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The study and detection of causative agents of infectious diseases are an important and urgent task, the progress of which can be 
achieved only if different approaches are used. Current diagnostic technologies based on different biophysical detection principles allow 
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the research of complex biological substrates with a high degree of analytical reliability. Raman spectroscopy based on the discovery of 
molecular structure has long established itself as a reliable analytical tool in various fields of science and technology. 

The purpose of this report is to review current achievements in microbiology using the Raman spectroscopy, demonstration its limitations, 
as well as the most important world trends in the application of this diagnostic technology for the study and indication of pathogens of 
bacterial and viral infections.

Key words: bacteria; viruses; indication; Raman spectroscopy; modern diagnostic technologies.

Введение

Нарастающая антибиотикорезистентность бакте-
рий вызывает все большую тревогу в современном 
обществе [1–3]. Эта проблема имеет актуальное зна-
чение для глобального здравоохранения и обуслов-
ливает необходимость более быстрой и высокочувст-
вительной индикации возбудителей бактериальных и 
вирусных инфекций [4]. Помимо решения научных и 
прикладных задач ранняя и специфическая диагно-
стика становится важнейшим аспектом санитарного и 
эпидемиологического мониторинга, противодействием 
биотеррористическим угрозам [5].

Идеальный метод обнаружения инфекционных 
агентов не должен требовать сложных стадий про-
боподготовки, при этом обеспечивать быструю ин-
дикацию возбудителя, быть автоматизированным и 
относительно недорогим. Хотя действующие методы 
считаются точными, им не хватает необходимой чув-
ствительности и они требуют значительного времени 
для обнаружения патогенов [6–9]. Например, тради-
ционные методы индикации возбудителей опираются 
на «золотой стандарт», ориентированный на культи-
вирование бактерий на плотных питательных средах, 
дифференцирование их в соответствии с основными 
морфологическими и биохимическими характеристи-
ками. Недостатками микробиологических методов 
являются их высокая стоимость; длительность (от 
нескольких дней до нескольких недель), обусловлен-
ная скоростью репликации бактериальных клеток; 
невозможность выявить так называемые устойчивые 
(дормантные) формы бактерий, которые не растут в 
обычных условиях (L-формы; жизнеспособные, но не-
культивируемые состояния; клетки-персистеры) и не 
выявляются при рутинных бактериологических иссле-
дованиях [10–12].

При верификации возбудителей в практике клини-
ческой микробиологии используются преимущест-
венно классические методы, основанные на иденти-
фикации свойств возбудителей (морфологических, 
тинкториальных и культуральных). Однако эти методы 
не учитывают варианты фенотипической изменчиво-
сти бактерий, которые могут касаться их биологиче-
ских свойств и связаны с условиями существования 
микроорганизмов [13–15]. Идентификация бактерий с 
помощью бактерио логических анализаторов сущест-
венно повышает точность традиционных микробиоло-
гических методов, однако для их применения требует-
ся выделение чистых культур возбудителя в течение 

18–24 ч, наличие дорогого оборудования и расходных 
материалов [16–18].

Для точной таксономической идентификации на 
видовом и внутривидовом уровнях рекомендуются 
тест-системы, основанные на иммунологической ве-
рификации возбудителя. Однако эти методы являются 
непрямыми, их диагностическая ценность зависит от 
индивидуальных вариаций иммунного ответа, а также 
генетических мутаций бактерий. Кроме того, к недо-
статкам методов причисляют достаточно узкий диаг-
ностический диапазон, зависящий от наличия спектра 
антител, что ограничивает возможность их использо-
вания для широкого скрининга проб [18].

В настоящее время в лабораторной практике ак-
тивно внедряются новые эффективные молекуляр-
но-генетические диагностические инструменты: муль-
типраймерная полимеразная цепная реакция (ПЦР), 
лигазная цепная реакция, основанные на обнаружении 
сиквенсов отдельных консервативных участков нуклеи-
новых кислот (РНК или ДНК) микроорганизмов [19–22]. 
Молекулярно-генетический метод обладает несомнен-
ным преимуществом перед классическими микробио-
логическими методами идентификации возбудителей, 
обеспечивая быструю (4–5 ч) и точную индикацию воз-
будителя с высокой чувствительностью и специфично-
стью. К достоинствам этого метода справедливо отно-
сят его универсальность и вероятность выявления как 
бактериальных, так и вирусных агентов, а также воз-
можность исследовать небольшие по объему пробы, 
идентифицировать внутриклеточные патогены и дор-
мантные (некультивируемые) формы бактерий [20, 21].

Однако, несмотря на очевидные достоинства, 
ПЦР-анализ имеет определенные недостатки, среди 
которых — возможность получения ложноположи-
тельного результата при выявлении нуклеиновых кис-
лот в неживых возбудителях [21, 23]. Невозможность 
с помощью этого метода отличить жизнеспособного 
возбудителя от неживого накладывает существенные 
ограничения на его применение для контроля эф-
фективности лечения, связанного с необходимостью 
выполнения тестовых исследований только после вы-
ведения из организма мертвых патогенов, что проис-
ходит в течение 4–8 нед [11, 23].

Технологический недостаток молекулярно-генети-
ческих методов — достаточно трудоемкая и длитель-
ная подготовка образцов. Кроме того, мутации микро-
организмов в консервативной области генома могут 
стать причиной возникновения ложноотрицательных 
результатов. И, наконец, целый ряд веществ (гепарин, 
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ЭДТА, этанол, изопропанол и др.) способны ингибиро-
вать полимеразную реакцию, а в процессе проведе-
ния ПЦР возможен риск контаминации образцов [11, 
21, 23]. Практическое применение этих методов сдер-
живает необходимость приобретения дорогостоящего 
оборудования и зависимость от набора тест-систем 
[9, 20, 21].

В последнее десятилетие для идентификации воз-
будителя все большую популярность приобретает ме-
тод матрично-ассоциированной десорбции/ионизации, 
особенно в комплексе с времяпролетной масс-спект-
рометрией — matrix-assisted lazer desorption/ionisation 
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF). Этот ме-
тод базируется на масс-спектрометрической детекции 
микроорганизмов с помощью лазерного излучения на 
основании выявления генетически детерминирован-
ного специфического состава белков и липидов бакте-
риальной клетки [11, 24–26]. Существующие вариации 
метода, связанные с проведением белкового (MALDI-
TOF MS) и липидного профилирования в сочетании с 
газовой (ГХ-МС) или жидкостной (ЖХ-МС) хроматогра-
фией, получают все большее распространение в ме-
дицинских и санитарно-гигиенических исследованиях, 
в том числе в микробиологии для быстрой (в течение 
нескольких минут), достоверной и эффективной инди-
кации возбудителей инфекционных заболеваний [24]. 
Однако преимущества MALDI-TOF в скорости индика-
ции ограничиваются необходимостью предваритель-
ного выделения чистой культуры микроорганизмов из 
исследуемых биоматериалов, на что обычно требу-
ется не менее 16–24 ч, а также приобретением доро-
гостоящего оборудования и разрушением образца в 
процессе проведения анализа [24–26].

Таким образом, широко используемые традици-
онные методы обнаружения возбудителей имеют как 
преимущества, так и недостатки и ограничения [18, 27, 
28], что обусловливает необходимость поиска новых 
и эффективных диагностических инструментов для 
индикации патогенов с привлечением иных биофизи-
ческих принципов детекции. Они должны сочетать в 
себе быстроту диагностики, минимальную пробопод-
готовку образцов, низкую себестоимость, высокую 
чувствительность и хорошую воспроизводимость.

В последние годы предметом повышенного внима-
ния в биомедицинских исследованиях стали совре-
менные аналитические технологии определения струк-
туры биологических молекул, позволяющие получать 
информацию о метаболизме возбудителей инфекций. 
Эти диагностические инструменты, основанные на ме-
тодах спектроскопии и спектрометрии, дают достаточ-
но много информации из единичного исследования, не 
приводя к разрушению образца. Среди современных 
биомедицинских технологий, основанных на ранней 
индикации возбудителей инфекций посредством по-
вышенной аналитической чувствительности и специ-
фичности, исследователями выделяется рамановская 
спектроскопия комбинационного рассеяния (РС) как 
наиболее привлекательный и перспективный метод ин-

дикации и верификации возбудителей [9, 11, 18, 23, 29].
В данном исследовании приводится обзор совре-

менных достижений микробиологии с использованием 
метода РС, а также наиболее важных мировых тен-
денций применения этой диагностической технологии 
для изучения и индикации возбудителей бактериаль-
ных и вирусных инфекций. В качестве источников ин-
формации использовались зарубежные базы данных 
PubMed и Internet Grateful Med v. 2.6, каталоги CAB 
Health, EDINA и Dialog с глубиной поиска 2010–2018 гг.

Рамановское рассеяние и SERS-спектроскопия
В основе метода лежит феномен резонансного ра-

мановского (неупругого, комбинационного) рассеяния 
монохроматического света (resonance Raman scatter-
ing — RRS), который был открыт индийскими учеными 
Ч.В. Раманом и К.С. Кришнаном в 1928 г. Рамановская 
спектроскопия использует эффект Рамана при взаи-
модействии лазерного луча с молекулами вещества 
[11, 15, 23]. С помощью светофильтра из полученно-
го пучка света выделяются рассеянные лучи, которые 
усиливаются и регистрируются в виде уникального 
набора спектральных линий, имеющих иную часто-
ту, чем падающий луч [9, 19, 29]. Спектры рассеяния 
очень чувствительны к природе химических связей 
как в органических молекулах, так и в неорганических 
кристаллических решетках. Благодаря этим свойствам 
рамановское комбинационное рассеяние широко при-
меняется в химии, геологии, экологии, материалове-
дении, косметологии, криминалистике.

В ХХI в. новые технологии усиленной РС показали 
себя незаменимыми инструментами для биомедицин-
ских научных и прикладных исследований благодаря 
основным преимуществам метода: неинвазивности, 
бесконтактности, отсутствию необходимости подготов-
ки пробы, скорости исследования, возможности рабо-
ты с водными буферными растворами и комбинирова-
ния с конфокальной, атомно-силовой и электронной 
микроскопией [9, 11, 23, 30, 31].

Наблюдаемые в процессе исследования с приме-
нением РС основные частотные характеристики явля-
ются высокоспецифичными для различных микроор-
ганизмов и функциональных групп внутриклеточных 
молекул, представляя собой точный индивидуальный 
«отпечаток пальцев», который способен обеспечивать 
внутренний «фенотипический профиль» одиночных 
клеток [32], выявлять экспрессию гена [9, 30], биосин-
тез соединений [18, 31], характерные субклеточные 
структуры и включения [9], физиологические состоя-
ния [23, 33] или изменения метаболизма [28, 29]. Эта 
особенность сделала технологию РС очень привле-
кательной для исследования различных аналитов, 
включая биологические объекты. Однако низкая ин-
тенсивность сигнала на выходе была основной причи-
ной того, что в течение длительного времени метод не 
получал широкого распространения в биомедицинских 
исследованиях. И лишь в 90-х годах прошлого века 
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Рис. 1. Спектроскопия поверхностно-усиленного рамановского рассеяния — SERS (рисунок ав-
торов)

Рис. 2. Применение рамановской спектроскопии в микробиологии (рисунок 
авторов)

после совмещения рамановского спектрометра с кон-
фокальным микроскопом стали возможны регистрация 
спектров клеток, а также исследование очень малых 
объектов в пределах 1 мкм3, включая одиночные клет-
ки или их внутриклеточные фрагменты [18, 28, 34].

Современное приложение технологии РС в био логии 
стимулируется необходимостью снижения нижнего 
предела обнаружения веществ, в первую очередь — 
изучения внутриклеточных биомолекул и микроорга-
низмов, при решении задач биомедицинской диагно-
стики. В начале XXI в. благодаря нанотехнологическим 
разработкам стал широко применяться самый мощный 

способ усиления сигнала — спектроскопия поверх-
ностно-усиленного рамановского рассеяния (surface 
enhanced Raman scaterring — SERS). Метод усиленной 
РС (рис. 1) основан на использовании SERS-подложек, 
представляющих собой высокоточные наноструктуры 
с сорбированными на них в активной области нано-
частицами серебра или золота размером 10–100 нм. 
Образующиеся плазмоны значительно увеличивают 
электрическое поле вокруг металла, резко усиливая ин-
тенсивность сигнала (до 1014 раз), что позволяет реги-
стрировать вибрационные состояния внутриклеточных 
молекул (антител, нуклеиновых кислот, белков, липи-

дов), а также вирусов [14, 16, 35, 
36]. Таким образом, SERS явля-
ется аналитическим инструмен-
том, объединяющим специфиче-
ский молекулярный анализ РС 
с усиливающим сигналом плаз-
монных наноструктур [37–39]. 
Полученные спектры сравнива-
ются с имеющейся в программ-
ном обеспечении базой данных 
или контрольными спектрами му-
зейных штаммов.

Особая разновидность по-
верхностно-усиленной РС, в ко-
торой для повышения сигнала 
используется зонд сканирующего 
зондового микроскопа, получи-
ла название спектроскопии ло-
кального усиления рамановского 
рассеяния (tip enhanced Raman 
scattering — TERS). SERS- и 
TERS-разновидности, основан-
ные на эффекте плазмонного 
резонанса, получили общее на-
звание — гигантское комбинаци-
онное рассеяние — и позволили 
значительно расширить практи-
ческое использование РС, заре-
комендовать метод в качестве 
чрезвычайно мощного и универ-
сального инструмента практиче-
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ски для всех биологических и медицинских исследо-
ваний и, в частности, в микробиологии [16, 38, 40, 41] 
(рис. 2).

За последние несколько лет РС комбинационного 
рассеяния стала незаменимым диагностическим ин-
струментом для контроля изменений молекулярной 
структуры бактериальной клетки на основе конкрет-
ных сигналов от белков, нуклеиновых кислот, липидов, 
углеводов и неорганических кристаллов в режиме ре-
ального времени [41]. Эта технология может исполь-
зоваться для детекции и индикации микроорганизмов 
без предварительной пробоподготовки, что делает ее 
надежным и незаменимым методом для решения мно-
гочисленных биомедицинских задач [9, 11, 23, 41].

Например, РС позволяет оценивать внутри- и меж-
видовые отношения бактерий. Специфические спект-
ры комбинационного рассеяния для каждого типа кле-
ток РС предоставляют дополнительную информацию 
об их жизнеспособности, статусе, дифференцировке 
и атипичности, чувствительности к антибиотикам [9, 
11, 42, 43]. При исследовании биопленок РС может 
обнаруживать основные компоненты внеклеточного 
матрикса и вторичные структуры, не разрушая их, что 
дает возможность проследить динамику процессов 
in vitro [19, 44]. Небольшое время применения (20–
40 мин), высокое разрешение, простота в использова-
нии делают технологию РС и ее усиленные модифи-
кации перспективным диагностическим инструментом 
для идентификации бактерий и вирусов [9, 22, 30].

РС-совместимые методы  
для индикации бактерий

Ренессанс РС в биомедицинских исследованиях, на-
блюдаемый в последние годы, связан с быстротой полу-
чения результата (минуты) и высокой специфичностью 
сигнала комбинационного рассеяния, которые являют-
ся важнейшими характеристиками этого метода, име-
ющего высокий потенциал для обнаружения 
и выявления бактерий в смешанной культуре. 
Немаловажное преимущество РС — прижиз-
ненное выявление биохимического состава бак-
терий с возможностью их дальнейших исследо-
ваний [19, 22, 30]. Как правило, спектральные 
сигнатуры позволяют отличить грамотрицатель-
ные и грамположительные бактерии, поскольку 
интенсивность рассеяния последних обычно 
выше во всех диапазонах длин волн [22, 30].

В последние годы установлено, что эффек-
тивность индикации, чувствительность метода 
и воспроизводимость его результатов в значи-
тельной мере зависят от состава анализируе-
мого образца и количества присутствующих в 
нем бактерий, а предел обнаружения опосре-
дуется стратегией изоляции микробной клетки. 
Поэтому во многих публикациях подробно ра-
зобраны различные приемы и решения, свя-
занные с подготовкой проб [22, 30, 45–47].

Пробоподготовка. Выработка стратегии индика-
ции возбудителей инфекций на основе использования 
метода РС требует рассмотрения нескольких аспектов, 
касающихся подготовки проб, что имеет определяющее 
значение для получения оптимального результата.

Признано, что наилучшим методом пробоподготов-
ки является культивирование возбудителя с выделени-
ем чистой культуры (рис. 3, а). Поскольку этот процесс 
занимает от нескольких часов до суток и нивелирует 
временны′ е достоинства РС, при работе с природны-
ми или клиническими изолятами бактерий спектро-
скопический анализ проводится без предварительной 
пробоподготовки. Такая технология используется, как 
правило, с целью бактериального типирования штам-
мов при ретроспективном эпидемио логическом рас-
следовании вспышек инфекции [22, 47, 48]. При этом 
метод РС не уступает по информативности импульс-
ному гель-электрофорезу, который считается эталон-
ным методом для типирования патогенных бактерий 
[22, 47].

Другой метод выделения и очистки образца — филь-
трация через нанопористые мембраны (рис. 3, б). Он 
достаточно распространен при разделении твердых ча-
стиц из жидкой пробы [45, 46, 48]. Бактерии имеют раз-
ные размеры, обычно в пределах 0,5–5 мкм. Поскольку 
они значительно меньше эукариотических клеток, их 
фильтрация через нанопористые мембраны обеспечи-
вает необходимое обогащение пробы.

Авторы работ [49, 50] объединили фильтрацию проб, 
включающих Salmonella typhimurium, Escherichia coli и 
Staphylococcus aureus, в забуференном физиологи-
ческом растворе, используя нанопористые мембраны, 
содержащие металлические золотые или серебряные 
наночастицы, меченные соответствующими антите-
лами для SERS-спектроскопии. При этом связанные с 
антителами бактерии оставались на мембране, а не-
связанные — фильтровались. Предлагаемая методика 
позволила не только дифференцировать данные виды 

Рис. 3. Методы пробоподготовки для проведения рамановской 
спектроскопии (рисунок авторов):
а — культивирование; б — фильтрация; в — дифференциальное 
центрифугирование; г — диэлектрофорез
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бактерий, но и отделить патогенный штамм E. coli 
(O157: H7) от непатогенного (K12). Общее время инди-
кации составило менее 45 мин, а предел обнаружения 
бактерий находился в диапазоне от 102 до 103 КОЕ/мл 
буферного раствора [49].

В современных исследованиях перед фильтра-
цией проводят конъюгацию бактерий со специфи-
ческими антителами, меченными металлическими 
наночастицами из золота или серебра. В типичном 
эксперименте конъюгированные бактерии после 
фильтрации остаются на поверхности фильтра, в то 
время как несвязанные наночастицы проходят через 
мембрану [19, 30, 50]. Эффективность этого способа 
достигалась сочетанием пробоподготовки с гигант-
ским комбинационным рассеянием — одним из мощ-
ных методов усиления сигнала комбинационного 
рассеяния, его SERS- или TERS-разновидностями 
[14, 16].

В работе J. Chen с соавт. [50] в зависимости от 
типа фильтров весь процесс приготовления проб вод-
ной суспензии клеток E. coli занимал 10–20 мин. По 
сравнению с использованием SERS-подложек с на-
ночастицами серебра (золота) без этапа фильтрации 
предел обнаружения бактерий был увеличен на два 
порядка — до 105 КОЕ/мл.

При выборе той или иной модификации РС следу-
ет учитывать химический состав исследуемых проб, 
содержание белка, концентрацию бактериальных 
клеток, а также наличие загрязнителей. Необходимо 
помнить, что пробоподготовка наряду с правильным 
анализом спектров комбинационного рассеяния имеет 
ключевое значение для успешной идентификации воз-
будителя [19, 22, 30, 45].

Другим методом детекции биомолекул и обогаще-
ния проб является дифференциальное центрифуги-
рование (рис. 3, в). Как правило, его применяют при 
разделении бактериальных клеток в растворах с гра-
диентом плотности, при котором учитываются масса и 
размер биомолекул [22].

Вторая разновидность центрифугирования зависит 
от Z-потенциала бактериальных клеток, связанных с 
нанокомпозитными структурами на основе наноча-
стиц золота (AuNP) и серебра (AgNP) и отличается 
сравнительной легкостью получения, стабильностью 
и хорошими плазмонными свойствами [9, 13, 51]. В ис-
следованиях H. Zhou с соавт. [52] показано, что сиг-
нал комбинационного рассеяния бактерий с помощью 
этой стратегии примерно в 30 раз выше, чем в случае 
использования только смешанной коллоидно-бактери-
альной суспензии. Общее время анализа не превы-
шает 10 мин, а общий объем реагентов, необходимый 
для анализа бактерий, составляет всего 1 мл.

В методе концентрирования проб на основе ди-
электрофореза используют нелинейные электрокине-
тические явления для исследования поверхностных 
свойств бактерий, что позволяет концентрировать 
бактериальные клетки даже в сложных биосубстратах, 
таких как кровь или моча (рис. 3, г). Ряд исследовате-

лей показали, что грамотрицательные и грамположи-
тельные бактерии вследствие различий в строении и 
свойствах клеточной стенки иммобилизуются на раз-
ных электрических полюсах [53–56].

В зависимости от степени поляризуемости поверх-
ности клеточной стенки бактерий, а также от состояния 
жидкой фазы и разведения исходного образца иденти-
фикация бактериальных агентов методом резонанс-
ной РС (SERS) происходит в течение 3–6 мин [57–59]. 
Чтобы применить этот метод для диагностики бакте-
риемии, необходимо предварительно провести посев 
крови для получения более высокой концентрации 
бактерий (предел обнаружения — около 105 кл./мл) 
[59–61]. W.A. Braff с соавт. [55] успешно применили 
высокочувствительную трехмерную модификацию ли-
нейного диэлектрофореза для разделения бактерий 
Pseudomonas aeruginosa и Streptococcus mitis на уров-
не штаммов.

Еще один метод концентрации, сортировки бакте-
риальных клеток и манипулирования ими связан с ис-
пользованием так называемых оптических ловушек, 
или оптических пинцетов (Raman spectroscopy optical 
tweezers — RSOT). Этот метод — хорошо известная 
разновидность РС, позволяющая увеличивать интен-
сивность комбинационного рассеяния за счет уве-
личения времени накопления сигнала от одиночных 
молекул или клеток в растворе, при этом не осаждая 
и не фиксируя их [9, 45, 62]. Ранее метод был исполь-
зован при селективной изоляции бактерий из сме-
шанной культуры дрожжевых клеток (Saccharomyces 
cerevisiae) и двух бактериальных видов (Escherichia 
coli, Pseudomonas fluorescens) на основании их специ-
фических спектров комбинационного рассеяния с по-
мощью сильно сфокусированного луча лазера [19, 44].

Идентификация патогенов. После завершения 
пробоподготовки бактерии становятся доступными 
для спектрометрического исследования. Посредством 
многомерного анализа данных для идентификации 
патогенов могут быть использованы даже незначи-
тельные фенотипические различия между спектрами 
бактериальных клеток. Программное обеспечение по-
зволяет обрабатывать достаточно большие объемы 
данных, полученных при исследовании нескольких не-
зависимых серий. На результат идентификации могут 
повлиять физиологическое состояние микробных кле-
ток или обработка параметров спектра [63–65].

Надежность РС-идентификации основывается на 
качественной базе данных и статистических алгорит-
мах, которые применяются к спектрам комбинацион-
ного рассеяния. Разумеется, прилагаемая к прибору 
база данных содержит РС-спектры огромного количе-
ства родов, видов и штаммов микроорганизмов, вы-
ращенных в идеальных условиях культивирования 
(питательная среда, температура, время). Поэтому ис-
следователю нужно создать условия культивирования, 
наиболее близкие к идеальным, что на практике мож-
но реализовать только в определенной степени, по-
скольку состав пробы может быть сложным, особенно 

Б.Г. Андрюков, А.А. Карпенко, Е.В. Матосова, И.Н. Ляпун



СТМ ∫ 2019 ∫ том 11 ∫ №4   167

 ОБЗОРЫ  

при решении медицинских задач, и отличаться в 
каждом конкретном случае [66–68]. Фаза роста 
бактерии, условия хранения проб или загрязне-
ние материала тяжелыми металлами — все это 
может оказать влияние на вариации спектров и 
на качество всего анализа [3, 64, 65, 69]. После 
получения достаточного количества спектров 
комбинационного рассеяния проводится клас-
сификация модели, анализ выполняется путем 
сравнения с базой данных спектров [3] (рис. 4).

Микробная контаминация внутренних сред ор-
ганизма является одной из основных причин воз-
никновения инфекционных заболеваний. Точная 
и быстрая идентификация возбудителей в био-
субстратах пациентов, а также оценка их анти-
биотикочувствительности для врача-клинициста 
имеют важное значение [42, 43, 70]. Как правило, 
в научных исследованиях в пробе присутствует 
только один изучаемый вид бактерий. Однако в 
клинической практике при проведении анализа 
биопроб врач-бактериолог чаще сталкивается с 
бактериальной ассоциацией, и поэтому ставится 
задача идентифицировать все патогены.

Одними из первых D. Cam с соавт. [71] про-
демонстрировали успешный опыт спектроско-
пического анализа комбинационного рассеяния 
образцов с несколькими бактериальными вида-
ми посредством SERS-подложек. С помощью 
РС был идентифицирован состав смеси бакте-
рий, состоящий из трех разных, но родственных 
бактериальных родов — Shigella sonnei, Proteus 
vulgaris и Erwinia amylovora — и трех штаммов 
Escherichia coli (BFK13, BHK7, DH5α).

В последующих исследованиях было показано, 
что РС в сочетании с металлическими наночастица-
ми (золотом или серебром) может быть использована 
при решении клинических задач для быстрой и спе-
цифической индикации E. coli (O157: H7), S. aureus, 
Salmonella spp., Shigella spp., Listeria monocytogenes, 
Enterococcus faecalis, Bacillus spp. и Enterobacter spp. 

[19, 22, 30, 45, 46]. Агрегация наночастиц и бактери-
альных клеток обеспечивала высокую интенсивность 
сигнала с SERS-подложек, облегчая предел обнару-
жения возбудителей до 102 КОЕ/мл. Для полного ана-
лиза требуется 30 мин [72–75]. В таблице приведен 
ряд примеров применения РС комбинационного рас-
сеяния для решения клинических задач.

Некоторые примеры применения рамановской спектроскопии для решения клинических задач

Пробоподготовка Биосубстраты Патогены Концентрация,
КОЕ/мл

Время
исследования Источник

Фильтрация Молоко,  
сыворотка крови

E. coli
S. aureus (MRSA)

5·102 До 30 мин Wang C. et al. [76]

Культивирование Синовиальная жидкость S. aureus
S. pyogenes

102–103 60 мин Fargasova A. et al. [77]

Культивирование Сыворотка крови S. typhi 103 2 ч Naseer K. et al. [78]
Без пробоподготовки Биопленка Pseudomonas aeruginosa 103–104 1,5 ч Bodelón G. et al. [79]

Центрифугирование Мокрота, моча Mycobacterium tuberculosis 103 2 ч Baron V.O. et al. [42]
Центрифугирование Мокрота Klebsiella pneumoniae 103–104 60 мин Cheong Y. et al. [43]
Без пробоподготовки Отделяемое из уретры Chlamydia trachomatis

Neisseria gonorrhoeae
101–102 1–1,5 ч Chen Y. et al. [80]

а б

в

Рис. 4. Пример использования рамановской спектрометрии 
при исследовании жизнеспособности Bacillus subtilis — сен-
ной палочки, грамположительной бактерии:
визуализация спор (а) и вегетативной формы (б) (атомно-силовая 
микроскопия). Рамановский спектр (в) одиночной споры выявил 
биохимический маркер зрелой эндоспоры — дипиколиновую кис-
лоту, играющую важную роль в устойчивости бактерий и защите 
их ДНК от повреждений (рис. А.А. Карпенко)
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В настоящее время очень быстро развиваются 
методы, использующие сочетание оптических воло-
конных биосенсоров с РС для сверхчувствительного 
обнаружения возбудителей инфекций [30, 81], так как 
спектры комбинационного рассеяния могут предо-
ставлять большой массив информации о химической 
структуре интрабактериальных биомолекул [19, 22].

Поскольку чувствительность РС зависит от способа 
пробоподготовки, свойств биосубстратов и используе-
мых наночастиц, в последние годы появляется много 
сообщений о разработке биосенсоров на основе РС, 
в том числе полевых и мобильных вариантов раман-
спектроскопов для быстрой и высокоэффективной ин-
дикации различных бактерий в условиях экспедиций, 
походов [22, 45, 46, 82]. Так, L. Chen с соавт. [46] был 
предложен мобильный биосенсор, работающий по 
принципу комбинационного рассеяния с усилением 
наночастицами Ag, для обнаружения живых бактерий 
в питьевой воде. С помощью этого биосенсора после 
предварительной обработки проб воды Triton X-100 
(неионным детергентом) удалось в течение 5 мин про-
вести индикацию E. coli, P. aeruginosa, устойчивых к 
метициллину штаммов S. aureus (MRSA) из клиниче-
ских изолятов и Listeria spp. — из пищевых продук-
тов. Сравнение спектров позволило выявить и диф-
ференцировать два вида Listeria (L. monocytogenes и 
L. innocua).

Другой группой исследователей, P. Wang с соавт. 
[83], был предложен портативный спектроскопиче-
ский микрофлюидный биосенсор с высоким уровнем 
чувствительности (1–10 кл./мл) с субвидовой специ-
фичностью для быстрой и эффективной индикации и 
характеристики Escherichia coli (O157: H7) в воде. При 
проведении индикации использовались моноклональ-
ные антитела с нанокристаллами золота.

Наряду с мечеными антителами в качестве зондов 
могут выступать антибиотики, специфически взаимо-
действующие с бактериальными клеточными стенка-
ми. Тайваньские исследователи T.Y. Liu с соавт. [84] 
в 2012 г. для выявления и идентификации в крови че-
ловека Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae и 
Mycobacterium smegmatis воспользовались технологи-
ческой платформой SERS с ванкомицином, к которо-
му пришиты активные наночастицы серебра.

В исследованиях P.R. Carey с соавт. [85, 86] показа-
но, что с помощью РС можно выявить молекулярные 
конформационные изменения в бактериальной клетке 
после воздействия антибиотиков (хлорамфеникола и 
меропенема) или перекиси водорода. Авторами были 
получены данные о количественных и качественных 
внутриклеточных изменениях содержания пептидов 
и нуклеиновых кислот, а также выполнена оценка ме-
таболизма по изменениям концентраций цитрата у 
Escherichia coli в режиме реального времени in vivo.

Их японские коллеги провели мониторинг метабо-
лизма Staphylococcus epidermidis, который является 
одним из ведущих нозокомиальных патогенов, свя-
занных с перипротезными инфекциями биомедицин-

ских имплантатов, с помощью РС комбинационного 
рассеяния [30, 45]. Был исследован метаболический 
ответ бактерий на воздействие нитрида кремния in 
situ. Продемонстрирована динамика антимикробного 
воздействия и этапность бактериального лизиса, дег-
радации мембраны и наступления клеточной смерти 
[30, 38].

Интересные результаты о возможности использо-
вания резонансной РС в сочетании с конфокальной 
микроскопией при изучении изменений химической 
структуры бактериальных биопленок в процессе их 
образования представлены китайскими и южнокорей-
скими исследователями в последние годы [22, 46]. 
Одновременно были верифицированы все виды бак-
териальных клеток, входящие в сообщества, их мета-
болизм и сигнальные белковые молекулы, участвую-
щие в конкурентном межвидовом взаимодействии.

Таким образом, высокие аналитические характери-
стики РС и усиленных модификаций метода (скорость 
детекции, чувствительность) делают эту бесконтакт-
ную технологию очень ценным и перспективным ди-
агностическим инструментом для биомедицинских 
исследований. Высокая специфичность РС позволяет 
получать ценную информацию о фенотипе микробной 
клетки, что в сочетании с хемометрическими данны-
ми дает возможность идентифицировать бактерии до 
вида и штамма, а также определять уровень метабо-
лизма и степень жизнеспособности. Как уже указыва-
лось, надежность индикации в значительной степе-
ни зависит от качества и полноты базы данных. Еще 
одно преимущество в отношении обнаружения бакте-
рий методом РС — неинвазивный характер техноло-
гии. Клетки остаются неразрушенными и доступными 
для дальнейшего анализа.

РС-совместимые методы 
для индикации вирусов

С помощью комбинационной спектроскопии япон-
ские ученые H. Mori с соавт. [87] провели исследова-
ние протеиновых и аминокислотных структур норови-
русоподобных частиц до и после инкапсулирования 
в кубические микрокристаллы. Анализ спектроскопи-
ческих данных позволил выявить конформационно-
чувствительные полосы комбинационного рассеяния. 
Полученные данные дают возможность проводить 
эксперименты по изучению влияния на вирусы при до-
ставке лекарственных препаратов in situ.

Пакистанские ученые S. Khan с соавт. [88] изучали 
возможность диагностики вирусного гепатита В по-
средством РС в сочетании с методом распознавания 
образов. Для исследования были использованы 119 
подтвержденных образцов сывороток пациентов од-
ной из больниц страны, зараженных вирусным гепа-
титом В. Была получена диагностическая точность 
метода около 98% с чувствительностью 100% и специ-
фичностью 95%.

A. Sohail с соавт. [89] было предпринято аналогич-
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ное исследование, в котором представлена диагно-
стическая система с использованием спектроскопии 
комбинационного рассеяния для выявления вирус-
ного гепатита С. Система показала значительную 
диагностическую мощность с точки зрения точности, 
чувствительности и специфичности в виде 95, 97 и 
94% соответственно. Верификация вирусного гепа-
тита С у инфицированных пациентов была проведе-
на на основе молекулярных спектров рамановского 
рассеяния сыворотки крови.

Метод РС настолько успешно зарекомендовал себя 
в качестве инструмента для идентификации возбу-
дителей вирусных инфекций, что его предлагается 
использовать как альтернативу традиционным мето-
дам верификации, например твердофазному иммуно-
ферментному анализу. Пакистанские исследователи 
T. Mahmood с соавт. [29] успешно апробировали РС 
комбинационного рассеяния для индикации вируса 
Денге в качестве метода быстрого скрининга сыворо-
ток крови больных пациентов. В результате сравни-
тельных исследований спектральный метод в сочета-
нии с факторным дискриминантным анализом показал 
более высокие аналитические характеристики (чувст-
вительность — 97,95% и специфичность — 95,40%), 
чем традиционный иммуноферментный анализ.

Таким образом, применение различных модифика-
ций методов РС в биомедицинских исследованиях и 
микробиологии за последнее десятилетие зарекомен-
довало себя как успешная биотехнология для быст-
рой и надежной идентификации бактерий и вирусов. 
Время, необходимое для обнаружения возбудителя, 
служит важным фактором, и оно, по данным разных 
исследователей, с учетом пробоподготовки не превы-
шает 2 ч, что делает метод комбинационного рассея-
ния перспективным диагностическим методом [86, 88, 
90, 91].

Отличаясь высокой специфичностью и чувстви-
тельностью, РС способна дать интересную инфор-
мацию для оценки фенотипической пластичности 
бактериальной клетки, оценить метаболическую ак-
тивность, идентифицировать инфекционные агенты 
до вида в смешанной культуре. Однако нужно учи-
тывать, что надежность идентификации возбудителя 
сильно зависит от качества базы данных спектров 
рассеяния [86, 87, 92].

Перспективы дальнейшего использования метода 
РС в биомедицине связаны, с одной стороны, с разви-
тием автоматизации проведения анализа и стандар-
тизации операционной процедуры, а с другой — с со-
зданием на основе этой диагностической технологии 
мобильных и миниатюрных устройств, позволяющих 
проводить исследования у постели больного (в режи-
ме point of-care) или в полевых условиях [47, 86, 93].

Еще одной немаловажной проблемой является 
создание обширной базы данных с учетом не толь-
ко вариативных изменений специфических спектров 
рассеяния различных видов и штаммов возбудителей 

инфекций, но и возможных фенотипических вариан-
тов морфологической и метаболической пластичности 
бактерий.

Решение вышеупомянутых проблем позволит ис-
пользовать метод РС не только в качестве технологии 
для фундаментальных исследований, но и в практи-
ческой медицине для обнаружения бактерий и виру-
сов — возбудителей инфекций. Из всего сказанного 
можно сделать вывод, что РС обладает огромным по-
тенциалом, особенно в сочетании с эффективными 
стратегиями изоляции микроорганизмов и модифика-
циями метода, позволяющими усилить сигнал комби-
национного рассеяния и исследовать субклеточные 
структуры биологических клеток.

В связи с этим нельзя не упомянуть еще одно ин-
тересное направление биомедицинского примене-
ния РС, с помощью которого российские исследо-
ватели из МГУ совместно с коллегами из Дании и 
Германии получили уникальную информацию об 
окислительно-восстановительном потенциале и кон-
формациях цитохрома С митохондрий, что связано с 
эффективностью обеспечения клеток энергией и раз-
витием апоптоза [19, 30, 94]. Это позволило выйти 
на новый уровень в изучении данных внутриклеточ-
ных органелл. Выявлено, что спектры SERS живых 
митохондрий, размещенные на иерархически струк-
турированных подложках с наночастицами серебра, 
предоставляют эксклюзивную информацию об изме-
нениях в структуре молекул цитохрома С при измене-
нии мембранного потенциала митохондрий, градиента 
протонов и активности АТФ-синтетазы [94].

Заключение
За последние 5–10 лет рамановская спектроско-

пия привлекает все большее внимание специалистов 
биомедицинского профиля. В настоящем обзоре по-
казано успешное применение РС для детекции бак-
терий и вирусов. Среди процитированных работ есть 
многочисленные подтверждения того факта, что экс-
периментальные и научные микробиологические ис-
следования с использованием спектроскопических ин-
струментов быстро вошли в диагностический арсенал 
методов клинической медицины.

Помимо высокочувствительной и быстрой индика-
ции инфекционных агентов современные модифика-
ции РС — методы гигантского комбинационного рас-
сеяния — позволяют решать многочисленные задачи 
молекулярной микробиологии, направленные на ис-
следование метаболизма прокариот, их фенотипиче-
ской морфологической и метаболической гетерогенно-
сти, на оценку жизнеспособности и дифференцировку 
форм запрограммированной клеточной гибели бакте-
риальных клеток.

В последние годы развитие биомедицинских мето-
дов РС двигалось в направлении расширения как при-
борной базы, так и прикладных медицинских исследо-
ваний. Появление портативных раман-спектрометров 
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лабораторного уровня и высокого разрешения, на-
целенных на высокоэффективные биомедицинские 
исследования, в комплекте с конфокальным рама-
новским микроскопом и программным обеспечением 
позволяет проводить анализ полученных данных, вы-
бор образцов, предварительную обработку и исследо-
вание спектров в режиме реального времени.

Разработка миниатюрных биосенсоров, способных 
исследовать и измерять различные явления в нано-
масштабе, привела к трансформации методов диаг-
ностики и лечения заболеваний [95, 96]. В частности, 
биофункциональные рамановские наночастицы in vitro 
и in vivo были использованы для нанобиосенсибили-
зации и мультиплексной диагностики с целью обнару-
жения различных инфекционных агентов.

Создание портативных вариантов миниатюрных 
раман-спектрометров, профессиональных карман-
ных анализаторов рамановского рассеяния позволило 
проводить высокочувствительные микробиологиче-
ские исследования в полевых условиях [97], в море 
[98], антарктических экспедициях [99], космических по-
летах [100, 101].

Рамановская спектроскопия оказалась идеальным 
инструментом для медицинских исследований in vitro 
и in vivo при выявлении молекулярных маркеров рака 
[72, 100, 102], атеросклеротического поражения сосу-
дов [100, 103], наркотического отравления [104], для 
оценки биодеградации наночастиц в организме и те-
раностики многих онкологических заболеваний [105, 
106]. В настоящее время РС активно применяется в 
фармакологии (исследование молекулярной активно-
сти лекарственных препаратов и тестирование их био-
логической активности) [11, 96, 100, 107].

Наконец, уникальные аналитические возможности 
рамановской спектроскопии открывают новые под-
ходы для решения вопросов химической и биологи-
ческой безопасности. Китайские ученые предложили 
использовать поверхностно-усиленную технологию 
SERS с алюминиевыми подложками, покрытыми золо-
том, для захвата молекул фосфорорганических отрав-
ляющих веществ. В результате такая технология по-
зволяет обнаруживать эти вещества в концентрации 
1·10–9 [108]. Компания FLIR Systems (США) в числе 
других приборов включила портативный раман-спек-
трометр FirstDefender RMX (Thermo Scientific, США) 
в состав разработанного в 2016 г. комплекта CBRN 
DR-SKO IDIQ, предназначенного для проведения 
всех видов радиационной, химической и биологиче-
ской разведки, который уже поступает на снабжение 
Вооруженных сил США [109].

Огромный потенциал рамановской спектроскопии 
очевиден, но для максимально полной его реализации 
метод нуждается в дополнительном развитии. Среди 
наиболее перспективных направлений — дальнейшая 
автоматизация, повышение надежности, портативно-
сти и мобильности раман-спектрометров. За послед-
ние годы прослеживается определенный тренд в этом 
направлении: ряд портативных моделей для биомеди-

цинских исследований в настоящее время разрабаты-
ваются или доступны на рынке (Bio Particle Explorer, 
rapid, Германия; i-Raman Plus, Италия; SpectraCell RA, 
river diagnostics, Нидерланды).

Следующим направлением является разработка 
и внедрение стандартной операционной процедуры, 
которая оптимизирует воспроизведение всей цепочки 
этапов — от отбора проб, пробоподготовки и до изме-
рения параметров спектров комбинационного рассея-
ния и хемометрической идентификации бактерий.

И, наконец, еще одним важным моментом являет-
ся совершенствование и полнота баз данных спектров 
рамановского рассеяния, которые должны учитывать 
фенотипические вариации физиологических состоя-
ний бактерий.

Реализация указанных перспективных направлений 
поможет дальнейшему распространению этой совре-
менной диагностической технологии в биологических 
научных исследованиях и практической медицине.
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