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ВРЕМЯПРОЛЕТНАЯ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКАЯ ВНУТРИВИДОВАЯ ДИАГНОСТИКА 
ШТАММОВ ЭШЕРИХИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ ОТ ЧЕЛОВЕКА
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Цель. Времяпролетный масс-спектрометрический анализ свежевыделенных от человека популяций кишечной палочки для 
идентификации маркеров протеома, характерных для гемолитических и негемолитических штаммов, эшерихий — ассо-
циантов условно патогенных энтеробактерий. Материалы и методы. 20 штаммов монопопуляции гемолитических эше-
рихий; 100 штаммов монопопуляции негемолитических эшерихий; 15 негемолитических штаммов, выделенных из ассоци-
ации с условно патогенными энтеробактериями. Белковое профилирование на масс-спектрометре MALDI-TOF MS Auto-
flex «Bruker Daltonik». Результаты. Значение внутри вида масс-заряда пика со 100% интенсивностью, равного 9000 Да,  
может служить дифференциальным признаком выявления гемолитических эшерихий при масс-спектрометрическом 
биотипировании. Заключение. Даны протеомные характеристики штаммов разных популяций внутри вида Escherichia 
coli; установлены таксон-специфические маркеры для протеомной дифференциации популяции эшерихий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  эшерихии; масс-спектрометрия; масс-пик-лист; биотипирование; скор.
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Введение. MALDI-TOF масс-спектрометрический ана-
лиз, примененный для идентификации различных патогенов 
бактериального и грибкового происхождения на основе ба-
зы данных Biotyper, включающей 5000 различных профилей 
микроорганизмов, это практически рутинный метод, широко 
представленный в мировой литературе [1—3].

E.coli является тем микроорганизмом, изучение которого 
лежало в основе идентификации эшерихий и исследования 
возможностей использования кишечной палочки в качестве 
бактериального стандарта калибровки для MALDI-TOF 
масс-спектрометрии [4].

Большинство современных статей посвящено препа-
ративной идентификации отдельных белков клеток E.coli, 
предварительно выделенных путем двухмерного электро-
фореза. Между тем остро ощущается необходимость совер-
шенствования дифференциальной диагностики эшерихий и 
раннего экспресс-выявления вирулентных представителей 
этого вида.

Выработка гемолизина — один из факторов патогенности 
многих микроорганизмов, она считается патогенетическим 
признаком. Установлено, что основной особенностью микро-
флоры толстой кишки людей с дискинезией желчевыводящих 
путей (ДЖВП) является присутствие гемолитических форм 
эшерихий. ДЖВП относят к эндогенным факторам, которые 
обусловливают дисбактериозы и появление гемолитических 
(вирулентных) вариантов эшерихий. Вместе с тем большин-
ство лечащих врачей в качестве средств, элиминирующих ге-
молитические эшерихии, выбирают антибактериальные пре-
параты, что ведет к дестабилизации клеточных мембран эпи-
телиоцитов и к хронизации дисбиотических состояний [5].

В работе [6] подчеркнуто, что «в основе бактериально-
гастальных отношений лежит полиморфизм клонов кишеч-
ной палочки». При этом выделено четыре кластера эшерихий 
(мутуалисты, комменсалы, паразиты, случайные симбионты 
человека), показана необходимость поиска различных марке-
ров, способных обеспечить дифференциальную диагностику 
данных групп. Поиск маркеров протеома между различными 

кластерами эшерихий, в частности между гемолитически-
ми и негемолитическими вариантами, является актуальной 
проблемой, решение которой расширит перспективы в плане 
дифференциальной диагностики и анализа происхождения 
факторов патогенности эшерихий, что позволит совершен-
ствовать подходы к коррекции дисбиотических состояний.

Цель работы — поиск дифференциальных маркеров пер-
вичных транскриптов рибосомальных белков протеома све-
жевыделенных от человека штаммов эшерихий на основе 
создания коллекции протеомных профилей масс-спектров.

Материалы и методы. Популяции кишечной палочки вы-
деляли и идентифицировали бактериологическим методом в 
соответствии с ОСТ 2003 г. от людей, проходивших обследо-
вание на дисбактериоз толстой кишки в ФБУН Ростовский 
НИИ микробиологии и паразитологии.

Ультразвуковое исследование (УЗИ) с целью выявления 
дисфункциональных нарушений желчного пузыря (ДЖВП) 
осуществляли в медицинском центре ООО «Альянс — 2000».

Для масс-спектрометрического анализа было взято 135 
свежевыделенных штаммов кишечной палочки: 20 штаммов 
гемолитических эшерихий (монопопуляция), выделенных от 
одного человека с ДЖВП; 100 штаммов негемолитических 
эшерихий (монопопуляция) от одного человека, 15 штаммов 
негемолитических вариантов, выделенных из ассоциации с 
условно патогенными энтеробактериями родов Klebsiella и 
Enterobacter от одного человека.

Протеомный анализ клеток спектров микроорганизмов 
проводили с помощью масс-спектрометра MALDI-TOF MS 
Autoflex Bruker Daltonik (Германия).

Пробоподготовку осуществляли с применением в качестве 
матрицы a-циано-4-гидроксикоричной кислоты (HCCA, Bruker 
Daltonik), все образцы штаммов проводили через процедуру 
экстракции трифторуксусной кислотой (80% ТФУ) для созда-
ния репрезентативных спектров. Супернатант штаммов в коли-
честве 0,5 мкл помещали на ячейки MSP-чипа и после полного 
высыхания наслаивали 0,5 мкл раствора матрицы. В программе 
Flex control проводили «обстрел» лазером в ручном режиме.
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В качестве стандарта калибровки использовали коммер-
ческий препарат DH5-alpha Escherichia coli (Bruker bacteria 
test standart).

В качестве контроля спектров молекулярных масс белков 
бактериальных клеток использовали масс-пик-листы (MSP-
peak-list) и графики масс-спектров референтных штаммов: 
E.coli ATCC 25922 CHB; E.coli ATCC 35218 CHB; E.coli 
ATCC 25922 TH4; E.coli B 421 UF4; E.coli DH5-alpha BR4; 
E.coli DSMS 300 83 THAM; E.coli ESB4-EA-RSS-1528TCHB; 
базы данных Biotyper.

Для визуализации, компьютерной обработки и анализа 
полученных спектров, в частности масс-пик-листов штам-
мов, использовали программу Flex analysis. Измерения осу-
ществлялись в автоматическом режиме с контролем мерца-
ния, частотой измерения лазера от 50 до 60 Гц, излучения 
лазера 1:25 кВ, с использованием источника ионов №  1 со 
значением 19,52 кВ и источника № 2 со значением 18,26 кВ и 
коэффициентом усиления детектора 27272 В.

Результаты. В процессе сравнительного анализа спек-
тров константных рибосомальных белков представителей 
разных популяций E.coli сравнивали такие параметры, как 
положение пиков, их частота, интенсивность.

Графическое изображение спектра, состоящее из пиков 
разной интенсивности (коротких и длинных), является отобра-
жением масс-пик-листа, который представляет собой таблицу 
с числовыми значениями основного белкового спектра каждо-
го штамма; в первом столбце таблицы — молекулярная масса 
белков (их масс-заряд, m/z), во втором — количество белков с 
конкретной молекулярной массой, выражающееся в интенсив-
ности пика (в %), на графике — в высоте пика [3, 7, 8].

Нами выявлены общие, характерные для всех популяций 
вида E.coli закономерности строения протеома:

— наличие у всех штаммов 70 пиков;
— наличие одного самого высокого пика со 100% интен-

сивностью;
— минимальное количество высокомолекулярных пиков, 

имеющих m/z ≥10000 Da;
— низкомолекулярные белки представлены спектром от 

3000 до 4000 Da, практически равное количество пиков с m/z 
3000—4000 Da у всех штаммов низкой интенсивности.

— отсутствие у всех штаммов пептидов с m/z до 2500 Da, 
что также соотносится с характеристикой референсных про-
филей E.coli из базы данных Biotyper.

В качестве маркеров, дифференцирующих монопопуля-
ции, можно отметить следующие признаки. Популяции гемо-
литичных эшерихий отличались тем, что у всех без исключе-
ния штаммов самый высокий пик со 100% интенсивностью 
имел массу или m/z, равный 9063—9066 Da. У негемоли-
тических штаммов пик со 100% интенсивностью имел m/z 
в диапазоне 5381—5410 Da, и только у 10% штаммов этой 
группы m/z составлял 9713—9745 Da.

Популяция негемолитических эшерихий — ассоциантов 
отличалась гетерогенностью по данному признаку. Так, у 25% 
штаммов популяции 100% пик имел m/z 5382—5383 Da (как у 
негемолитических), у 42% — m/z 100% пика составлял 9740—
9743 Da (как у гемолитических вариантов), и только 6% име-
ли 100% пик с m/z 6258 Da, который не имели другие группы 
штаммов.

Среди других межпопуляционных различий для негемоли-
тической монопопуляции можно выделить наличие двух вы-
сокомолекулярных пиков низкой интенсивности (до 10%) —  
m/z 10 140 и 10 280 Da, что также соотносится с референс-
ными штаммами, имеющими аналогичные пики. Однако у 
некоторых свежевыделенных гемолитических штаммов по-
являются белки с m/z 14 000 Da), чего нет у референсных 
вариантов и штаммов негемолитической популяции.

Можно отметить, что масс-спектры негемолитической по-

пуляции в целом интенсивнее (интенсивность 40—90%), что 
выражается преимущественным наличием высоких пиков 
(см. рисунок), для негемолитических штаммов характерно 
большее количество низкомолекулярных белков (пептидов) с 
m/z 3000—4000 Da, характеризующихся высокой интенсив-
ностью.

Весь спектр для гемолитических штаммов отмечен преи-
мущественно наличием «коротких» пиков низкой интенсив-
ности (до 30%) и практически только двух пиков высокой 
интенсивности (70—100%).

Для гемолитических штаммов характерно наличие одно-
го высокомолекулярного пика — m/z 10 500 Da низкой ин-
тенсивности, составляющей 15%.

Обсуждение. Времяпролетная масс-спектрометрия 
MALDI-TOF — это физический метод измерения массы ио-
нов исследуемых веществ и получение спектров молекуляр-
ных масс исследуемых образцов. Выявление специфичных 
для конкретного вида микроорганизма спектров констант-
ных рибосомальных белков клетки (транскриптов) за счет 
осуществления прямого белкового профилирования дает 
возможность констатировать и анализировать уникальные 
для изучаемого объекта, рода, вида, группы биомаркеры, яв-
ляющиеся, по существу, «отпечатками пальцев» конкретного 
представителя нозологии [9].

Программное обеспечение MALDI-TOF масс-спект-
рометра (Bruker, Biotyper 3.0) дает возможность получать 
персональные виртуальные коллекции спектров интересую-
щих популяций, а программа Flexanalysis — анализировать 

Сравнение масс-спектрометрического протеомного профиля 
основных спектров негемолитического и гемолитического 
штаммов E.coli.
а — основной масс-спектр негемолитического штамма E. Coli; б — основ-
ной масс-спектр гемолитического штамма E. Coli. По оси абсцисс — зна-
чение масс-заряда (m/z); по оси ординат — интенсивность пика, %.
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сходства и различия штаммов, а также появляющиеся и ис-
чезающие протеомные признаки, в итоге мы имеем возмож-
ность получать новые данные об изменчивости протеома и 
транскриптома штаммов в зависимости от условий обитания, 
включая экосистему. Информация выдается в графическом и 
цифровом вариантах.

Масс-пик-лист (MSP-list) — это таблица с числовыми 
значениями графического спектра белкового профиля ми-
кроорганизмов, в первом столбце расположена информация 
о молекулярной массе белков или их масс-заряд (m/z), а во 
втором — количество данных белков с конкретной молеку-
лярной массой, выражающееся в интенсивности пика (в %), 
а на графическом изображении — в высоте пика.

Большинство современных статей по масс-спектрометрии 
посвящено препаративной идентификации отдельных белков 
E. coli, предварительно выделенных посредством двухмер-
ного электрофореза [10].

Изучение межпопуляционных различий путем анализа 
спектров коллекций кишечной палочки, выделенных от лю-
дей, в литературе не описано.

Ранее нами было установлено, что основной особенно-
стью микрофлоры толстой кишки людей с ДЖВП является 
присутствие гемолитических форм кишечной палочки [11].

Анализируя результаты собственных бактериологиче-
ских исследований и результаты УЗИ, мы выявили, что при 
восстановлении функционирования желчевыделительной 
системы гемолитический признак эшерихий исчезает, это 
свидетельствует о возможной роли желчи и ряда других фак-
торов в индуцибельности, вирулентности и гемолитичности 
штамма — возбудителя заболевания.

Полученные нами данные об изменении транскриптов 
эшерихий разных монопопуляций подтверждают версию об 
изменчивости негемолитических форм в условиях организма 
хозяина и индуцибельности гемолитического признака, а зна-
чит, о появлении вирулентных вариантов из невирулентных.

Так, выявленный нами одиночный пик самой высокой ин-
тенсивности — 100% — может служить дифференциальным 
протеомным таксономическим признаком, по которому без 
постановки чашечного метода можно определить наличие у 
штаммов E. coli гемолитических свойств. Диагностическая 
ценность пика со 100% интенсивностью состоит в том, что 
у гемолитических эшерихий он имеет m/z 9063—9066 Да, у 
негемолитических — m/z самого высокого пика составляет 
5381—4100 Да.

Популяция ассоциантов гетерогенна по данному призна-
ку, хотя и относится к негемолитической группе. Молекуляр-
ные массы 100% пика представлены m/z 9000, 5000, 6000 Да. 
Референсные спектры E. coli базы данных Biotyper представ-
ляют 100% пик m/z 5000 Да, что характерно для негемолити-
ческой популяции.

Заключение. На основе полученной расширенной вир-
туальной коллекции масс-спектров нам удалось охаракте-
ризовать первичные транскрипты рибосомальных белков 
протеома разных представителей вида эшерихий негемоли-
тической монопопуляции, гемолитической монопопуляции, 
монопопуляции — эшерихий ассоциантов; сравнить протео-
мы спектров с протеомным профилем группы референсных 
представителей вида E. coli, имеющихся в базе данных Bio-
typer; найти сходство и различия; конкретизировать данные 
масс-спектрометрической идентификации, приводящей к 
дифференциации внутри вида гемолитических от негемоли-
тических вариантов по 100% пику, что не позволяет сделать 
программа автоматической идентификации на основе ком-
мерческой базы данных референсных штаммов.

Наблюдаемое при ДЖВП нарушение поступления желчи 
в просвет кишечника, возможно, является одним из факто-
ров, способствующих вегетированию гемолитических эше-

рихий в микробиоценозах толстой кишки. Однако данный 
вид патологии — далеко не единственная причина появления 
в составе микрофлоры кишечника гемолитических эшери-
хий, возможно, что на их формирование оказывают влияние 
и другие изменения в желчеобразующих и желчевыделитель-
ных органах, что требует дальнейшего изучения. Очевидно, 
что появление гемолитических эшерихий в составе микро-
флоры можно рассматривать как индикатор, реагирующий 
на изменения гомеостаза хозяина. С этих позиций совершен-
ствование дифференциальной диагностики гемолитических 
эшерихий масс-спектрометрическим методом с помощью 
выявленных таксономических протеомных маркеров бу-
дет полезным для экспресс-выявления группы риска среди 
условно здоровых людей, для профилактики формирования 
заболеваний гепатобиллиарной и пищеварительной систем.
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На основе созданной нами базы данных «Белковые профили масс-спектров представителей вида Vibrio cholerae 
для программы MALDI Biotyper» проведено типирование штаммов холерных вибрионов, выделенных на территории 
Российской Федерации в 2010—2012 гг., а также проведен анализ степени сходств и отличий константных рибосомальных 
белков. По результатам MALDI-TOF масс-спектрометрии изучаемые штаммы V. cholerae были разделены на 2 четких 
кластера. В один кластер вошли все эпидемически опасные штаммы, выделенные от людей, приехавших в Москву из 
Индии в 2010—2012 гг., во второй — атоксигенные вибрионы, не относящиеся к серогруппам O1 / O139, выделенные в 
2011 г. у жителей г. Таганрога. Анализ основных спектров всей коллекции позволил нам идентифицировать таксон — 
специфические компоненты, отличающие штаммы V. cholerae не O1 / не O139 от штаммов V. cholerae El Тоr. Таким об-
разом, созданная нами база данных протеомных портретов V. cholerae позволяет проводить идентификацию, изучение 
и типирование возбудителей холеры и других представителей вида V. cholerae, определяя их филогенетическое родство, 
что чрезвычайно полезно для установления происхождения штаммов, выделенных из объектов окружающей среды, и 
эпидемиологической расшифровки вспышек заболевания.
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The data base “Protein profiles of mass-specters of representatives of species of Vibrio cholerae for program MALDI Biotyper” 
was used to implement typing of strains of comma bacillus isolated at the territory of the Russian Federation in 2010-2012. 
Also, analysis of degree of similarity and differences among constant ribosomal proteins was implemented. According the results 
of MALDI-TOF mass-spectrometry strains of V.cholerae were grouped in two distinct clusters. The first cluster included all 
epidemically dangerous strains isolated from people arrived in Moscow from India 2010-2012. The second cluster included 
atoxigenic vibrio with no relation to serogroups O1/O139 isolated from residents of Taganrog in 2011. The analysis of main 
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