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В статье отражены результаты идентификации энтеробактерий новым мето-
дом матрично-активированной лазерной десорбцией (MALDI). Отмечено, что фермента-
тивные свойства некоторых штаммов эшерихий и сальмонелл могут быть схожи со свой-
ствами гафний, и поэтому их часто бывает трудно отличить по многим ферментатив-
ным тестам. Показано преимущество использованного метода MALDI в сравнении с клас-
сическим бактериологическим методом исследования и методом фагоидентификации. 

Введение
В последние годы значительно воз-

росло количество заболеваний животных и 
человека, вызванных условно-патогенными 
микроорганизмами или протекающих с их 
участием [1]. Одним из таких микроорга-
низмов является представитель семейства 
Enterobacteriaceae, относящийся к роду 
Hafnia с единственным видом Hafnia alvei.

Несмотря на то, что Hafnia alvei извест-
ны как маловирулентные представители 
нормальной микрофлоры слизистых обо-
лочек и кожи человека и животных, имеют-
ся научные данные о том, что они способ-
ны вызывать ряд заболеваний у человека, 
таких как менингит, гастроэнтероколиты, 

пневмонии, инфекции мочевыводящих пу-
тей и другие воспалительные процессы, а 
также диарею [2,3].

Имеются сообщения о гафниях, как 
возбудителях желудочно-кишечных заболе-
ваний у новорожденных телят и поросят-со-
сунов [1, 4, 5].

Гафниоз пчел зарегистрирован само-
стоятельной нозологической единицей как 
заболевание этих насекомых (другое назва-
ние – паратиф пчёл) [6].

При диагностике гафниоза основной 
проблемой является то, что на сегодняш-
ний день нет доступного и дешевого мето-
да индикации и идентификации H.alvei, а 
при использовании классических микро-



45

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

биологических методов (микроскопия, из-
учение ферментативных свойств), этот ми-
кроорганизм трудно дифференцировать от 
других энтеробактерий, в частности E.coli и 
Salmonella spp. 

Один из наиболее точных методов ин-
дентификации микроорганизмов является 
MALDI.

MALDI (Матрично-активированная 
лазерная десорбция/ионизация) – способ 
ионизации вещества, использующийся при 
масс-спектрометрии. 

Масс-спектрометрия — это физиче-
ский метод измерения отношения массы за-
ряженных частиц вещества к их заряду.

В основе метода лежит использование 
вспомогательного вещества - «матрицы», 
свойства которого обуславливают пониже-
ние деструктивных свойств лазерного из-
лучения и ионизацию анализируемого ве-
щества. Приборы, которые реализуют этот 
метод, называются масс-спектрометрами.

Принцип MALDI-TOF в масс-
спектрометрии обладает высокой чув-
ствительностью и строгой специфич-
ностью. Он позволяет проводить масс-
спектрометрический анализ белковой 
фракции исследуемой клетки и получать 
уникальные для данного вида масс-спектры 
с высокой точностью и разрешением, обе-
спечивая высокую воспроизводимость и 
точность масс, характеризующие исследуе-
мый объект по типу «отпечатков пальцев» 
(Gaskell, 2000).

Целью наших исследований явилось 
идентификация бактерий вида Hafnia alvei 
методом MALDI в сравнении с бактериоло-
гическим методом и методом фагоиденти-
фикации.

Объекты и методы исследований
Для изучения широты распростране-

ния Hafnia alvei в животноводческих, птице-
водческих и пчеловодческих хозяйствах мы 
провели бактериологические исследования 
объектов внешней среды, патологического 
материала, взятого из хозяств Ульяновской, 
Саратовской, Самарской, Пензенской обла-
стей, республик Татарстан, Мордовии и Чу-
вашии. Объектами исследования были  тру-
пы пчел, патологический материал трупов 

кур, фекалии больных диареей поросят и 
птицы, сточные воды птицефабрик и молоч-
но-товарных ферм.

Выделение культур Hafnia alvei прово-
дили по общепринятым методикам [8] и в 
соответствии с правилами, изложенными в 
«Методических указаниях по бактериологи-
ческой диагностике смешанной кишечной 
инфекции молодняка животных, вызывае-
мой патогенными энтеробактериями», ут-
вержденными ГУВ СССР 1999 году.

Выделенные культуры грамотрица-
тельных палочек подвергали фагоиденти-
фикации методом «стекающей капли» на 
плотной питательной среде с использова-
нием выделенного и селекционированного 
нами специфического бактериофага H-1 УГ-
СХА [9-16].

Идентификацию гафний масс-
спектрометрическим методом проводили на 
бактериологическом анализаторе времяпро-
летном MALDI масс-спектрометре (Microflex, 
Bruker Daltonics, Германия), который позво-
ляет записывать масс-спектр одного образ-
ца в среднем за 20-30 секунд. Данный масс-
спектрометр оснащен азотным лазером с ча-
стотой импульсов до 20 Гц.:

Результаты исследований
Для выделения культур Hafnia alvei из 

трупов пчел исследуемый материал высева-
ли на дифференциально-диагностические 
среды (ДДС) Эндо и Плоскирева и инкубиро-
вали при температуре 37°С в течение 18 – 24 
часов. На среде Эндо отбирали нежные по-
лупрозрачные  бесцветные колонии в диа-
метре 2-4 мм, или бледно-розовые, мелкие 
(1-1,5 мм в диаметре). На агаре Плоскирева 
бледно-желтые или бесцветные колонии. 
Далее отдельно взятые колонии пересеива-
ли на скошенный агар и инкубировали при 
37°С 18 часов.

Культуры, полученные после пересе-
ва колоний с ДДС, окрашивали по Граму и 
микроскопировали. В случае обнаружения в 
мазках  мелких, грамотрицательных с закру-
гленными концами полимерных палочек, 
длиной 1-2 и шириной 0,3-0,5 мкм, иденти-
фицировали культуру по ферментативным 
свойствам и в пробе со специфическим бак-
териофагом.
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Идентификацию гафний масс-
спектрометрическим методом проводили 
в 2 этапа. На первом этапе образцы подго-
тавливали к анализу, для этого на подложке 
масс-спектрометра смешивали бактериаль-
ную массу из колонии Hafnia alvei с 2’,5’ ди-
гидроксибензойной кислотой. 

На втором этапе помещали подготов-
ленный образец в MALDI масс-спектрометр 
(Microflex, Bruker Daltonics, Германия)  и 
подвергали воздействию наносекундных 
лазерных импульсов. При этом молекулы 
матрицы и аналита  переходили в газовую 
фазу, а протонированные молекулы матри-
цы взаимодействуют с белками, перенося 
на них положительный заряд. Под действи-
ем электрического поля ионизированные 
белки двигались от источника ионизации к 
детектору с ускорениями, обратно пропор-
циональными их атомным массам (рис. 1).

Все измерения проводили в линейной 
моде, в режиме положительных ионов с на-
пряжением на электроде ускорителя – 20.0 
кВ, накапливающем электроде – 18.6 кВ, фо-
кусирующей линзе – 9.2 кВ и временем за-
держки анализатора – 400 нсек. Параметры 
масс-спектрометра оптимизировали для 
диапазона m/z от 2000 до 20000.

С целью дальнейшего статистического 

анализа полученных данных и для 
определения видовой идентифи-
кации исследуемых бактериаль-
ных культур запись масс-спектров 
производилась в автоматиче-
ском режиме (AutoExecute, Bruker 
Daltonics). Для записи, обработки 
и анализа масс-спектров исполь-
зовали программное обеспечение 
фирмы Bruker Daltonics (Герма-
ния): FlexControl 3.0 и Biotyper 2.0.

Масс-спектр анализ сравни-
вали со спектрами из базы данных, 
и на основании сведений о массах 
характеристических белков иден-
тифицировали изучаемые микро-
организмы. На сегодняшний день 
в базе МАЛДИ информация по 750 
видам различным бактериям.

В результате проведенных 
исследований нами по фермента-
тивным тестам было идентифици-

ровано как Hafnia alvei 25 штаммов выде-
ленных энтеробактерий, из них 7 штаммов 
были нечувствительны к специфическому 
бактериофагу Н-1 УГСХА. 

4 штамма бактерий, нечувствительных 
к гафниозному бактериофагу по результа-
там исследования методом MALDI TOF масс-
спектрометра, были идентифицированы 
как Salmonella spp. и Escherichia spp., видо-
вая принадлежность 21 культуры была под-
тверждена как Hafnia alvei (табл. 1).

Выводы
Таким образом, �������������������MALDI�������������� метод иденти-

фикации микроорганизмов удобен, более 
специфичен, чем классический бактерио-
логический метод, имеет более широкий 
диапазон идентификации, чем проба со 
специфическим бактериофагом, и его мож-
но с успехом применять для идентификации 
Hafnia alvei.
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