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АПРОБАЦИЯ МЕТОДА МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ С МАТРИЧНО-АКТИВИРОВАННОЙ 
ЛАЗЕРНОЙ ДЕСОРБЦИЕЙ/ИОНИЗАЦИЕЙ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЧУМЫ
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C использованием современного метода идентификации микроорганизмов MALDI-TOF масс-спектрометрического ана-
лиза проведено исследование выборки штаммов Y. pestis основного и алтайского подвидов. Выполнена оценка биологи-
ческой безопасности метода пробоподготовки, для пополнения идентификационной базы BioTyper получены спектры 
типовых штаммов Y. pestis. Расширенную идентификационную базу использовали для оценки возможности применения 
технологии MALDI-TOF для идентификации и таксономической дифференциации Y. pestis от других представителей 
рода Yersinia. При исследовании наблюдалось полное соответствие результатов масс-спектрометрической идентифи-
кации и классического культурального метода. На основании масс-спектрометрической характеристики исследуемой 
выборки удалось провести дифференциацию штаммов Y. pestis подвида pestis от штаммов подвида altaica.
Полученные результаты свидетельствуют об эффективности применения масс-спектрометрического анализа для 
достоверной меж- и внутривидовой дифференциации возбудителя чумы. Простота и скорость пробоподготовки и 
выполнения анализа, низкая стоимость расходных материалов позволяют рассматривать метод MALDI-TOF масс-
спектрометрической идентификации как весьма перспективный для лабораторной диагностики возбудителя чумы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Yersinia pestis; MALDI-TOF-MS-идентификация; биомаркеры.
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The study of sampling of strains of Y. pestis of main and altaiс subspecies was implemented. The modern technique of identification 
of microorganisms was applied using MALDI-TOF mass spectrometry analysis. The evaluation of biological safety of method 
of sampling preparation was implemented. To supplement the identification base “BioTyper” the spectrum of typical strains 
of Y. pestis were obtained. The enhanced identification base was used to evaluate possibilities of application of  MALDI-TOF 
technology for identification and taxonomic differentiation of Y. pestis from other representatives of genus of Yersinia. In the 
process of study a complete concordance of results of mass spectrometry identification and classic cultural method was observed. 
On the basis of mass spectrometry characteristic of analyzed sampling the differentiation between strains of Y. pestis of subspecies 
pestis and strains of subspecies altaica was implemented. 
The study results testify the effectiveness of application of mass spectrometry analysis for reliable interspecies and intraspecific 
differentiation of plague agent. The simplicity and velocity of sampling preparation and implementation of analysis and low cost 
of active storage allow considering the MALDI-TOF technology of mass spectrometry identification as highly perspective method 
for laboratory diagnostic of plague agent.

K e y w o r d s :  Yersinia pestis; MALDI-TOF identification; biomarker.

Введение. Чума — природно-очаговая инфекция с пре-
имущественно трансмиссивным механизмом передачи, вы-
зываемая Yersinia pestis. Наличие в мире, в частности на тер-
ритории Российской Федерации активных природных очагов 
чумы, угроза проникновения и распространения инфекции 
в человеческой популяции, потенциальная возможность 
использования возбудителя чумы в качестве агента биоло-
гического терроризма обусловливает необходимость совер-
шенствования мер диагностики, профилактики, терапии и 
мониторинга этой инфекции [1]. Быстрая и эффективная ин-
дикация и идентификация возбудителя чумы является одной 
из важнейших задач клинической микробиологии, определя-
ющей своевременную постановку диагноза, а также реализа-
цию полного объема противоэпидемических и профилакти-
ческих мероприятий. На сегодняшний день в лабораторной 
диагностике чумы используют как классические микробио-
логические методы, основанные на изучении фенотипиче-
ских свойств возбудителя, так и новые, в основе которых 
лежит молекулярно-генетический анализ [2—6]. Несмотря 

на ряд преимуществ методов генодиагностики, изоляция чи-
стой культуры возбудителя и определение его свойств оста-
ются "золотым стандартом" клинической микробиологии. С 
этим связан большой интерес к новым методам, позволяю-
щим проводить углубленное изучение полученного изолята 
на молекулярном уровне.

Одним из таких методов является времяпролетная масс-
спектрометрия с матрично-активированной лазерной де-
сорбцией/ионизацией (англ. matrix-assisted laser desorption-
ionization Time-of-flight mass spectrometry — maldi Tof-
ms). Идентификация исследуемого объекта осуществляется 
на основании сравнительного анализа его белковых профи-
лей, являющихся видоспецифичными, а в некторых случа-
ях — и штаммоспецифичными [7]. Суть метода заключается 
в матрично-опосредованной "мягкой" ионизации клеточных 
белков исследуемого патогена с последующим определением 
отношения массы к заряду ионов; на основе этих данных фор-
мируются характерные спектры [8]. Собранные в процессе 
анализа спектры исследуемых микроорганизмов сравнивают с 
референсными спектрами, присутствующими в базе данных. 
По степени совпадения определяют результат относительно 
таксономической принадлежности исследуемого объекта.

Для maldi-Tof-ms необходимо наличие обширной базы 
данных референсных спектров исследуемых патогенов. Ком-
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мерчески доступные базы данных масс-спектрометрической 
платформы bioTyper ("bruker daltonics", Германия), постав-
ляемой в Российскую Федерацию, не содержат спектров 
возбудителей особо опасных инфекций, в частности чумы. 
В связи с этим существует необходимость создания соб-
ственной референсной базы данных для успешной иденти-
фикации указанной группы микроорганизмов.

Учитывая все вышесказанное, цель исследования — соз-
дание референсных спектров Y. pestis, а также апробация ме-
тода матрично-активированной лазерной десорбции/иониза-
ции для идентификации возбудителя чумы, представляется 
достаточно актуальной и перспективной.

Материалы и методы. В работе использовали 27 штам-
мов Y. pestis подвидов altaica и pestis, выделенных на тер-
ритории Горно-Алтайского и Тувинского природных очагов 
чумы и Монголии. Все штаммы обладали типичными, харак-
терными для соответствующего подвида Y. pestis фенотипи-
ческими и генетическими свойствами.

Для масс-спектрометрического анализа штаммы выра-
щивали на питательном агаре для культивирования микроор-
ганизмов общего назначения, рН 7,2 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Обо-
ленск) в течение 24 ч при 28oc. Дополнительно 7 штаммов из 
указанной группы культивировали на агаре Хоттингера, рН 
7,2 (Иркутский НИПЧИ) в тех же условиях. Экстракцию бел-
ков проводили следующим образом: исследуемый материал 
обрабатывали 70% этанолом, 70% раствором муравьиной 
кислоты с последующим добавлением ацетонитрила [9].

Проверке на специфическую стерильность подвергались 
полученные по описанному выше протоколу белковые экс-
тракты 3 штаммов Y. pestis. Для каждого штамма готовили 3 
серии белковых препаратов. Полученные экстракты, а также 
смывы с поверхности msp-чипа с нанесенным на него экс-
трактом и матрицей исследовали на наличие живых Y. pestis 
в соответствии с Инструкцией по контролю специфической 
стерильности экспериментальных препаратов, приготовлен-
ных из культур чумного или холерного микробов [10].

Для масс-спектрометрического анализа по 1 мкл белково-
го экстракта вносили в лунку 96-луночного msp-чипа. После 
подсыхания при комнатной температуре в течение 10—15 
мин на образец наносили матрицу (насыщенный водный 
раствор α-циано-4-гидроксикоричной кислоты, содержащий 
50% ацетонитрила и 2,5% трифторуксусной кислоты). В ка-
честве контроля и калибровочного стандарта использова-
ли белковый экстракт штамма E. coli dh5a (ref. № 255343; 
"bruker daltonics", Германия).

Сбор спектров проводили на масс-спектрометре 
microflexTm lT maldi-Tof ("bruker daltonics", Германия). 
Для получения одиночного масс-спектра использовали 40 
импульсов лазера (частота 60 Гц), анализируемый диапазон 
масса/заряд составлял 2000—20 000 Да. С каждой лунки чи-
па снимался исходный спектр, представляющий собой сумму 
6 одиночных спектров (240 импульсов лазера).

Семь штаммов Y. pestis, выращенных на питательном агаре, 
использовали для создания референсных спектров. Для этих 
штаммов исследование проводили в 12 повторах. maldi-Tof 
масс-спектрометрическую идентификацию исследуемой вы-
борки штаммов осуществляли в автоматическом режиме.

Анализ спектров, генерацию референсных библиотек 
и идентификацию выполняли с использованием программ-
ного обеспечения maldi biotyper 3.0 ("bruker daltonics", 
Германия). Заключение о таксономической принадлежности 
микроорганизма делали на основании значения индекса со-
впадения (параметр score value — sv). Значение sv ≥ 2,3 
соответствовало достоверной идентификации до вида, sv 
< 2,299, но > 2,000 — достоверной идентификации до рода, 
вероятной идентификации до вида, значение sv в диапазоне 
1,7 — 1,999 рассматривали как вероятную идентификацию 
до рода и < 1,7 — как недостоверный результат.

Кластерный анализ и построение дендрограмм осущест-
вляли с использованием инструментов maldi biotyper 3.0 
("bruker daltonics", Германия) и bionumerics 6.6 ("applied 
maths", Бельгия).

Рис. 1. Масс-спектры 7 штаммов Y. pestis (И-3236, И-3268, И-3447, И-3472, И-3474, И-3478, Ev), использованных для создания 
референсных спектров.
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Рис. 2. Кластеризация пред-
ставителей рода Yersinia, 
выполненная на основе 
референсных спектров 
(msp) базы данных mal-
di biotyper 3.0 и спектров 
исследуемых штаммов 
вида Y. pestis.

Рис. 3. Дендрограмма исследуемых штаммов Y. pestis основного и алтайского подвидов. Указаны инвентарный номер штамма, 
место, год и источник выделения.
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Для определения достоверности различий значений sv 
спектров исследуемых штаммов при использовании разных 
питательных сред применяли непараметрический критерий 
Вилкоксона.

Результаты и обсуждение. Конструктивные особенно-
сти масс-спектрометра microflex bruker daltonics не предус-
матривают дезинфекции внутренней рабочей зоны прибора. 
В связи с этим возникла необходимость проверки инактиви-
рующей способности метода пробоподготовки вирулентных 
штаммов Y. pestis (i группа патогенности).

Метод спиртовой обработки с последующей экстракцией 
муравьиной кислотой и ацетонитрилом обеспечивает обезза-
раживание патогенных иерсиний, а также удовлетворитель-
ное качество получаемых спектров и сохранность белковых 
экстрактов [11, 12]. Исследования на специфическую сте-
рильность подтвердили отсутствие жизнеспособных форм 
Y. pestis в белковых экстрактах, а также смывах с поверхно-
сти ms-чипа, что позволяет осуществлять дальнейшие ма-
нипуляции в соответствие требованиями, предъявляемыми к 
обеззараженному материалу.

Референсные спектры Y. pestis, импортированные в базу 
данных программы maldi biotyper 3.0, получены из бел-
ковых экстрактов 7 штаммов Y. pestis подвидов altaica и 
pestis, выращенных на питательном агаре для культивиро-
вания микроорганизмов, при этом 6 штаммов являлись ви-
рулентными, а седьмой, Y. pestis Ev, — вакцинным. Масс-
спектрометрические профили штаммов представлены на 
рис. 1. Параметры получения масс-спектров: алгоритм иден-
тификации пика — centroid, отношение сигнал/шум для 
пиков спектров — не менее 2, минимальная интенсивность 
пика — не менее 100 относительных единиц, количество ка-
чественных пиков — до 300, ширина пика — 4 m/z (отноше-
ние массы к заряду). Дополненная база данных использована 
для дальнейшей работы по идентификации.

На следующем этапе исследовали 20 штаммов Y. pestis 
подвидов altaica и pestis, выращенных на питательном ага-
ре для культивирования микроорганизмов. Результаты масс-
спектрометрической идентификации полностью совпадали с 
данными классического бактериологического анализа. Сред-
нее значение sv для исследованных микроорганизмов со-
ставило 2,552 (минимальное значение — 2,319, максималь-
ное — 2,668), что свидетельствует о достоверной видовой 
идентификации. Ранее в некоторых работах были получены 
противоречивые результаты дифференциации Y. pestis от дру-
гих видов близкородственных иерсиний, в первую очередь от 
Y. pseudotuberculosis [13]. Однако при сравнительном анализе 
спектров исследуемых штаммов Y. pestis и спектров других 
представителей рода Yersinia, имеющихся в базе программы 
"bioTyper", наблюдалась корректная таксономическсая диф-
ференциация разных видов этого рода (рис. 2).

Детальный анализ спектров выявил отсутствие пика 
со значением m/z 3065±2 у штаммов Y. pestis ssp. altaica. 
В предшествующих работах данный пик, соответствую-
щий пептиду, состоящему из 30 аминокислотных остатков 
и образующемуся в процессе посттрансляционной модифи-
кации молекулы активатора плазминогена (pla) в результа-
те отщепления n-концевого фрагмента, рассматривали как 
видоспецифичный для Y. pestis биомаркер [14]. Очевидно, 
отсутствие этого маркера у штаммов алтайского подвида 
требует поиска дополнительных масс-спектрометрических 
биомаркеров, специфичных для возбудителя чумы неоснов-
ных подвидов.

При сопоставлении результатов исследования штаммов, 
выращенных на разных питательных средах, выявлена значи-
мая зависимость sv от вида среды: среднее значение sv при 
исследовании одних и тех же штаммов с питательного агара 
составляло 2,665, а с агара Хоттингера — 2,44 (р = 0,017961). 
Это свидетельствует о необходимости одинаковых условий 
при подготовке штаммов как для создания референсных 
спектров, так и для масс-спектрометрических исследований. 
Однако необходимо отметить, что при использовании любой 

из двух использованных сред удалось идентифицировать ми-
кроорганизм до вида.

Предпринята попытка оценки возможности использова-
ния масс-спектрометрического анализа для внутривидовой 
дифференциации исследуемых штаммов. Данный методоло-
гический подход ранее применяли для идентификации штам-
мов чумы, относящихся к различным биоварам [15], а так-
же для установления вероятного источника происхождения 
штамма Y. pestis, выделенного на не свойственной для него 
территории [16]. Дендрограмма, построенная на основании 
сравнительного анализа масс-спектров штаммов 2 подвидов, 
основного и алтайского, демонстрирует эффективное разде-
ление штаммов Y. pestis разных подвидов (рис. 3).

Полученные результаты свидетельствуют об эффектив-
ности применения масс-спектрометрического анализа для 
достоверной и эффективной межвидовой дифференциации 
возбудителя чумы от других представителей рода Yersinia. 
Перспективным представляется также использование метода 
для внутривидовой идентификации и эпидемиологического 
типирования Y. pestis, в основе которого лежат усовершенство-
ванные подходы математического и статистического анализа.
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В статических условиях культивирования в течение 24, 48, 72 и 96 ч изучена способность и интенсивность формирования 
микробных биопленок у 24 клинических штаммов Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa, выделенных у больных 
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Бактериальные инфекции нижних дыхательных путей, 
вызванные условно-патогенными возбудителями, являются 
наиболее ранними осложнениями, развивающимися в остром 
и раннем периодах травматической болезни спинного мозга 
[1, 2]. Возникновение гнойно-воспалительных осложнений в 
бронхиальном дереве у больных с травматическими повреж-
дениями шейного отдела позвоночника и спинного мозга 
обусловлено выраженным неврологическим дефицитом, ха-
рактеризующимся параличом диафрагмы и других вспомога-
тельных дыхательных мышц [3]. Неврологический дефицит в 
посттравматическом периоде приводит к неэффективной экс-
пекторации, нарушениям мукоцилиарного клиренса, умень-

шению резистентности и инфицированию слизистой обо-
лочки нижних дыхательных путей [4]. Среди возбудителей 
бронхолегочных осложнений наибольшее клиническое зна-
чение в посттравматическом периоде имеют Staphylococcus 
aureus и Pseudomonas aeruginosa, общим свойством которых 
является высокая патогенность, обусловленная наличием 
межклеточной сигнальной системы quorum sensing и способ-
ностью микроорганизмов к биопленкообразованию [5—7]. 
Способность к формированию биопленки определяется не 
только видом возбудителя, но и характером инфекционного 
процесса (аспирационный пневмонит, постинтубационные 
осложнения, функционирующая трахеостома, эндобронхит, 
пневмония), развивающегося на фоне иммуносупрессии и 
синдрома системного воспалительного ответа [8—10]. В ос-
нове патогенеза бронхолегочных инфекционных осложнений 
при травматической болезни спинного мозга лежит переход от 
планктонного фенотипа микроорганизмов к формированию 




