ячейку
(по соответствующему графику на рис. 2, b также видна специфика более медленного роста, все
еще не приводящего за 72 ч к началу перехода к дигидрорезоруфиновому этапу реакции).

Однако величина скорости популяционного роста сама по себе различна по данным мо-
дели Ферхюльста и более полной популяционно-химической модели. Модель Ферхюльста дает
𝑟′ = (0.15 ± 0.018) ч−1, в то время как модель (11) дает значения 𝑟(1/10) = 0.21 ч−1, 𝑟(1/8) =
= 0.33 ч−1, 𝑟(1/7) = 0.67 ч−1 при степенных показателях (𝑘𝐾/𝑟)(1/10) = 0.52, (𝑘𝐾/𝑟)(1/8) = 0.13
и (𝑘𝐾/𝑟)(1/7) = 0.11. Таким образом, можно видеть, что эти показатели существенно отличаются
от единицы, то есть модель, учитывающая факт регистрации химического процесса, а не раз-
множения микроорганизмов непосредственно, неэквивалентна решению уравнения Ферхюльста,
несмотря на сходство динамики в области точки перегиба фиксируемой кривой роста (но суще-
ственное различие на этапах начала и конца роста индикаторной кривой конверсии резазурина
в резоруфин).

Различие в скоростях популяционного роста для различных начальных разведений может
быть обусловлено рядом факторов. Одним из них является различная концентрация питательной
среды, которая добавлялась вместе с культурой и разводилась в той же пропорции, то есть кон-
центрация в расчете на объем ячейки планшета различалась, возрастая от ячейки (1/10) до (1/7).
Более существенным фактором является возможная зависимость от начальной концентрации
лактобактерий в силу влияния последней на продолжительность лаг-фазы динамики роста [28].
Современные исследования [29, 30] аргументируют существование необходимости учета эффекта
кворума, следствием которого является меньшая характерная скорость роста культуры за счет
продления лаг-фазы при малых концентрациях колониеобразующих единиц, что соответствует
увеличению констант от 𝑟(1/10) до 𝑟(1/7).

Вместе с тем значения этих констант соответствуют интервалу величин, найденных в ряде
известных работ, обращавшихся к непосредственному подсчету колониеобразующих единиц
лактобактерий или же оптической плотности их взвеси, предварительно откалиброванной на
значения при прямом подсчете. Для температурного интервала 20...30∘C, соответствующего наше-
му эксперименту, параметр роста варьируется в интервале 0.30...0.65 ч−1 [31, 32] в зависимости
от условий среды роста, что соответствует 𝑟(1/8) и 𝑟(1/7) = 0.67 с учетом экспериментальной
погрешности. Величина 𝑟(1/10) находится ниже этого интервала, но с учетом отмеченного выше
эффекта снижения скорости роста при больших начальных разведениях и вариабельности роста
в целом рассогласование не является критичным. Вместе с тем применение модели Ферхюльста
дает существенно заниженное значение, что свидетельствует в пользу релевантности именно
модифицированного подхода.

Таким образом, разработка более детальных моделей, учитывающих многообразие попу-
ляционных, биофизических и химических процессов, открывает перспективы для более ясного
понимания всего комплекса взаимосвязанных процессов, обуславливающих видимый индикатор-
ный отклик на рост культуры микроорганизмов.

Заключение

Таким образом, основной вывод данной работы заключается в привлечении внимания
к необходимости при использовании индикаторных сред четко разделять наблюдаемую кинетику
измерения регистрируемого сигнала и истинную кинетику популяционного роста. Несмотря
на то, что получаемые данные могут быть аппроксимированы классическими сигмоидальными
кривыми (такими как зависимости Ферхюльста, Гомперца и т. п.), как минимум часть параметров
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данных кривых, в особенности характерная константа роста, может не соответствовать реальной
скорости роста микроорганизмов в силу того, что процесс включает в себя не только увеличение
концентрации последних, но и непосредственно химическую реакцию трансформации реагента.
В особенности это существенно для случая быстрорастущих культур, для которых скорости
обоих процессов сопоставимы. Результатом этого является необходимость оперировать моделью,
включающей одновременно в себя нелинейность системы и нестационарность ее параметров.

В данной работе путем последовательного применения описанной методологии получены
зависимости решений типа Гомперца (двойная экспоненциальная зависимость) и Ричардса (обоб-
щенный логистический рост) как кинетические кривых, соответствующих экспоненциальному
и простому логистическому ростам популяции в индикаторной среде. При этом зависимость
обобщенного логистического роста может быть на достаточно протяженном интервале времени
редуцирована к логистическому росту при надлежащем выборе соотношения между кинетически-
ми константами размножения популяции, химической реакцией индикатора и емкостью среды.
Возможность подобного согласования объясняет известную эмпирически прямую пропорцио-
нальность между концентрацией резоруфина и количеством колониеобразующих единиц при
резазуриновом тесте микобактериальных культур и обосновывает рекомендации по строгому
соблюдению условий проведения данного теста специфичных для различных видов и штаммов
микобактерий. Отклонение же от полученного безразмерного критерия приводит к необходи-
мости использования более общей функциональной зависимости, что продемонстрировано на
практическом примере обработки данных по тестированию роста быстрорастущей культуры
лактобактерий.
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