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Проведено комплексное исследование эффективности использования MALDI-ToF масс-спектрометрического анализа 
для определения таксономической принадлежности культур Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Francisella tularensis в рам-
ках эпидемиологического надзора за опасными инфекционными болезнями. Установлена высокая информативность 
видовой идентификации патогенов на основании профиля константных белков микробной клетки с применением рас-
ширенной базы данных MALDI Biotyper 3,0 при оперативном эпидемиологическом анализе и ретроспективном иссле-
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В системе эпидемиологического надзора за опасными 
инфекционными заболеваниями в РФ значимая роль 

отводится оперативному определению видовой принадлеж-
ности возбудителей, обеспечивающему своевременное 
принятие управленческих решений по необходимому ком-

плексу и объему профилактических и противоэпидемиче-
ских мероприятий. При этом эффективность диагностиче-
ской подсистемы эпидемиологического надзора определя-
ется интеграцией в национальную систему лабораторной 
диагностики современных молекулярных технологий инди-
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кации и идентификации патогенов [1, 2]. Применение 
новых высокотехнологичных подходов существенно сокра-
щает время анализа, обеспечивает его высокую чувстви-
тельность и специфичность при существенном повышении 
информативности.

Один из таких подходов – прямое белковое профилиро
вание с использованием MALDI-ToF (Matrix-Assisted Lazer 
Desorption/Ionization Time-of-Flight – матрично-активиро
ванная лазерная десорбция/ионизация с время-пролетным 
разделением) масс-спектрометрического анализа. Суть 
MALDI-ToF масс-спектрометрии заключается в «мягкой» 
ионизации лазером сокристаллизованного с матрицей 
аналита (исследуемого образца), последующем разделе-
нии ионизированных молекул и генерации специфического 
спектра, характеризующего качественный состав образца. 
Метод в последние годы широко применяется в иденти
фикации и молекулярном типировании микробных патоге-
нов [3–7]. Принцип идентификации с применением MALDI-
ToF MS основан на анализе белкового паттерна исследуе-
мого микроорганизма, сопоставлении его с типовыми 
масс-спектрами, представленными в базе данных, и опре-
делении на  основании этого таксономической принад
лежности изолята [6]. Идентификация микроорганизмов 
по белковому профилю характеризуется высокой воспро-
изводимостью, специфичностью, скоростью, простотой и 
низкими материальными затратами на выполнение про
токола [4, 6, 8].

Цель исследования – разработка методологических под-
ходов и оценка эффективности применения прямого белко-
вого профилирования в ускоренной идентификации возбу-
дителей чумы, холеры и туляремии. 

Материалы и методы

В работе использовано 104 штамма Y. pestis, 92 – 
V.  cholerae и 97 – F. tularensis, хранящихся в музее живых 
культур ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский проти-
вочумный институт Роспотребнадзора и изолированных 
на курируемой институтом территории.

Штаммы чумного микроба выращивали на питательном 
агаре для культивирования микроорганизмов общего назна-
чения, рН 7,2 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) в течение 24 ч при 
28°С, холерного вибриона – на щелочном агаре, рН 7,6 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) при 37°С в течение 18 ч, туля-
ремийного микроба – на FT-агаре (рН 7,0) при 37°С 48 ч.

Таксономическая принадлежность взятых в исследование 
штаммов определялась на основании комплекса стандарт-
ных фенотипических тестов, включающих изучение тинкто-
риальных, культурально-морфологических, биохимических, 
серологических и ряда других свойств.

Экстракция клеточных белков осуществлялась посред-
ством последовательной обработки микробной взвеси эти-
ловым спиртом, 70% муравьиной кислотой с последующим 
добавлением ацетонитрила. По окончании экстракции 1 мкл 
супернатанта переносился в лунки MSP-чипа, образцы под-
сушивались на воздухе, сверху наносился 1 мкл матрицы 
(насыщенный водный раствор α-циано-4-гидроксикоричной 
кислоты, содержащий 50% ацетонитрила и 2,5% трифторук-
сусной кислоты). В качестве калибровочного стандарта и 

положительного контроля анализа использовался белковый 
экстракт штамма E. coli DH5a (Bruker Daltonics, Германия). 
Наряду с экстракцией белков для микроорганизмов, отне-
сенных к III группе патогенности (V. cholerae не О1/О139, 
нетоксигенные V. cholerae О1), использовалось прямое на-
несение культуры на MSP-чип с последующим наслоением 
матрицы.

Для оценки биологической безопасности способа пробо-
подготовки использовались белковые экстракты трех штам-
мов каждого исследованного таксона. Дополнительно ис-
следовались смывы с поверхности MSP-чипа с нанесенными 
на него белковыми экстрактами и матрицей. Исследование 
специфической стерильности для V. cholerae и Y. pestis про-
водилось в соответствии с «Инструкцией по контролю специ
фической стерильности экспериментальных препаратов, 
приготовленных из культур чумного или холерного микро-
бов», 1982 г. Стерильность белковых препаратов туляремий-
ного микроба определялась посредством внутрибрюшинно-
го заражения биопробных животных (белых мышей) и пря-
мого посева на чашки с FT агаром. 

Спектры собирались в автоматическом режиме на масс-
спектрометре Microflex™ LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics, 
Германия) с использованием программы Flex Control (ver. 3.3, 
build 108). Для получения одиночного масс-спектра исполь-
зовали 40 импульсов лазера (частота 60 Гц), анализируемый 
диапазон масса/заряд составлял 2000–20 000 Да. С каждой 
лунки чипа снимался исходный спектр, представляющий 
собой сумму 6 одиночных спектров (240 импульсов лазера). 
Для получения референсных библиотек спектров образец 
исследовался в 12 повторах, для идентификации – в пяти 
повторах. Анализ масс-спектров, генерация референсных 
библиотек и идентификация осуществлялись с использова-
нием программного обеспечения MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 
Daltonics, Германия). 

Заключение о таксономической принадлежности иссле-
дуемого изолята осуществлялось на основании значения 
индекса совпадения (параметр score value, SV). Значение 
SV  ≥ 2,3 соответствовало достоверной идентификации 
до  вида; SV 2,299–2,000 – достоверной идентификации 
до  рода, вероятной идентификации до вида, значение SV 
в диапазоне 1,7–1,999 рассматривалось как вероятная иден-
тификация до рода и менее 1,7 – недостоверный результат.

Результаты и обсуждение

Известно, что выбор способа пробоподготовки для масс-
спектрометрического анализа определяется целью исследо-
вания и предполагаемой патогенностью идентифицируемо-
го микроорганизма. В случае работы с возбудителями особо 
опасных инфекций одним из критериев выбора метода под-
готовки проб для исследования является его обеззаражи-
вающее действие на образец. Экспериментальные исследо-
вания по оценке специфической стерильности белковых 
препаратов анализируемых патогенов, полученных с исполь
зованием метода экстракции муравьиной кислотой/ацето
нитрилом, подтвердили его эффективную обеззараживаю-
щую способность. Отсутствие роста возбудителей чумы, 
холеры и туляремии при посеве белковых экстрактов и смы-
вов с поверхности MS-чипа позволило дальнейшие исследо-
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вания осуществлять в соответствии с требованиями, предъ-
являемыми к обеззараженному материалу.

Одним из существенных препятствий внедрения масс-
спектрометрического анализа в систему лабораторной диа-
гностики особо опасных инфекций было отсутствие в по-
ставляемой в РФ базе данных программы MALDI Biotyper 3.0 
белковых профилей соответствующих возбудителей, что 
определило необходимость формирования локальных биб
лиотек референсных спектров. 

Для получения референсных спектров использовались 
белковые экстракты типичных, охарактеризованных по ком-
плексу культурально-морфологических, биохимических, се-
рологических и молекулярно-генетических свойств штаммов 
Y. pestis, V. cholerae, F. tularensis. Референсный спектр каж-
дого штамма (рис. 1–3) представляет сумму 72 одиночных 
спектров, соответствующих ряду критериев, в т.ч.: отноше-
ние сигнал/шум для каждого пика спектра должно быть не 
менее 2, количество качественных пиков – до 300, мини-
мальная интенсивность пика – не менее 100 отн. единиц, 
ширина пика – 4 m/z. Генерированные суммарные рефе-
ренсные спектры импортировались в базу данных програм-
мы Biotyper MALDI Biotyper 3.0.

Апробация применения MALDI-ToF масс-спектрометри
ческого анализа для определения таксономической принад-
лежности коллекционных штаммов исследуемых патогенов 
показала высокую аналитическую чувствительность и специ
фичность метода. Для всех включенных в исследование 
предварительно охарактеризованных по бактериологиче

ским тестам коллекционных культур подтверждена их при-
надлежность к соответствующему таксону по профилю кон-
стантных белков (табл. 1). 

Для подавляющего большинства исследуемых штаммов 
индекс совпадения масс-спектров с референсными профи-
лями базы данных превышает 2,3, что соответствует досто-
верной идентификации их до вида. Исключение в данной 
выборке составляет один изолят V. cholerae не О1/O139, 
при  анализе которого определена вероятная принадлеж-

Рис. 1. Масс-спектры референсных штаммов Y. pestis.

Таблица 1. Результаты MALDI-ToF масс-спектрометрической 
идентификации коллекционных штаммов Y. pestis, V. cholerae, 
F. tularensis

Исходная таксономическая 
характеристика штаммов  
по микробиологическим  
тестам

Результаты MALDI-ToF  
масс-спектрометрического анализа

количество 
исследо
ванных  

штаммов

основной 
таксон

максимальное 
значение score 

value

Y.
 p

es
tis

Y. pestis ssp. pestis 44 Y. pestis 2,41–2,67
Y. pestis ssp. altaica 26 Y. pestis 2,39–2,76
Y. pestis ssp. hissarica 2 Y. pestis 2,45–2,51
Y. pestis ssp. ulegeica 2 Y. pestis 2,33–2,42

V.
 c

ho
le

ra
e V. cholerae classica O1 2 V. cholerae 2,53–2,68

V. cholerae eltor O1 23 V. cholerae 2,33–2,59
V. cholerae O139 4 V. cholerae 2,38–2,57
V. cholerae RO 2 V. cholerae 2,39–2,43
V. cholerae не О1/O139 9 V. cholerae 1,98–2,69

F.
 tu

la
re

ns
is F. tularensis ssp. tularensis 3 F. tularensis 2,36–2,41

F. tularensis ssp. novicida 1 F. tularensis 2,22
F. tularensis ssp. mediasiatica 2 F. tularensis 2,20–2,36
F. tularensis ssp. holarctica 38 F. tularensis 2,43–2,85
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ность к  роду Vibrio (SV 1,98), что, по всей вероятности, 
обусловлено применением для исследования вибрионов 
не О1/О139 серогрупп прямого нанесения культуры на чип 
на этапе пробоподготовки. Не выявлено различий масс-
спектрометрической идентификации культур в зависимо-
сти от длительности хранения в лиофилизированном со-
стоянии в коллекции.

При оперативной идентификации выделенных на кури
руемой институтом территории штаммов в рамках деятель
ности Регионального центра по мониторингу за возбудите-
лями инфекционных болезней II–IV групп патогенности и 
Референс-Центра по природно-очаговым инфекциям, дейст
вующих на базе Иркутского научно-исследовательского 
противочумного института, масс-спектрометрический ана-

Рис. 2. Масс-спектры референсных штаммов V. cholerae.
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лиз применяется наряду с комплексом стандартных бакте-
риологических тестов. Всего при оперативном анализе про-
ведено определение таксономической принадлежности 
23  штаммов Y. pestis, выделенных на территории Тувин
ского  и Алтайского природных очагов чумы, 46 штаммов 
V. cholerae из поверхностных водоемов штаммов и 47 штам-
мов F. tularensis, изолированных на курируемой территории. 

В результате по профилю константных белков с высокой до-
стоверностью подтверждена видовая принадлежность всех 
исследуемых культур. При этом данные масс-спектрометри
ческой идентификации в 100% случаев совпали с данными 
бактериологического анализа (табл. 2).

MALDI-ToF масс-спектрометрическая идентификация ис-
пользовалась при комплексном изучении изолята чумного 

Рис. 3. Масс-спектры референсных штаммов F. tularensis.
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микроба эпидемиологически значимого основного подвида, 
впервые выделенного в Алтайском горном природном очаге 
чумы в 2012 г. При этом с высокой степенью достоверности 
установлена принадлежность указанного изолята к виду 
Y. pestis [9]. 

В эпидемиологическом анализе, наряду с оперативной 
идентификацией, необходимы изучение генетического род-
ства изолятов, углубленная молекулярно-генетическая 
характеристика, направленные на реконструкцию звеньев 
эпидемиологической цепи и выяснение направлений заноса 
возбудителя на территорию. 

Оценка перспектив применения MALDI-TоF масс-спектро
метрии для молекулярного типирования возбудителя чумы 
показала возможность внутривидовой дифференциации на 
основе белковых паттернов штаммов основного и ал
тайского подвидов. Так, в масс-спектрах Y. pestis ssp. altaica 
установлено отсутствие пика со значением m/z 3065 ± 2 [10], 
что, по всей вероятности, определяет их объединение в са-
мостоятельную группу при кластерном анализе. Кроме того, 
при сравнительном исследовании масс-спектров штамм 
Y. pestis, выделенный в Горном Алтае в 2012 г., вошел в один 
кластер с изолятом основного подвида чумного микроба из 
природного очага чумы в Монголии (1988 г.), что согласуется 
с результатами VNTR-типирования [9] и позволяет опреде-
лить возможные направления заноса на территорию РФ 
данного эпидемиологически значимого клона возбудителя. 

Все штаммы холерного вибриона по белковым профилям 
дифференцируются на ряд групп, ассоциированных с неко-
торыми фенотипическими и эпидемиологическими характе-
ристиками. В частности, отдельные кластеры образуют 
V. cholerae не О1/О139 серогрупп, штаммы V. cholerae eltor О1, 
изолированные на вспышке холеры в г. Южно-Сахалинске 
в  1999 г. Однако строгих закономерностей группирования 
штаммов в зависимости от их биовара, токсигенных свойств, 
особенностей структуры детерминант вирулентности не наб
людалось [11]. Вместе с тем, MALDI-TоF масс-спектрометрия 
оказалась эффективным инструментом для анализа резуль-
татов минисеквенирования при идентификации генетически 
измененных вариантов V. cholerae биовара Эль‑Тор [12], ко-

торые в настоящее время выступают в качестве этиологи
ческого агента холеры в мире [13]. 

Таким образом, проведенное исследование свидетель-
ствует о высокой информативности MALDI-TоF масс-спект
рометрии при определении таксономической принадлеж
ности изолированных культур в рамках оперативного эпиде-
миологического анализа и ретроспективном исследовании 
коллекционных изолятов возбудителей опасных инфекцион-
ных болезней. Учитывая значительное сокращение сроков 
видовой идентификации культур в сравнении с бактериоло-
гическим анализом, высокую чувствительность и специфич-
ность метода, внедрение его в схему лабораторной диаг
ностики существенно повысит качество диагностической 
подсистемы эпидемиологического надзора за особо опасны-
ми инфекциями, а дальнейшие исследования по разработке 
подходов к внутривидовой дифференциации на основании 
белковых паттернов обеспечат применение MALDI-TоF 
масс-спектрометрии в качестве инструмента для молекуляр-
ного типирования патогенов. 
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