
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(8)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-8-502-507

МИКРОБИОЛОГИЯ

502

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2016

УДК 579.841.11.083.18:543.42.062

Лопастейская Я.А.1,2, Молчанова Е.В.1 2, Шаров Т.Н.1, Кузютина Ю.А.1,2, Захарова И.Б.1,2, Викторов Д.В.1,2, 
Топорков А.В.1,2

ПРимЕНЕНиЕ ВРЕмяПРоЛЕТНой мАСС-СПЕКТРомЕТРии С мАТРиЧНо-
АКТиВиРоВАННой ЛАзЕРНой ДЕСоРБЦиЕй/иоНизАЦиЕй (mAldi-tof)  
ДЛя иДЕНТифиКАЦии ВозБУДиТЕЛЕй САПА и мЕЛиоиДозА

1ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора, 400131, Волгоград; 
2ГБОУ ВПО «Волгоградский государственный медицинский университет», 400131, Волгоград, Российская Федерация

Представлены результаты разработанного методологического подхода к идентификации Burkholderia pseudomallei и 
Burkholderia mallei с использованием прямого масс-спектрометрического профилирования клеточных белков. Оптимизи-
рован протокол пробоподготовки культур возбудителей мелиоидоза и сапа с учетом особенностей соблюдения требова-
ний биологической безопасности для работ с ПБА II группы патогенности. Оценена зависимость качества масс-спектров 
(число индивидуальных пиков и их интенсивность) от среды культивирования микроорганизмов. Получены характери-
стические масс-спектры коллекционных штаммов B. pseudomallei (5) и B. mallei (5), сформирован набор референсных 
масс-спектров для идентификационной базы данных S.A.R.A.M.I.S.™ (Anagnostec GmbH.), с использованием которой 
проводилась идентификация 43 штаммов патогенных буркхольдерий. В результате продемонстрирована возможность 
достоверного определения таксономической принадлежности исследуемых микроорганизмов до видового уровня. Кла-
стерный анализ полученных масс-спектров общеклеточных белков коллекционных штаммов патогенных буркхольдерий 
продемонстрировал группирование исследованных штаммов в соответствии с их видовой принадлежностью. Попол-
ненная база масс-спектральных характеристик в дальнейшем позволит проводить экспресс-идентификацию изолятов, 
подозрительных на принадлежность к возбудителям мелиоидоза и сапа, а также станет основой для разработки схем 
хемотипирования штаммов буркхольдерий методом масс-спектрометрии.
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The article presents the results of application of developed methodological approach to identifying Burkholderia pseudomal-
lei and Burkholderia mallei using direct mass spectrometry profiling of cellular proteins. The protocol of sampling preparation 
of cultures of melioidosis and glanders was optimized with taking in account characteristics of observation of requirements of 
biological safety for operations with pathogenic biological agents of pathogenicity group II. The dependence of quality of mass 
spectrums (number of individual peaks and their intensity) from medium of fermentation of microorganisms was evaluated. The 
characteristic mass spectrums of collection strains B.pseudomallei (5) and B.mallei (5) were obtained. The set of reference mass-
spectrums was generated for identification data base S.A.R.A.M.I.S.TM  (Anagnostec Gmbh.). The mentioned data base was used 
for identification of 43 strains of pathogenic  Burkholderia. The opportunity of reliable identification of taxonomic belonging of 
examined microorganisms up to species’ level. The cluster analysis of obtained mass-spectrums of common cellular proteins of 
collection strains of pathogenic Burkholderia demonstrated grouping of examined strains according to their species’ belonging. 
The supplemented data base of mass-spectral characteristics hereinafter will permit applying express-identification of isolates 
suspicious for belonging to agents of melioidosis and glanders. The updated data base will become a basis for developing schemes 
of hemotyping of strains of Burkholderia using mass  spectrometry technique.
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Введение. Возбудители опасных инфекционных болез-
ней — сапа (Burkholderia mallei) и мелиоидоза (Burkholderia 
pseudomallei) — относятся к b-подклассу протеобактерий, 
семейству Burkholderiaceae, роду Burkholderia, включаю-
щему в настоящее время более 90 видов микроорганизмов и 
представляющему собой довольно гетерогенную таксономи-
ческую группу, объединяющую сапрофиты, фитопатогены и 
патогены теплокровных животных и человека.

Мелиоидоз эндемичен для ряда стран Юго-Восточной 
Азии (Таиланд, Малайзия, Камбоджа, Вьетнам, Лаос, Мьян-
ма, Гонконг, Тайвань, Сингапур), территорий южного Китая, 
Индостана, а также северной Австралии, Папуа — Новой 
Гвинеи, Западной и Центральной Африки, в западном по-
лушарии — Пуэрто-Рико, Сальвадора, островов Карибского 
бассейна, стран Латинской Америки (Венесуэла, Бразилия, 
Эквадор), где возбудитель входит в состав микробиоты по-
чвы и воды стоячих водоемов [7]. Сап — зоонозная инфек-
ционная болезнь, поражающая в естественных условиях 
преимущественно непарнокопытных животных (лошади, 
ослы, мулы, верблюды), а также представителей семейства 
кошачьих. В настоящее время сап животных регистрируется 
в Монголии, Турции, Иране, Ираке, странах Аравийского по-
луострова, Китае, Индии, Индонезии, на Филиппинах [12].

Тяжелое течение заболеваний, высокая летальность, от-
сутствие специфических средств профилактики выводят на 
первый план задачу адекватной и быстрой диагностики дан-
ных инфекций [2, 4, 8]. Необходимо также помнить, что воз-
будители мелиоидоза и сапа рассматриваются как потенциаль-
ные агенты биологического оружия и средства осуществления 
биотеррористических актов, что подчеркивает актуальность 
исследований, направленных на разработку и совершенство-
вание методов их диагностики [3, 6].

Классическая схема идентификации пато-
генных буркхольдерий включает постановку 
ряда фенотипических тестов (культурально-
морфологические, тинкториальные, биохимиче-
ские свойства) и проведение генодиагностиче-
ских исследований, что в целом требует до 72 ч  
с момента поступления первичного материала 
[4]. Внедряющиеся в практику лабораторных ис-
следований новые автоматизированные методы 
микробиологического анализа позволяют суще-
ственно сократить время и повысить эффектив-
ность проведения диагностики.

Времяпролетная масс-спектрометрия с 
матрично-активированной лазерной десорбцией/
ионизацией является одним из таких методов [1, 
2, 5, 8, 13]. Суть метода заключается в матрично-
опосредованной ионизации клеточных белков 
исследуемого патогена с последующим опреде-
лением отношения массы к заряду ионов; на 
основе этих данных формируются характерные 
спектры [9, 11]. Собранные в процессе анализа 
спектры исследуемых микроорганизмов сравни-
вают с референсными спектрами из электронной 
базы данных, используемой для автоматической 
идентификации [8]. Аналитическая чувствитель-
ность метода составляет 1000 КОЕ/мл [13]. В 
настоящее время наиболее распространены два 
аппаратно-программных комплекса для иденти-
фикации и биотипирования микроорганизмов с 
помощью масс-спектрометрии — maldi bio-
typer (bruker, США) и s.a.r.a.m.i.s.™ (anag-
nostec gmbh, Германия), основанные на исполь-
зовании maldi-Tof масс-спектрометров линеек 
microflex™ (bruker) и axima™ confidence (shi-
madzu, Япония) соответственно. Обе идентифика-

ционные базы данных содержат масс-спектры порядка 5 тыс.  
видов микроорганизмов, включая мицелиальные грибы, 
дрожжи, грамотрицательные и грамположительные бакте-
рии, но в них практически отсутствуют референсные масс-
спектры возбудителей особо опасных инфекций.

В связи с этим, целями данного исследования являлись соз-
дание референтных белковых масс-спектров B. pseudomallei 
и B. mallei и апробация метода матрично-активированной 
лазерной десорбции/ионизации для идентификации данных 
возбудителей.

Материал и методы. В исследовании использовали 43 
штамма патогенных буркхольдерий дикого типа из коллек-
ции ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский про-
тивочумный институт» Роспотребнадзора, из которых 11 — 
B. mallei, 32 — B. pseudomallei. Сведения об использованных 
штаммах приведены в табл. 1.

Штаммы выращивали на l-агаре (difco, США) при тем-
пературе 37°c. 10 из них дополнительно культивировали на 
агаре на основе кислого гидролизата казеина (АГК), ph 6,8, 
при температуре 37°c. Из клеток 18-часовой агаровой куль-
туры буркхольдерий готовили взвеси в 300 мкл ультрачистой 
воды для ВЭЖХ (pancreac, Испания) в микроцентрифужных 
пробирках объемом 1,5 мл. Материал тщательно суспен-
дировали для достижения максимально гомогенизирован-
ной взвеси. Затем в пробирки с препаратами добавляли по  
900 мкл абсолютного этанола, перемешивали и инкубиро-
вали при комнатной температуре в течение получаса. После 
экспозиции центрифугировали 2 мин при 13 000 об/мин, уда-
ляли супернатант, высушивали на воздухе. Далее в пробирки 
вносили по 50 мкл ацетонитрила и 70% раствора муравьиной 
кислоты, вновь перемешивали и наносили материал в объеме 

Т а б л и ц а  1
Сведения о штаммах B. pseudomallei и B. mallei, использованных в работе

Вид Штаммы Место  
выделения

Источник  
выделения

B.pseudomallei 1, 2 Вьетнам больной человек
B.pseudomallei Tchad 97, niamay 99, dalat 

100, crachat d, iran 101, 
shigan 102, pi 54 107

неизвестно неизвестно

B.pseudomallei Ward 108, roos 109, mahek 
111, mahen113, coopek 112, 

snider114

Австралия больной человек

B.pseudomallei soil isolate 13 116 — " —  почва
B.pseudomallei goat isolate 17 117 — " — больное животное
B.pseudomallei 125, 127, 130 неизвестно неизвестно
B.pseudomallei 131, 134, 135, 137, 138, 139 Таиланд больной человек
B.pseudomallei С-141 (cip 6068) Сайгон больной человек
B.pseudomallei 56770, 57582, 59437, 60631, 

60839, 61503
Вьетнам больной человек

B.mallei 10230 неизвестно неизвестно
B.mallei С-4, С-5 Монголия больное животное
B.mallei Иванович, Zagreb Югославия — " —
B.mallei Будапешт Венгрия — " —
B.mallei 11 Польша — " —
B.mallei 8, 5584 Россия — " —
B.mallei В-120 Улан-Удэ — " —
B.mallei muksuvarum Индия — " —

П р и м е ч а н и е . В общей сложности было определено 239 гаплотипов из 1831 
потенциально возможного.
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1 мкл на лунки металлической мишени (чипа). На каждую 
пробу наносили по 1 мкл матрицы для maldi-Tof (a-циано-
гидроксикоричная кислота в растворе 50% ацетонитрила и 
2,5% трихлоруксусной кислоты, ТФК). После кристалли-
зации проб мишень с образцами помещали в камеру масс-
анализатора. Клетки штамма E. coli ccug 10979 использо-
вали для калибровки прибора. Для получения одиночного 
масс-спектра использовали 100 импульсов лазера (частота  
60 Гц); диапазон регистрации составлял 1000—20 000 m/z, 
фиксировались только положительные ионы, суммарный 
спектр каждого образца составлялся на основе 100 еди-
ничных выстрелов. С каждой лунки чипа снимался спектр, 
представляющий собой сумму 6 одиночных спектров (600 
импульсов лазера). Все масс-спектры регистрировали в ли-
нейном режиме, без использования рефлектрона.

Для формирования референсных спектров использова-
ли 5 штаммов B. mallei и 5 штаммов B. pseudomallei, с 10-
кратной повторностью по каждому из штаммов. При анализе 
результатов учитывались следующие характеристики масс-
спектра: количество пиков, их интенсивность, общая величи-
на шумового компонента. Результирующий спектр каждого 

штамма экспортировали в базу данных s.a.r.a.m.i.s.тм для 
последующего анализа.

Заключение о видовой или родовой принадлежности 
исследуемой культуры делали на основе сопоставления ин-
дивидуальных масс-спектров в режиме «Идентификация» с 
базой данных s.a.r.a.m.i.s.ТМ, дополненной полученными 
референсными спектрами. Корректная идентификация до ви-
да достигалась при величинах показателя score ≥ 75%.

Кластерный анализ и построение дендрограмм осущест-
вляли с использованием инструментов maldi biotyper.

Результаты и обсуждение. Поскольку на времяпролет-
ных масс-спектрометрах, включая используемый axima 

Т а б л и ц а  2
Степень достоверности идентификации штаммов патогенных 
буркхольдерий 

Микроорганизмы l-агар АГК

32 штамма B. pseudomallei > 76% > 70%
11 штаммов B. mallei > 76% > 70%

а
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confidence (shimadzu), не предусмотрена дезинфекция вну-
тренней рабочей зоны, одними из задач настоящей работы 
являлись выбор и оценка инактивирующей способности ме-
тода пробоподготовки для анализа вирулентных штаммов 
B. pseudomallei и B. mallei. Белковые препараты штаммов 
B. pseudomallei и B. mallei, полученные методом спиртовой 
обработки с дальнейшей экстракцией муравьиной кислотой 
и ацетонитрилом по описанному выше протоколу, подверга-
лись проверке на специфическую стерильность. Высев экс-
трактов на плотные и жидкие питательные среды с инкубаци-
ей при температуре 37°c в течение 5 сут показал отсутствие 
жизнеспособных форм B. pseudomallei и B. mallei.

Следует отметить, что в базе данных s.a.r.a.m.i.s.тм ре-
ферентные спектры микроорганизмов видов B. pseudomallei 
и B. mallei соответствуют масс-спектрам чистых препаратов 
рибосомальных протеинов, в то время как в данной работе 

подготовленные пробы являлись препаратами полного на-
бора клеточных белков. Поэтому нами предварительно были 
сформированы соответствующие подразделы базы данных 
масс-спектров исследуемых микроорганизмов, а также на-
боры спектров, используемых в качестве референтных при 
идентификации и хемотипировании штаммов.

В базу данных s.a.r.a.m.i.s.тм были импортированы 10 
референтных спектров белковых экстрактов типичных штам-
мов патогенных буркхольдерий, выращенных на l-агаре 
(рис. 1). При получении масс-спектров были использованы 
следующие параметры: алгоритм идентификации пика — 
Threshold-25% centroid, отношение сигнал/шум для спек-
тров — не менее 5, минимальная интенсивность пика — не 
менее 100 относительных единиц, количество качественных 
пиков — до 200, ширина пика — 4 m/z. Референсные масс-
спектрометрические профили штаммов представлены на  

Рис. 1. Референсные масс-спектры общеклеточных белков штаммов патогенных буркхольдерий. а — B. mallei, б —  
B. pseudomallei.

б
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рис. 1. Дальнейшая идентификация остальных культур про-
водилась с использованием дополненной базы данных. Ре-
зультаты масс-спектрометрической идентификации практи-
чески полностью совпадали с данными классического бакте-
риологического анализа и генодиагностических тестов.

Известно, что условия культивирования (различные пита-
тельные среды, время и температура выращивания) могут по-
влиять на результат масс-спектрометрического белкового ана-
лиза в идентификации [1, 8]. При масс-спектрометрическом 
профилировании штаммов, выращенных на l-агаре и на 
АГК, выявлена зависимость качества получаемых белковых 
профилей от питательной среды. Так, масс-спектры, полу-
ченные из культур, выращенных на АГК, характеризовались 
меньшим количеством и интенсивностью пиков, а также 
большим зашумлением (рис. 2). Не было выявлено значи-
мых различий в характеристиках белковых масс-спектров 
18- или 24-часовых агаровых культур. Также установлено, 
что при использовании клеток, культивируемых более суток, 
получение гомогенной суспензии было крайне затруднитель-
ным, что делало такую пробу непригодной для дальнейшего 
анализа. На основании полученных результатов для масс-
спектрометрического профилирования штаммов B. pseudo-
mallei и B.mallei в качестве питательной среды применялся 
l-агар и период культивирования не более 24 ч. Вместе с тем, 
при использовании любой из этих сред удалось идентифици-
ровать микроорганизмы до вида (табл. 2).

С целью оценки воспроизводимости белковых масс-
спектров культуры патогенных буркхольдерий исследовали 
троекратно с интервалом 6 мес. В результате было выясне-
но, что масс-спектрометрические профили, полученные для 
одного штамма, остаются фактически идентичными в тече-
ние всего времени исследования.

Детальный анализ масс-спектров белков выявил наличие 
пиков с определенными молекулярными массами, харак-
терными для культур B. pseudomallei и B. mallei. Из 64 про-
теинов, отображенных на графических профилях, 7 (3780, 
4815, 5202, 6560, 7090, 7560, 9624 и 10460 da) были найде-
ны в спектрах всех 43 исследованных образцов, пять из них 
— 4815, 5202, 6560, 7560, 9624 da — имели максимальную 
интенсивность. Белок с конкретной молекулярной массой, 
наличие или отсутствие которого на масс-спектре позволило 
бы отнести исследуемый образец либо к B. pseudomallei, либо 
к B. mallei, мы не обнаружили. Однако на белковых профилях 
легко визуализировался ряд пептидов со значительными раз-

личиями по интенсивности выраженности пика в зависимо-
сти от видовой принадлежности. Так, пики масс-спектров с 
молекулярными массами 6560, 8000, 8127 da отличаются у 
исследуемых видов и, возможно, могли бы рассматриваться 
как дифференцирующий признак

Кластерный анализ полученных масс-спектров общекле-
точных белков коллекционных штаммов патогенных бурк-
хольдерий с использованием алгоритма neighbor-joining [10] 
продемонстрировал группирование исследованных штам-
мов в соответствии с их видовой принадлежностью, однако 
какие-либо закономерности их распределения в зависимости 
от биохимических свойств, особенностей антигенной струк-
туры и вирулентности проследить не удалось (рис. 3).

Аналогичный методологический подход был использован 
a. Karger и cоавт. [8] в работе по оценке эффективности иден-
тификации патогенных буркхольдерий методом maldi Tof 
ms с использованием платформы maldi biotyper (bruker). 

Рис. 2. Масс-спектры общеклеточных белков штамма B. pseudomallei 109, выращенного на АГК (верхний спектр) и на l-агаре 
(нижний спектр).

Рис. 3. Кластерный анализ полученных масс-спектров об-
щеклеточных белков коллекционных штаммов патогенных 
буркхольдерий.
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Авторами показано, что дифференциация B. pseudomallei и 
B. mallei была затруднена в случае использования в качестве 
элемента сравнения в базе данных индивидуальных масс-
спектров штаммов микроорганизмов, однако дискримини-
рующую способность метода удалось повысить при пред-
варительном формировании msp-спектров для каждого из 
видов, соответствующих референсным спектрам платформы 
s.a.r.a.m.i.s.ТМ.

Таким образом, в результате проведенного исследова-
ния разработан методологический подход к идентификации 
B. pseudomallei и B. mallei с использованием прямого масс-
спектрометрического профилирования клеточных белков. В 
ходе работы был оптимизирован протокол пробоподготовки 
культур возбудителей согласно требованиям биологической 
безопасности при манипуляциях с ПБА ii группы патогенности, 
подобраны условия культивирования штаммов и сформирован 
набор референсных масс-спектров для идентификационной 
базы данных s.a.r.a.m.i.s.™ (anagnostec gmbh). Анализ 43 
коллекционных штаммов патогенных буркхольдерий проде-
монстрировал возможность достоверного определения таксо-
номической принадлежности исследуемых микроорганизмов 
до видового уровня. Пополненная база масс-спектральных 
характеристик в дальнейшем позволит проводить экспресс-
идентификацию изолятов, подозрительных на принадлеж-
ность к возбудителям мелиоидоза и сапа, а также будет являть-
ся основой для разработки схем хемотипирования штаммов 
буркхольдерий методом масс-спектрометрии.
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