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В статье представлены результаты использования масс-спек-
трометрии MALDI-TOF с целью идентификации микроорганизмов видов 
Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica, Enterobacter cloacae, которые были 
выделены в 2016 году из патологического материала и объектов сани-
тарного надзора животноводческих и птицеводческих помещений хо-
зяйств, неблагополучных по желудочно-кишечным заболеваниям. 

*Исследования проводятся при поддержке Российского фонда 
фундаментальных исследований, проект «Геномика и биология 
кандидатных бактериофагов для терапии энтеробактериальных 

инфекций в ветеринарной медицине» №16-44-732038.

Введение. Характеристика и дифференциация микробного про-
теома развивались и прогрессировали с использованием методов 
разделения белка в геле. Разделение нативных клеточных белков в 
полиакриламидном геле (ПААГ) в сочетании с компьютерным анали-
зом использовали в нескольких исследованиях для идентификации и 
классификации микроорганизмов [1-3]. При выполнении в стандарти-
зированных условиях эта методика была достаточно воспроизводимой. 
Однако профилирование белков в ПААГ не стало популярным среди ми-
кробиологов. Это может быть связано с отсутствием обширных баз дан-
ных для идентификации неизвестных микроорганизмов; требованием 
высоко стандартизированных условий, включающих рост неизвестных 
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микроорганизмов на идентичных средах, стандартизированные элек-
трофоретические условия, процедуры окрашивания и последующий 
анализ образцов; техника не являлась достаточно точной, для различия 
сильно похожих штаммов. 

Двумерный гель-электрофорез (2-DE) также не стал популярным 
среди микробиологов, так как он был трудоемким практическим мето-
дом, даже после того, как появились готовые решения для его прове-
дения и улучшенное программное обеспечение для анализа геля [4]. 
Достоинства и недостатки других протеомных подходов были также 
рассмотрены [5].

Цель работы – установление видовой принадлежности штаммов 
бактерий Prot 2, Ye3, En2, выделенных коллективом авторов в 2016 году, 
методом MALDI-TOF спектрометрии.

Объекты и методы исследований. Штаммы бактерий Prot 2, Ye3, 
En2, которые были выделены коллективом авторов из патологического 
материала и объектов санитарного надзора животноводческих и птице-
водческих помещений из хозяйств, неблагополучных по желудочно-ки-
шечным заболеваниям и идентифицированы на основании изучения 
тинкториальных, культурально-морфологических и биохимических 
свойств, следующим образом: Prot2 определена как Proteus mirabilis, 
Ye3 – как Yersinia enterocolitica, En2 – Enterobacter cloacae [6-7].

В исследованиях использовали следующие материалы: синапи-
новая кислота (Sigma-Aldrich, USA), ацетонитрил (Sigma-Aldrich, USA), 
трифторуксусная кислота (Sigma-Aldrich, USA), мясо-пептонный бульон 
(ГМФ-агар), (НИЦФ.Санкт-Петербург, РФ), мясо-пептонныйагар (ГМФ-а-
гар) (НИЦФ.Санкт-Петербург, Россия), спирт этиловый 70°.

Для культивирования бактерий использовались стандартные ус-
ловия. Бактерии выращивались на мясопептонном бульоне (МПБ) в 
условиях термостата при 37°С в течение 12 часов, затем культура рассе-
валась методом штриха на мясопептонный агар (МПА) для получения 
отдельных колоний.

Клетки каждого штамма непосредственно наносили на стальной 
планшет MALDI (две одиночные колонии в дубликатах) с использова-
нием одноразовой петли и с добавлением 1 мкл матрицы, состоящей 
из насыщенного раствора синапиновой кислоты в 60 % ацетонитрила 
- 0,3% трифторуксусной кислоты и высушивали на воздухе в течение не-
скольких минут при комнатной температуре.

Отпечатки белков с различными молекулярными массами получа-
ли при помощи MALDI-TOF масс-спектрометра Microflex LT (BrukerCorp., 
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Billerica, USA) с обнаружением в линейном положительном режиме на 
частоте лазера 50 Гц и в диапазоне масс от 2000 до 30 000 Да. Напряже-
ние разгона составляло 20 кВ, а время задержки экстракции составля-
ло 200 нс. Для генерации каждого ионного спектра использовалось не 
менее 10 лазерных снимков на образец. Для каждого бактериального 
образца в общей сложности 100 отпечатков белков с различными мо-
лекулярными массами усредняли и обрабатывали с использованием 
программного обеспечения MALDI Biotyper (BrukerCorp., Billerica, USA).

Результаты исследований. В ходе выполнения масс-спектроме-
трии MALDI-TOF были получены следующие результаты, представлен-
ные на рисунках 1-3.

Заключение. Для установления видовой принадлежности, вы-
деленных нами в 2016 году из патологического материала и объек-
тов санитарного надзора бактериальных культур было проведено их 
MALDI-TOF-профилирование. Так, с помощью анализа протеомов штамм 
Prot2 определен как Proteus mirabilis, Ye3 – как Yersinia enterocolitica, En2 
– Enterobacter cloacae. Идентификация вышеназванных штаммов перво-
начально проводилась по общеизвестным схемам бактериологической 
дифференциации представителей семейства Enterobacteriaceae, осно-

Рисунок 1 -  Показатели белковых спектров бактериального 
изолята Proteus mirabilis Prot2 и его идентификация по результатам 

использования программного обеспечения MALDI Biotyper
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Рисунок 2 -  Показатели белковых спектров бактериального изолята 
Yersinia enterocolitica Ye3 и его идентификация по результатам исполь-

зования программного обеспечения MALDI Biotyper

Рисунок 3 - Значения белковых спектров изолята Enterobacter cloacae 
En2 и его идентификация по результатам использования программного 

обеспечения MALDI Biotyper
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ванной на изучении тинкториальных, культурально-морфологических и 
биохимических свойств. Для определения ферментативной активности 
использовался классический метод инокуляции культуры в пробирки, 
содержащие субстраты и индикаторы [6-7]. Полученный результат по-
зволил определить вид микроорганизма в течение 6-7 суток. 

В последние годы в нескольких отчетах была продемонстриро-
вана возможность использования масс-спектрометрии (MSF) (MALDI-
TOF) для идентификации микроорганизмов [8]. Обнаружение образ-
цов массы белка стало удобным инструментом для быстрого анализа 
бактерий [9]. Метод анализирует профили белков, которые извлека-
ются из целых бактерий. Масс-спектрометр MALDI может эффективно 
обнаруживать многочисленные молекулы одновременно. Массовые 
образцы белка могут использоваться для родовой, видовой и в неко-
торых случаях внутривидовой идентификации микроорганизмов. Дан-
ный метод обнаружения подтвержден в нескольких исследованиях 
для различных грамотрицательных патогенов, передающихся через 
пищевые продукты [10]. 
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The article presents the results of the use of mass spectrometry MAL-
DI-TOF to identify microorganisms of the species Proteus mirabilis, Yersin-
ia enterocolitica, Enterobacter cloacae, which were isolated in 2016 from 
pathological material and objects of sanitary supervision of livestock and 
poultry farms, disadvantaged in gastrointestinal diseases.


