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Представлены результаты экспериментальных исследований на основе сравнительного анализа разных

штаммов стрептококков методом спектроскопии комбинационного рассеяния света. Исследовано 25 штаммов

стрептококков (7 штаммов Streptococcus mitis, 11 штаммов Streptococcus oralis и 7 штаммов Streptococcus

pneumoniae). Установлены спектральные различия между исследуемыми штаммами, которые обусловлены

особенностями строения и функционирования исследуемых штаммов патологических бактерий.
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В настоящее время Streptococcus являются основ-

ными возбудителями распространенных стоматологи-

ческих заболеваний, таких как кариес и пародонтит.

Помимо стоматологических проблем со стрептококками

связано огромное количество инфекций человека иных

локализаций. Streptococcus обладают определенным на-

бором факторов патогенности, наличие которых позво-

ляет стрептококкам вызывать ту или иную патологию в

тропных клетках, тканях, органах и системах макроор-

ганизма [1,2].

Среди различных штаммов Streptococcus наибольшее

значение в медицинской практике имеет Streptococcus

pneumoniae. Данный условно-патогенный микроорга-

низм является одним из самых распространенных воз-

будителей внебольничной пневмонии, а также способен

вызывать другие внелегочные осложнения [3].

К иным представителям рода Streptococcus относятся

Streptococcus mitis и Streptococcus oralis, которые в нор-

ме составляют здоровую микробиоту ротовой полости.

Данные штаммы в большинстве случаев не способны

вызывать заболевания человека и лишь в исключи-

тельных случаях иммунодефицита приводят к развитию

различной инфекционной патологии [4].

Благодаря современным методам диагностики, та-

ким как MALDI-ToF масс-спектрометрия, идентифика-

ция микроорганизмов стала значительно более быстрой,

дешевой и точной. Однако для некоторых штаммов,

в том числе Streptococcus mitis, Streptococcus oralis

и Streptococcus pneumoniae, рутинная идентификация

при помощи данного метода остается затруднитель-

ной вследствие схожести протеомного профиля данных

микроорганизмов [5].

Одним из методов дифференциации стрептококков

может стать спектроскопия комбинационного рассеяния

(КР) света, которая получила широкое распространение

в других биомедицинских задачах [6,7].

Целью исследования является сравнительный анализ

спектров комбинационного рассеяния света различных

штаммов представителей Streptococcus, выращенных на

агаризированных средах.

В исследовании использовались 25 различных штам-

мов стрептококков: 7 штаммов Streptococcus mitis, 11

штаммов Streptococcus oralis и 7 штаммов Streptococcus

pneumoniae.

Исследование проводилось в течение девяти месяцев.

Штаммы стрептококков были получены из различ-

ного клинического материала, поступающего в микро-

биологический отдел КДЛ Клиник Самарского госу-

дарственного медицинского университета. Поступивший

первичный биоматериал рассевался на плотные пита-

тельные среды согласно российским рекомендациям по

клинической микробиологии
”
Методы посева биомате-

риала на питательные среды, документ 3/25“ (2025).
После инкубации в течение 24 h выросшие изолирован-

ные колонии идентифицировались методом MALDI-ToF

масс-спектрометрии на приборе MicroflexLT (Bruker,
Германия). Для всех штаммов, идентифицированных

как Streptococcus pneumoniae, Streptococcus oralis и

Streptococcus mitis, осуществлялась постановка опто-

хинового теста с оптохиновыми дисками для иденти-

фикации Streptococcus pneumoniae. Для дифференциа-

ции штаммов Streptococcus oralis и Streptococcus mitis

использовался пиковый анализ масс-спектров согласно

известному протоколу с использованием программного

обеспечения FlexAnalysis 3.3 (Bruker, Германия).
Затем изолированные колонии идентифицированных

штаммов переносились на агар Мюллера−Хинтона с

добавлением 5% бараньей крови (HiMedia, Индия) и
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Рис. 1. Усредненные спектры комбинационного рассеяния света исследуемых объектов. 1 — Streptococcus mitis, 2 — Streptococcus

oralis, 3 — Streptococcus pneumoniae.

рассевались методом Дригальского. Культивирование

осуществлялось в течение 24 h при температуре 37 ◦C

в микроаэрофильных условиях (5−7% CO2). Выросшая

биомасса бактерий стерильной одноразовой петлей пе-

реносилась в стерильную пробирку типа Эппендорф и

затем транспортировалась в течение часа в лаборато-

рию Самарского университета для спектроскопического

исследования.

Исследования проводились с помощью эксперимен-

тального стенда, реализующего метод спектроскопии

комбинационного рассеяния света, подробно описанно-

го в работе [8]. Экспериментальный стенд включал

в себя полупроводниковый лазер (LML-785.0RB-04),
оптический модуль комбинационного рассеяния света

(PBL 785), спектрограф (Sharmrock SR-303i) с инте-

грированной цифровой камерой (ANDOR DV-420A-OE),
охлаждаемой до −60 ◦C, и компьютер.

Математическая обработка полученных спектров

КР проводилась в программном комплексе Wolfram

Mathematica 12.2. Для исключения вклада автофлуорес-

ценции в спектре КР использовали метод вычитания

флуоресцентной составляющей полиномиальной аппрок-

симации с дополнительной фильтрацией случайных шу-

мовых эффектов [9].

Дополнительно был проведен линейный дискрими-

нантный анализ.

Усредненные спектры исследуемых образцов пред-

ставлены на рис. 1. Видно, что спектры КР исследуемых

образцов имеют схожий характер. Однако можно заме-

тить (рис. 1), что штамм стрептококков Streptococcus

mitis спектрально отличается от двух других иссле-

дуемых патогенных штаммов (Streptococcus oralis и

Streptococcus pneumoniae) на линиях КР ∼ 484 cm−1

(Glycogen), ∼ 1280 cm−1 (Amide III & CH2 wagging

vibrations from glycine back bone & proline side chains),
∼ 1330 cm−1 (Typical phospholipids), причем интенсив-

ность линий КР, соответствующих гликогену и фосфо-

липидам, в спектрах штамма Streptococcus mitis выше,

чем в других штаммах стрептококков. Это, вероятно,

связано с высокой метаболической активностью в отно-

шении гликогена, который Streptococcus mitis способны

запасать в больших количествах (до 50% сухой массы

клетки) [10].
В то же время из рис. 1 можно видеть, что ин-

тенсивность линии КР, соответствующая глицину, вы-

ше в штаммах Streptococcus oralis и Streptococcus

pneumoniae.

На рис. 2 приведены результаты статистического ана-

лиза. Представлены результаты LDA (linear discriminant

analysis) сравнения трех групп исследуемых образцов.

Чем выше по модулю значение главного компонен-

та LD-1 для переменной, тем в большей степени

она определяет разницу в дискриминационной модели

между группами образцов. Так, для группы образцов

Streptococcus mitis относительная интенсивность линий,

указанных в области LD-1 от −6 до 0, выше, чем для

других групп. Для группы образцов Streptococcus oralis

значения LD-1 находятся в диапазоне положительных

значений 0−4. Для группы Streptococcus pneumoniae

значения LD-1 находятся в диапазоне от −2 до 2.

Чувствительность и специфичность идентификации

разных штаммов стрептококков составили в среднем 60

и 80% соответственно.

В результате проведенных исследований и линейно-

го дискриминантного анализа были установлены спек-

тральные различия между исследуемыми штаммами

стрептококков, которые проявляются на линиях КР

∼ 484 cm−1 (Glycogen), ∼ 1280 cm−1 (Amide III & CH2

wagging vibrations from glycine back bone & proline side

chains), ∼ 1330 cm−1 (Typical phospholipids) и обусловле-

ны особенностями строения и метаболизма исследуемых

штаммов бактерий.
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Рис. 2. Линейно-дискриминантный анализ исследуемых групп. 1 — Streptococcus mitis, 2 — Streptococcus oralis, 3 — Streptococcus

pneumoniae. Крестиками обозначены точки, попавшие не в свои области.

Показано, что метод спектроскопии комбинационного

рассеяния света может быть успешно применен для

дифференциации штаммов стрептококков.

В дальнейшем полученные результаты могут быть

использованы в качестве предпосылки для создания

прибора-анализатора для дифференциации штаммов

стрептококков.
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