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цель исследования – оценить эффективность применения MALDI-ToF масс-спектрометрии при иденти-
фикации коллекционных и свежевыделенных штаммов возбудителя туляремии с использованием базы данных 
«белковые профили масс-спектров микроорганизмов I–II групп патогенности для программы MALDI Biotyper». 
материалы и методы. исследовано 142 штамма Francisella tularensis, в числе которых 59 коллекционных и 
83 свежевыделенных. для их идентификации использовали бактериологический, молекулярно-генетический и 
масс-спектрометрический методы исследования. сбор масс-спектров, анализ, генерация и расширение референс-
ных библиотек выполнены на масс-анализаторе Microflex LT с использованием пакета программ FlexControl v. 3.3, 
FlexAnalysis v. 3.3, MALDI Biotyper 3.0. кластерный анализ осуществлен в программе BioNumerics 7.6. 
результаты и обсуждение. оценена возможность идентификации возбудителя туляремии с помощью расширен-
ной базы данных MALDI Biotyper 3.0 «белковые профили масс-спектров микроорганизмов I–II групп патогенно-
сти для программы MALDI Biotyper». при идентификации до уровня вида результаты масс-спектрометрии кол-
лекционных и свежевыделенных штаммов показали 91,5 и 97,6 % достоверности соответственно. в определении 
родовой принадлежности надежность идентификации составила 100 %. таким образом, метод MALDI-ToF масс-
спектрометрии позволяет достоверно проводить видовую и родовую идентификацию штаммов F. tularensis. на 
основании кластерного анализа 66 штаммов F. tularensis в программе BioNumerics 7.6. с использованием Pearson 
correlation по алгоритму UPGMA оценена возможность подвидовой дифференциации. в связи со схожестью бел-
ковых профилей штаммов F. tularensis четкой дифференциации на подвиды добиться не удалось. для успешного 
проведения подвидовой дифференциации необходимо использовать другие варианты подготовки образцов, при-
боры нового поколения с более высокой разрешающей способностью, а также применять дополнительные под-
ходы и инструменты анализа. 
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Abstract. The aim of the study was to evaluate the effectiveness of MALDI-ToF mass spectrometry in the iden-
tification of collection and newly isolated strains of tularemia pathogen using the database “Protein profiles of mass 
spectra of microorganisms belonging to I–II pathogenicity groups for the MALDI Biotyper software”. Materials and 
methods. We investigated 142 strains of Francisella tularensis, including 59 collection strains and 83 newly isolated 
ones. Bacteriological, molecular-genetic and proteomic research methods were used to identify them. The acquisition of 
mass spectra, analysis, generation and expansion of reference libraries were performed on a mass analyzer “Microflex 
LT” using FlexControl v. 3.3, FlexAnalysis v. 3.3, and MALDI Biotyper 3.0 software packages. The cluster analysis 
was performed using the BioNumerics 7.6 software. Results and discussion. The possibility of identifying tularemia 
pathogen has been assessed using the extended database for MALDI Biotyper 3.0 “Protein profiles of mass spectra of 
microorganisms belonging to I–II pathogenicity groups for the MALDI Biotyper software”. During identification to the 
species level, the significance of mass spectrometry results for collection strains and newly isolated ones was 91.5 % 
and 97.6 %, respectively. In determining the genus appurtenance, the reliability of identification was 100 %. Thus, the 
MALDI-ToF mass spectrometry method allows for accurate species and genus identification of F. tularensis strains. 
Based on the cluster analysis of 66 F. tularensis strains in BioNumerics 7.6 software using «Pearson correlation» and 
the UPGMA algorithm, the possibility of subspecies differentiation has been evaluated. Due to the similarity of protein 
profiles of F. tularensis strains, a clear differentiation into subspecies could not be achieved. It is necessary to use other 
options for sample preparation, new generation devices with higher resolution, as well as apply additional approaches 
and analysis tools for successful subspecific differentiation. 
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важным разделом эпидемиологического над-
зора за туляремией в россии является совершен-
ствование лабораторной диагностики с использо-
ванием новых методических приемов обнаружения 
возбудителя в исследуемом материале [1]. так, с 
2014 г. в лабораторную практику внедрен метод 
времяпролетной масс-спектрометрии (времяпролет-
ная матрично-активированная лазерная десорбция/ 
ионизация, Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization, 
MALDI-ToF MS), позволяющий идентифицировать 
бактерии путем сравнения масс-спектров белков 
исследуемых бактериальных клеток с помощью ре-
ференсных эталонных спектров, хранящихся в базе 
данных (MP 4.2.0089-14). MALDI-ToF MS уже за-
рекомендовал себя в микробиологической практике 
как быстрый, надежный и достоверный метод для 
идентификации возбудителей особо опасных ин-
фекций (оои) [2]. поскольку в базу данных MALDI 
Biotyper 3.0 не входили спектры возбудителей 
I–II групп патогенности, в 2016 г. противочумны-
ми институтами россии проведено ее расширение 
путем добавления референсных белковых спектров 
штаммов опасных патогенов. в результате импор-
тирована база данных «белковые профили масс-
спектров микроорганизмов I–II групп патогенности 
для программы MALDI Biotyper» (свидетельство 
от 15.03.2016 № 2016620345), позволяющая прово-
дить ускоренную идентификацию туляремии, в ко-
торую входит 35 референсных спектров Francisella 
tularensis, а также 6 спектров близкородственного 
вида F. philomiragia. однако с тех пор опубликова-
но мало статей, отражающих практический опыт 
применения этого метода и оценки эффективности 
идентификации возбудителя туляремии с использо-
ванием обновленной базы данных. 

цель исследования – оценить эффективность 
применения MALDI-ToF масс-спектрометрии при 
идентификации коллекционных и свежевыделен-
ных штаммов возбудителя туляремии с применени-
ем базы данных «белковые профили масс-спектров 
микроорганизмов I–II групп патогенности для про-
граммы MALDI Biotyper».

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. исследовано 
142 штамма F. tularensis, в числе которых 59 кол-
лекционных и 83 свежевыделенных на курируемой 
иркутским противочумным институтом территории. 

биохимические свойства для определения под-
видовой принадлежности изучали путем посева 
штаммов на среды с глицерином и цитруллином. 
культивировали в течение двух суток при 37 °с.

определение биовара туляремийного микроба 
выполняли путем высева 0,1 мл взвеси 109 м.к. на 
чашку петри с Ft-агаром с последующим примене-
нием диско-диффузионного метода (эритромицин). 
через двое суток по наличию зоны задержки роста 
производили учет результатов.

для масс-спектрометрического исследования 
использовали 24-часовые культуры, выращенные 
при 37 °с на FT-агаре (рн 7,0). подготовку проб 
выполняли согласно методическим рекомендациям 
мр 4.2.0089-14 (протокол идентификации для не-
спорообразующих бактерий). 

Молекулярно-генетический анализ. выделе-
ние днк двухсуточных агаровых культур F. tula ren sis 
осуществляли коммерческим набором «рибо-преп»  
(цнии эпидемиологии, россия)». 

выявление видоспецифичного гена iglBC F. tu
larensis проводилось с использованием тест-системы 
«набор реагентов для выявления днк Francisella 
tularensis методом полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов в режиме реального времени» (российский 
противочумный институт «микроб», россия).

детекцию генов pdpA и pdpD для определения 
подвида туляремийного микроба осуществляли с 
использованием универсальных коммерческих на-
боров для амплификации днк («синтол», россия) и 
ген-специфичных праймеров [3].

Масс-спектрометрический анализ. спектры 
собирали в автоматическом режиме на масс-
спектрометре Microflex LT (Bruker Daltonics, сШа) 
с использованием программы Flex Control (v. 3.3, 
build 108), при функционировании прибора в линей-
ном позитивном режиме со следующими параметра-
ми: напряжение Ion Source 1 (IS1) – 20 кв, Ion Source 2 
(IS2) – 18,05 кв, напряжение на фокусирующей лин-
зе – 6 кв, частота азотного лазера – 60 гц. параметры 
работы прибора оптимизировали для диапазона от-
ношения массы иона к его заряду (m/z) от 2000 до 
20000. каждый спектр получали путем суммирования 
6 одиночных спектров (240 импульсов лазера). для 
получения референсных библиотек спектров образец 
исследовали в 20 повторах, для идентификации – в 5. 
анализ спектров, генерацию, расширение референс-
ных библиотек и идентификацию выполняли с ис-
пользованием программного обеспечения MALDI 
Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, сШа). 

таксономическая принадлежность микроор-
ганизма и достоверность идентификации методом 
MALDI-ToF MS оценивалась в соответствии со 
значением индекса совпадения (score value, SV). 
значение SV≥2,3 соответствовало достоверной 
идентификации до вида; SV менее 2,299, но более 
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2,000 – достоверной идентификации до рода, вероят-
ной до вида, значение SV в диапазоне 1,7–1,999 рас-
сматривали как вероятную идентификацию до рода 
и менее 1,7 – недостоверный результат.

Кластерный анализ. кластерный анализ про-
веден в программах MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 
Daltonics, сШа) и BioNumerics v. 7.6 (Applied Maths, 
бельгия).

результаты и обсуждение

на первом этапе работы исследованы 59 коллек-
ционных штаммов F. tularensis, выделенных с 1937 
по 2014 год, в пятикратной повторности. белковое 
профилирование с применением MALDI-ToF MS 
поз волило провести достоверную идентификацию до 
вида F. tularensis для 54 штаммов (SV 2,445–2,848),  
а для пяти – достоверную идентификацию до рода, 
вероятную до вида (SV 2,195–2,292) (табл. 1).

также в ходе мониторинговой деятельности 
института в период с 2015 по 2021 год выделено 
83 штамма возбудителя туляремии, среди которых 
обнаружено 34 штамма подвида mediasiatica, цир-
кулирующих преимущественно на территориях 
алтайского края, республики алтай и красноярского 
края. внутривидовая характеристика штаммов по-
лучена в результате традиционных лабораторных  
тестов (ферментация цитруллина и глицири-
на; выявление генов pdpA, pdpD). далее методом 
MALDI-ToF MS достоверно идентифицированы до 
вида F. tularensis 48 штаммов голарктического под-
вида, один – до рода. из группы штаммов среднеа-
зиатского подвида 33 идентифицированы до вида, а 
один – до рода (табл. 2).

таким образом, при идентификации до уровня 
вида результаты масс-спектрометрии коллекцион-
ных и свежевыделенных штаммов показали 91,5 и 
97,6 % совпадение соответственно. в определении 

Таблица 1 / Table 1

результаты масс-спектрометрической идентификации коллекционных штаммов F. tularensis,  
выделенных на территории сибири и дальнего Востока с 1941 по 2014 год (N=59)

The F. tularensis collection strains isolated in Siberia and Far East between 1941 and 2014 (N=59), mass spectrometric identification results

результат идентификации
Identification result

территория
Territory

количество исследованных штаммов
Number of studied strains

значение SV
SV value

достоверная идентификация 
до вида
Reliable identification  
up to the species

алтайский край
Altai Territory

7 2,531–2,647

забайкальский край
Trans-Baikal Territory

4 2,569–2,637

иркутская область
Irkutsk Region

5 2,365–2,763

камчатский край
Kamchatka Territory

1 2,627

кемеровская область
Kemerovo Region

1 2,712

красноярский край
Krasnoyarsk Territory

8 2,509–2,660

новосибирская область
Novosibirsk Region

2 2,342–2,390

республика алтай
Altai Republic

1 2,580

республика бурятия
Buryat Republic

9 2,428–2,731

республика тыва
Tyva Republic

1 2,538

республика якутия
Yakutia Republic

2 2,622–2,641

сахалинская область
Sakhalin Region

5 2,586–2,835

тюменская область
Tyumen Region

1 2,666

хабаровский край
Khabarovsk Territory

7 2,491–2,739

достоверная идентификация 
до рода
Reliable identification  
up to the genus

республика бурятия
Buryat Republic

2 2,202–2,253

забайкальский край
Trans-Baikal Territory

2 2,243–2,292

узбекистан
Uzbekistan

1 2,195
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родовой принадлежности – 100 %. данные показа-
тели достаточно высоки и указывают на надежную 
идентификацию. однако следует отметить меньшую 
информативность и точность масс-спектрометрии 
при изучении коллекционных штаммов. среди воз-
можных причин может быть неполное восстановле-
ние свойств патогена после хранения (длительное 
хранение в лиофилизированном виде), различные 
условия культивирования штаммов, которые ис-
пользованы для дополнения базы данных масс-
анализатора и анализируемых штаммов, а также не-
достаточная представленность референсными спек-
трами туляремийного микроба, выделенного с опре-
деленных территорий, в частности забайкальского 
края, республики бурятия и ближнего зарубежья. для 
преодоления обнаруженных расхождений следует 
стандартизировать условия культивирования в раз-
ных лабораториях, а также дополнить базу данных, 
инсталлированную в прибор Microflex LT. вопрос о 
снижении точности идентификации штаммов после 
хранения требует дальнейшего уточнения.

для оценки возможности совершенствования 
масс-спектрометрии при внутривидовой дифферен-
циации проведен кластерный анализ в программе 
BioNumerics 7.6. для выборки из 66 спектров F. tula
rensis подвидов holarctica (35), mediasiatica (26), tula
rensis (3) и novicida (2). в данной программе тестиро-
вались разные алгоритмы сравнения масс-спектров: 
как на основе пиков, так и кривых (UPGMA, Ward, 
Single linkage, Complete linkage). наилучший резуль-
тат достигнут с использованием Pearson correlation 
по алгоритму UPGMA, однако четкого разделения 
на подвиды добиться не удалось (рисунок), что на-
глядно демонстрирует сходство белковых профилей 
разных подвидов туляремийного микроба, по край-

ней мере, после ионизации. в то же время следует 
отметить, что все штаммы разделились на два кла-
стера. в первый вошли штаммы подвида novicida, 
которые при любых алгоритмах построения филоге-
нетического древа всегда кластеризовались отдель-
но. второй кластер включил в себя три остальных 
подвида, которые в некоторой степени объединились 
в определенные подгруппы. можно заключить, что 
в настоящее время идентификация F. tularensis ме-
тодом MALDI-TOF масс-спектрометрии на прибо-
ре Microflex LT по стандартной схеме наиболее на-
дежно достигается до видового уровня, а сложности 
внутривидового типирования являются ограничени-
ем этого метода.

в литературе встречаются исследования, свиде-
тельствующие об успешном применении MALDI-ToF 
масс-спектрометрии в определении подвида или даже 
биовара [4–8]. например, применяя разные условия 
культивирования и подготовки образцов E. Siebold 
et al. (2010 г.) и O. Karatuna et al. (2014 г.) достовер-
но определили подвидовую принадлежность 45 и  
60 штаммов туляремийного микроба соответственно 
[4, 5]. M.T. Gekenidis et al. (2014 г.) путем расщеп-
ления белка до трипептических пептидов удалось 
повысить разрешающую способность дифференци-
рования сальмонелл до уровня подвидов [6]. также, 
используя в качестве матрицы (E)-пропил-циано-4-
гидроксициннамилат вместо стандартной (альфа-
циано-4-гидроксикоричной) кислоты, удалось до-
стоверно дифференцировать биовары метициллин-
чувствительного и метициллин-резистентного золо-
тистого стафилококка [7]. м.в. цимбалистова с соавт. 
(2017 г.), с применением прибора Autoflex speed III  
(Druker Daltonics, сШа) и экстракцией белков эти-
ловым спиртом и муравьиной кислотой, обнаружи-

Таблица 2 / Table 2

результаты масс-спектрометрической идентификации свежевыделенных штаммов F. tularensis,  
выделенных на территории сибири и дальнего Востока с 2015 по 2021 год (N=83)

The newly F. tularensis strains isolated in Siberia and the Far East from 2015 to 2021 (N=83), mass spectrometric identification results

результат идентификации
Identification result

территория
Territory

F. tularensis spp.
количество исследованных штаммов

Number of studied strains
значение SV

SV value

достоверная идентификация  
до вида
Reliable identification  
up to the species

алтайский край
Altai Territory

holarctica 8 2,389–2,631

mediasiatica 10 2,388–2,579

красноярский край
Krasnoyarsk Territory

mediasiatica 2 2,377–2,452

республика алтай
Altai Republic

holarctica 3 2,311–2,633

mediasiatica 21 2,372–2,620

республика тыва
Tyva Republic

holarctica 1 2,559

сахалинская область
Sakhalin Region

holarctica 1 2,633

хабаровский край
Khabarovsk Territory

holarctica 35 2,380–2,670

достоверная идентификация  
до рода
Reliable identification  
up to the genus

приморский край
Primorsky Territory

holarctica 1 2,240

республика алтай
Altai Republic

mediasiatica 1 2,124
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кластерный анализ спектров штаммов F. tularensis в программе BioNumerics v. 7.6 с использованием Pearson correlation по алгоритму 
UPGMA

The cluster analysis of F. tularensis strain spectra in BioNumerics v. 7.6 using “Pearson correlation” and the UPGMA algorithm
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ли уникальные пики, характерные для вирулентных 
штаммов туляремийного микроба [8]. также имеется 
более мягкий способ ионизации, оказывающий ме-
нее разрушающее воздействие на анализируемое ве-
щество, такой как surface-enchanced laser desorbtion/
ionization (лазерная десорбция/ионизация с усилени-
ем поверхности, SELDI-ToF MS) [9], с помощью ко-
торого неоднократно проводилась достоверная под-
видовая идентификация. из представленных данных 
видно, что для повышения разрешающей способно-
сти MALDI-ToF масс-спектрометрии авторами чаще 
всего применялся иной способ подготовки образцов, 
использовалась другая матрица или прибор с более 
высокой разрешающей способностью. в итоге, по 
всей видимости, ими были получены более инфор-
мативные спектры.

таким образом, с помощью стандартизован-
ного протокола оценена эффективность видовой 
идентификации и внутривидовой дифференциации 
возбудителя туляремии методом MALDI-ToF масс-
спектрометрии. с применением обновленной базы 
данных «белковые профили масс-спектров микро-
организмов I–II групп патогенности для программы 
MALDI Biotyper» данный метод в системе лабора-
торной диагностики туляремии позволяет с высокой 
надежностью проводить видовую и родовую иден-
тификацию патогена. для увеличения точности, воз-
можности внутривидовой дифференциации и даль-
нейшего развития автоматизированной идентифика-
ции микроорганизмов, помимо расширения выбор-
ки эталонных спектров, необходимо использование 
приборов нового поколения и применение дополни-
тельных подходов и инструментов анализа.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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