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Защита населения страны от биологической 
агрессии и других видов биологических угроз (эпи-
демии, природные и техногенные катастрофы) за-
висит от своевременного обнаружения патогенных 
биологических агентов (ПБА) и проведения проти-
воэпидемических мероприятий [1]. Выявление ПБА 
вклю чает в себя три функциональных звена: неспец-
ифическую индикацию, специфическую индикацию 
и идентификацию (определение вида) ПБА [2].

Неспецифическая индикация основана на 
экспресс-обнаружении ПБА по ряду признаков (по-
вышение белкового фона, наличие ферментативной 
активности), характерных для живых микроорга-
низмов [1]. В основе специфической индикации ле-
жат методы лабораторного анализа, направленные 
на выявление характерных для каждого вида ПБА 
антигенов и участков генома иммунологическими и 
молекулярно-генетическими методами [2]. В резуль-
тате исследования нативного материала экспресс-
методами предварительный ответ о наличии ПБА 
в пробе может быть получен от 1 − 3 до 3 −5 ч [2]. 
Анализ материала после биологического обогаще-
ния занимает от 18 до 72 ч [2]. Несмотря на то, что 
методы лабораторной диагностики характеризуются 
высокой чувствительностью и специфичностью, в 
настоящее время остаются не решенными ряд во-
просов:

- оснащение подразделений, осуществляющих 
биологическую разведку, средствами неспецифиче-
ской индикации;

- сокращение времени выявления и определения 

вида ПБА;
- возможность бесконтактного и безреагентного 

проведения анализа для повышения биологической 
безопасности;

- разработка автоматических средств мониторин-
га объектов окружающей среды на наличие ПБА.

На современном этапе развития методов лабо-
раторной диагностики инфекционных болезней все 
большее применение находят физические методы, 
основанные на принципах анализа химического со-
става и молекулярной структуры клеток микроор-
ганизмов: ультрафиолетовая (УФ) и инфракрасная 
(ИК) спектроскопия, биолюминесценция, Раман и 
ИК Фурье спектроскопия.

Методы ИК и УФ спектроскопии легли в основу 
разработки дистанционных средств индикации ПБА 
в аэрозольном состоянии – ИК и УФ лидаров (от англ. 
LIDAR – light detection and ranging) [1]. Лидары спо-
собны осуществлять в автоматическом режиме непре-
рывный мониторинг воздушного пространства без 
использования дополнительных реагентов. Принцип 
действия лидаров основан на применении ИК или 
УФ лазерного излучения, проходящего через слой 
атмосферы и отражаемого от аэрозольных частиц. 
ИК лидары позволяют определить наличие биологи-
ческих частиц диаметром менее 20 мкм на расстоя-
нии 5−6 км, УФ лидары детектируют биологические 
частицы диаметром 1−10 мкм на расстоянии 2−3 км 
(Trošt M., 2008). С использованием ИК лазерного из-
лучения обнаруживают частицы как биологического, 
так и не биологического происхождения (снег, пыль, 
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порошки). УФ излучение индуцирует флуоресцен-
цию только биологических молекул (белков) [14].

Метод индикации биологических частиц с ис-
пользованием УФ спектроскопии основан на выяв-
лении пика поглощения белковых молекул, содер-
жащих ароматические аминокислоты (триптофан, 
тирозин, фенилаланин), в УФ диапазоне при длине 
волны 280 нм. УФ лазеры эффективны в условиях 
низкой освещенности, в том числе ночью. Однако 
наличие в воздухе аэрозолей, содержащих аромати-
ческие углеводороды (промышленные химические 
вещества, выхлопные газы), пыльцу растений, спо-
ры грибов, может приводить к ложноположительным 
результатам [28]. Для исключения подобных ложных 
ответов и выявления только клеток микроорганизмов 
нашел применение метод спектроскопии в видимом 
диапазоне, основанный на определении маркера ме-
таболической активности живых клеток никотинами-
даденидинуклеотида (НАД), имеющего пик погло-
щения при длине волны 349 нм, а пик эмиссии – при 
длине волны 450 нм [17]. Однако указанный способ 
определения клеток микроорганизмов не позволяет 
обнаружить споры бактерий и токсины биологиче-
ского происхождения, не обладающие метаболиче-
ской активностью.

Для решения данной проблемы рядом авторов 
предложено использование многоволновой спектро-
скопии в УФ и видимом диапазоне (UV-VIS спек-
троскопия), регистрирующей наличие как белковых 
молекул в УФ диапазоне, так и маркеров метаболи-
ческой активности (НАД, рибофлавина) в видимом 
диапазоне. Одновременная регистрация трех био-
логических маркеров (белков, НАД, рибофлавина) 
позволяет дифференцировать вегетативные клетки 
микроорганизмов, споры бактерий, белки и неорга-
нические частицы. На основе многоволновой спек-
троскопии разработаны устройства для неспецифи-
ческой индикации ПБА: Ultraviolet-Aerodynamic 
Particle Sizer (UV-APS) (TSI, Inc., США), Fluorescence 
Aerodynamic Particle Sizer (FLAPS) (Canadian Defense 
ministry, Канада), Biolo gi cal Agent Warning Sensor 
(BAWS) (MIT Lincoln Laboratory, США), Single 
Particle Fluorescence Analyzer (SPFA) (Naval Research 
Laboratory, США) [4, 14, 28]. Детектор UV-APS со-
четает в себе пробоотборник − насос для прокачива-
ния проб воздуха, ИК лазер, определяющий размеры 
и количество частиц, содержащихся в пробе, и два 
УФ лазера, предназначенные для выявления белков, 
НАД и рибофлавина. V.Agranovski et al. показали, 
что чувствительность детектора UV-APS составляет  
60 м.к./см3, наличие ложноположительной флуорес-
ценции немикробных органических аэрозолей на-
блюдается в 0,1 % случаев [4]. Указанные устройства 
являются малогабаритными и могут быть использо-
ваны на мобильных постах контроля окружающей 
среды. Так, детектор FLAPS был интегрирован в 
систему индикации биологических агентов CIBADS 
(Canadian Integrated Biological Agent Detection System) 
министерства обороны Канады [14].

Одним из методических приемов, используемых 
для проведения неспецифической индикации микро-
организмов, является биолюминесценция. При этом 
регистрируется либо собственная флуоресценция 
патогенов, либо флуоресценция, возникающая при 
взаимодействии специальных реагентов с маркерами 
метаболической активности клеток – аденозинтри-
фосфатазы, пероксидазы [3, 20, 21]. На сегодняш-
ний день разработана коммерческая тест-система 
Profile-1 (New Horizon Diagnostics Inc., США), позво-
ляющая выявлять от 3∙102 до 1∙104 м.к./мл в течение 
5−15 мин [13]. Специфичность тест-системы состав-
ляет 100 %. Тест-система Profile-1 была использова-
на для определения общей обсемененности пищевых 
продуктов [10], биологических аэрозолей [29], детек-
ции спор бактерий [20].

Таким образом, рассмотренные выше средства 
ИК, УФ и видимой спектроскопии способны детекти-
ровать вегетативные клетки микроорганизмов, споры 
бактерий, белковые токсины в объектах окружающей 
среды, пищевых продуктах. Данные методы индика-
ции характеризуются высокой чувствительностью, 
возможностью автоматизации исследований, способ-
ностью к длительному функционированию приборов 
в автономном режиме, быстротой получения ответа, 
в ряде случаев отсутствием прямого контакта с ис-
следуемым материалом и необходимостью исполь-
зования дополнительных биологических или хими-
ческих реагентов. Данные преимущества могут быть 
реализованы при разработке средств неспецифиче-
ской индикации ПБА и оснащении ими мобильных 
постов контроля окружающей среды. Однако указан-
ные методы не позволяют определить вид ПБА.

Для специфической индикации и идентифика-
ции ПБА нашли применение методы спектроскопии, 
основанные на определении индивидуальных харак-
теристик химического состава клеток микроорганиз-
мов.

В настоящее время свое развитие в микробио-
логии получила колебательная ИК спектроскопия с 
Фурье преобразованием − ИК Фурье спектроскопия 
(англ. Fourier transform infrared – FT-IR) [23], кото-
рая долгие годы используется в химическом анализе 
чистых веществ [31]. При ИК Фурье спектроскопии 
исследуемый образец подвергается воздействию ИК 
излучения. Поглощение излучения веществом приво-
дит к колебательным движениям молекул, регистри-
руемых в виде колебательного спектра. Для каждой 
молекулы характерны своя частота и амплитуда ко-
лебаний. Установлено, что микроорганизмы облада-
ют индивидуальными Фурье спектрами [24, 27], что 
обусловлено уникальным для каждого возбудителя 
набором макромолекул (белков, липидов, углеводов, 
нуклеиновых кислот). Определение Фурье спектров 
микроорганизмов позволяет дифференцировать их 
на самых разных таксономических уровнях, вплоть 
до подвидов, сероваров и штаммов. Так, установлена 
эффективность применения ИК Фурье спектроско-
пии при идентификации Brucella sp. [15], Yersinia 
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enterocolitica [18], Listeria monocytogenes [25, 26], 
дрожжей [30], прионов [7]. M.A. Miguel Gómez et al. 
использовали Фурье спектроскопию для определе-
ния биоваров Brucella melitensis и дифференциации 
от других видов бруцелл [15]. Показана эффектив-
ность определения биовара бруцелл в 95 % случаев. 
A.E.Kuhm et al. с помощью ИК Фурье спектроскопии 
дифференцировали Y. еnterocolitica от других видов 
рода Yersinia (Y. pseudotuberculosis, Y. bercovieri, 
Y. inter media) [18]. Авторам удалось определить вид 
Y. еnte ro colitica в 80 % случаев, биовар – в 98 %, 
серовар – в 92 %, присутствие маркера вирулент-
ности (ail-гена) – в 98 %, в 100 % случаев диффе-
ренцировать штаммы Y. еnterocolitica, Y. bercovieri, 
Y. intermedia, Y. rohdei, имеющие сходный биохими-
ческий профиль, и которые невозможно различить 
с использованием коммерческой тест-системы API 
20E (BioMérieux, Франция). Согласно литературным 
данным, применение ИК Фурье спектроскопии позво-
ляет сократить время анализа до нескольких минут, 
минимизировать объем исследуемого материала, по-
высить чувствительность иммунологических и бак-
териологических методов до 1∙103 м.к./мл, исключить 
трудоемкую подготовку образцов при молекулярно-
генетических методах [31].

Еще одним способом, реализуемым при индика-
ции и идентификации ПБА, является Раман спектро-
скопия, основанная на комбинационном рассеянии 
света или эффекте Рамана [6]. Раман спектроскопия 
является одним из методов химического анализа, из-
учения состава и строения веществ. Раман спектро-
скопия, в отличие от других видов спектроскопии, 
может проводиться в широком диапазоне длин волн 
− от ультрафиолетовой до инфракрасной области. Из-
за высокой фоновой флуоресценции воды, буферных 
растворов, сред в видимом диапазоне, используют 
спектры комбинационного рассеяния света вдали от 
фоновой флуоресценции – в ближнем инфракрасном 
диапазоне (ИК Раман спектроскопия) или ультрафи-
олетовом диапазоне (УФ Раман спектроскопия) [19]. 
При Раман спектроскопии сдвиг вторичных спек-
тральных линий (линий-спутников) относительно 
первичных линий характеризует вещество. Сигнал, 
испускаемый каждым типом молекул, в результате 
их взаимодействия между собой, а также в результа-
те различной толщины молекул является индивиду-
альным. УФ Раман спектроскопия была использова-
на для детекции спор бацилл и определения их вида 
[22]. ИК Раман спектроскопия нашла применение в 
индикации и идентификации Mycobacterium sp. [5, 
9], Listeria sp., Legionella sp., Criptosporidium sp. [16], 
спор Bacillus cereus [12], спор Bacillus anthracis [8, 
11, 32, 33]. Чувствительность метода при обнаруже-
нии спор бактерий составила 5∙104 – 5∙105 спор/мл 
[32]. Показано, что Раман спектроскопия имеет ряд 
преимуществ перед другими методами лабораторной 
диагностики инфекционных болезней (иммунофер-
ментный анализ, полимеразная цепная реакция, им-
муноблоттинг): отсутствие этапов подготовки проб 

(отмывка, лизис клеток, разделение белков, выделе-
ние ДНК/РНК), высокая скорость анализа (5 мин), 
высокая информативность [19]. Основное преиму-
щество Раман спектроскопии – возможность прове-
дения анализа без прямого физического контакта с 
биологическим агентом. Это свойство нашло отра-
жение при идентификации патогенных вирусов, на-
ходящихся внутри инфицированных клеток [19].

Таким образом, наряду с бактериологическими, 
иммунологическими и молекулярно-генетическими 
методами индикации и идентификации ПБА, все 
большее применение находят физические методы 
спектроскопического анализа. Анализ научной лите-
ратуры показал возможность использования методов 
ИК, УФ спектроскопии, многоволновой спектроско-
пии, биолюминесцентного анализа при неспецифи-
ческой индикации ПБА. При этом указанные методы 
позволяют решить ряд вопросов: возможность диф-
ференциации вегетативных и споровых форм микро-
организмов, белков и неорганических молекул, со-
кращение времени анализа до нескольких минут, в 
ряде случаев, проведение анализа в автономном (ав-
томатическом) режиме в течение длительного вре-
мени без использования дополнительных реагентов, 
способность выявлять ПБА на определенном рас-
стоянии без контакта с исследуемым материалом. 
Данные свойства могут быть использованы при раз-
работке средств мониторинга объектов окружающей 
среды.

Уникальные характеристики отдельных видов 
микроорганизмов, получаемые с помощью методов 
ИК Фурье и Раман спектроскопии, нашли свое при-
менение при идентификации ПБА. Преимущества 
методов Фурье и Раман спектроскопии перед тра-
диционными методами лабораторной диагностики 
связаны с минимальным расходом исследуемого ма-
териала, быстротой выдачи ответа, отсутствием дли-
тельных этапов пробоподготовки, необходимости 
использования меченых реагентов и хромогенных 
субстратов, возможностью выявления труднокульти-
вируемых и некультивируемых форм бактерий, ви-
русов. Все это указывает на перспективу использо-
вания методов спектроскопии для неспецифической, 
специфической индикации и идентификации ПБА.

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 57-Д от 29.06.2010 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009−2013 годы)».
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