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Введение. B. anthracis – единственный облигатный патоген 
человека и травоядных млекопитающих в группе близкород-
ственных бацилл, именуемой B. cereus sensu lato (в широком 
смысле) [1]. В данную группу входят B. cereus sensu stricto (в 
узком смысле), B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, 
B. weihenstephanensis. B. cereus – почвенный сапрофит, отдель-
ные штаммы вызывают пищевые отравления с симптомами 
рвоты и диареи [2]. Многие штаммы B. thuringiensis содержат 
параспоральные кристаллические белки, токсичные для насе-

комых и некоторых видов беспозвоночных [3]. B. mycoides и  
B. pseudomycoides – непатогенные сапрофиты, образующие ко-
лонии у корней растений [4]. Быстрая индикация B. аnthracis 
осложняется высоким генетическим и фенотипическим сход-
ством с другими видами группы B. cereus [5].

В последние 2 десятилетия масс-спектрометрия стала 
важным аналитическим инструментом, который обеспечи-
вает высокую пропускную способность, чувствительность 
и специфичность анализа в микробиологии, клинической 
лабораторной диагностике, экологических исследованиях. 
Белковое профилирование на основе MALDI-ToF MS может 
быть использовано как альтернатива или дополнение гено-
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типических или фенотипических методов для быстрой и эф-
фективной идентификации микроорганизмов [6].

Цель работы – идентификация вегетативной формы B. 
anthracis методом масс-спектрометрии MALDI-ToF (Matrix-
Assisrted Laser Desorption/Ionization Time оf Flight Mass-
Spectrometry).

Материал и методы. Штаммы. Использованы 10 виру-
лентных штаммов B. anthracis (81/1, 575/122, 614/1, 298/2, 
591/2, 12/16, 619/42, 44/1СО, 248/22, 3-БК-2 II группы пато-
генности, вакцинный штамм B. anthracis Sterne 34F2 III груп-
пы патогенности, штаммы 11 близкородственных бацилл: B. 
cereus (UHA, 1, 8035, VRRL569, ATCC 6464), B. thuringiensis 
var. Pasteur, B. megaterium (5, 216, 1), B. subtilis (6051, 6633), 
B. stearothermophilus ВКМВ718, B. mycoides 2, B. mesentericus 
6 IV группы патогенности (коллекция живых культур ФКУЗ 
«Волгоградский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора). Использованы клинические 
изоляты от больных: 6 штаммов Staphylococcus aureus, 6 
штаммов Escherichia coli (IV группа патогенности).

Подготовка образцов. В соответствии с требованиями 
биобезопасности (Biosafety Level 3) и для эффективной экс-
тракции клеточных белков штаммы B. anthracis готовили 
по методике инактивации высоковирулентных микроорга-
низмов и спор с использованием трифторуксусной кислоты 
(ТФК) [7], а также муравьиной кислоты (МК) [11, 12].

Штаммы культивировали на кровяном агаре: 300 мл ГРМ-
агара (ФБУН «ГНЦ ПМБ», Оболенск) + 20 мл донорской 
крови, затем дважды пассировали в аэробных условиях на 
питательном агаре («Fluka/Sigma-Aldrich») в течение 24 ч при 
37oC. Материал с каждой чашки переносили в объеме, эквива-
лентном полной проволочной петле диаметром 3 мм в 20 мкл 
деионизированной воды (ДВ) (НПФ «Абрис»), инактивирова-
ли добавлением 80 мкл ТФК («PanReac/AppliChem»), после 
этого суспендировали на приборе МL-1 (Польша) в течение  
30 мин, добавляли 300 мкл ДВ, проверяли на стерильность.

Подготовка проб с использованием МК (Реахим; ЗАО 
«Мосреактив») включала следующие этапы: в микропробир-
ки вносили по 300 мкл ДВ, две полные проволочные петли 
бактерий, по 900 мкл 96o этанола, встряхивали на вортексе, 
центрифугировали при 13 тыс. об/мин в течение 2 мин. Уда-
ляли из пробирок супернатант, осадок высушивали для пол-
ного удаления остатков этанола. К осадку добавляли 50 мкл  
70% МК и 50 мкл ацетонитрила («PanReac/AppliChem»), тща-
тельно перемешивали на вортексе, центрифугировали при  
13 тыс. об/мин в течение 2 мин. Специфическую стериль-
ность проверяли высевом на питательный агар.

Готовили пробы из микроорганизмов IV группы патоген-
ности – S. aureus с ТФК, E. coli с МК [11, 12].

Согласно общепринятым протоколам пробоподготовки 
использовали супернатант, содержащий белки. Для сравнения 
результатов использовали и материал осадка. Для MALDI-
ToF MS 2 мкл микробной взвеси смешивали с 2 мкл раство-
ра ά-циано-4-гидроксикоричной кислоты 12 мг/мл («Bruker 
Daltonics», Бремен, Германия). Раствор гидроксикоричной  
кислоты готовили предварительно, растворив навеску в смеси 
100% ацетонитрила и 0,3% ТФК в соотношении 2:1 (объем/
объем). Один микролитр смеси образца и гидроксикоричной 
кислоты помещали на металлическую мишень для образцов. 
После кристаллизации проб мишень с образцами помещали 
в камеру анализатора. В соответствии с инструкцией произ-
водителя программного обеспечения SARAMIS™ (Spectral 
Archive And Microbia Identification System, «SHIMADZU») 
на 2 лунки каждой мишени также наносили суспензии рефе-
ренсного штамма E. coli CCUG для калибровки прибора без 
предварительной пробоподготовки.

Регистрацию масс-спектров осуществляли на приборе 
Axima Performance с азотным лазером. Диапазон регистра-

ции составлял 2–12 000 m/z, фиксировались только положи-
тельные ионы, суммарный спектр каждого образца составля-
ли на основе 100 единичных выстрелов. При анализе резуль-
татов учитывали следующие характеристики масс-спектра: 
количество пиков, их интенсивность, общую величину шу-
мового компонента. Результирующий спектр каждого штам-
ма экспортировали в базу данных SARAMISТМ («Anagnostisc 
Gmbh», v. 3.62) для последующего анализа.

Результаты и обсуждение. Новая технология влечет за со-
бой необходимость оценки эффективности используемого мето-
да на различных объектах. Критериями оценки диагностической 
ценности иммуносерологических, молекулярно-генетических 
методов являются чувствительность, специфичность, специ-
фическая активность, воспроизводимость. MALDI-ToF MS 
не является исключением. Появился ряд работ, посвященных 
оценке диагностической эффективности MALDI в сравнении 
с биохимическими и молекулярно-генетическими методами, 
основанными на секвенировании. Требовалось определить 
точность, надежность, воспроизводимость MALDI-ToF-масс-
спектрометрии при использовании системы Axima Performance 
и программного обеспечения SARAMIS 3.62 и отработать мето-
дику пробоподготовки для B. anthracis (см. таблицу).

Оптимальным методом пробоподготовки для грамполо-

MALDI-ToF MS-идентификация бактерий рода Bacillus 

Штамм Достоверность идентификации, %

супернатант осадок

B .anthracis Sterne 34F2 B. anthracis 99,9 B. anthracis 91,2
B. anthracis 619/42 – –
B. anthracis 3-БК-2 – –
B. anthracis 44/2СО Arthrodermataceae, 77 S. aureus 88,4
B. anthracis 2 98/2 – –
B. anthracis 12/16 – –
B. anthracis 81/1 – –
B. anthracis 575/122 – B. anthracis 

99,9
B. anthracis 575/122 RO1 B. cereus 77 –
B. anthracis 614/1 Actinomyces  

turicensis 94,5
B. anthracis 

82,7
B. subtilis 6021 Staphylococcus 

haemolyticus 81,9/B. 
subtilis 86,9

–

B. subtilis 6633 B. subtilis 93,8 –
B. mycoides 2 – –
B. megaterium 5 – –
B. mesenterius 4 – –
B. thuringiensis – –
B. pseudoanthracis 104 – –
B. cereus 1 – –
B. cereus 8035 B. anthracis 82 –
B. cereus 569VRRL B. cereus 82,5 B. anthracis 

77,8
B. cereus 87,5
Bacillus spp. 1–13* B. anthracis 93,8 B. cereus 77
Bacillus spp. 1–14* – –

П р и м е ч а н и е . * – штаммы, выделенные из объектов 
окружающей среды, идентифицированные не как B. anthracis.
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жительных (S. aureus, Streptococcus agalactiae, Listeria spp., 
Corynebacterium spp.) и грамотрицательных (Enterobacter 
spp., Proteus mirabilis, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Escher-
ichia spp.) бактерий III–IV группы патогенности является об-
работка МК [11, 12].

Подготовка образцов из высокопатогенных спорообразу-
ющих микроорганизмов (к которым относится B. anthracis) 
с использованием ТФК позволяет воспроизводить масс-
спектры бактерий с большим количеством сигналов масс с 
низким уровнем шума. Большое количество сигналов масс 
и высокий уровень воспроизводимости необходимы для 
успешного применения техники масс-спектрометрии в ми-
кробиологической диагностике [7]. Мы использовали оба 
метода. Каждый образец контролировали высевом на спец-
ифическую стерильность, во всех случаях рост отсутствовал 
при контроле в течение 3–5 дней.

Только 4 из 10 штаммов B. anthracisи и 4 из 10 штаммов 
близкородственных бацилл идентифицированы достоверно. 
Корректная идентификация происходила только при исполь-
зовании для пробоподготовки ТФК. При применении МК и 
ацетонитрила достоверность определения составляла менее 
70%. Согласно критериям программы, такой результат счи-
тается неудовлетворительным и в рабочем поле программы 
отображается как отсутствие совпадений с базой данных. 
При точности идентификации свыше 80% результат является 
приемлемым, от 90% и более – высоким.

Высокий показатель достоверности (более 90%) среди B. 
anthracis отмечен у штаммов Sterne 34F2и 575/122, причем 
вне зависимости от того, проводили ли пробоподготовку с 
ТФК или МК либо ацетонитрилом. Во всех случаях, помимо 
супернатанта, анализировали осадок, что иногда давало раз-
личающиеся результаты. В литературе аналогичных резуль-
татов нет. Необходимым условием успешной идентификации 
является наличие того или иного штамма микроорганизма в 
базе данных масс-спектров. Штамм B. anthracis Sterne 34F2 
широко распространен в коллекциях микроорганизмов в ис-
следовательских центрах разных стран. Масс-спектры имен-
но этого штамма представлены в подразделе Bacillus spp. в 
базе данных SARAMIS.

При создании референсных масс-спектров пики на них 
соответствуют рибосомальным белкам, которые присут-
ствуют в клетке в наибольшем количестве. В каждой серии 
определений даже при соблюдении всех условий культиви-
рования и пробоподготовки в качественном и количествен-
ном составе белков и пептидов, а соответственно в картине 
распределения масс-пиков наблюдаются различия. С учетом 
этого для повышения эффективности идентификации и диф-
ференциации B. аnthracis методом MALDI-ToF MS исследо-
вания направлены на поиск уникальных биомаркеров спор и 
вегетативных клеток [8–10].

Клинические штаммы S. aureus и E. coli идентифици-
ровались со средним показателем достоверности 85%, при 
этом не было ни одного неидентифицированного образца. 
Это свидетельствует о том, что микроорганизмы, наиболее 
изученные и широко встречающиеся в клинической практи-
ке, демонстрируют высокие показатели достоверности и вос-
производимости при идентификации в MALDI-ToF, а также 
о необходимости непрерывно пополнять коллекцию эталон-
ных спектров видов, которые отсутствуют или недостаточно 
представлены в коммерческих базах данных [13].

Заключение. Применение MALDI-ToF-масс-спектромет-
рии для идентификации некоторых возбудителей II группы 
патогенности не всегда гарантирует приемлемую точность и 
достоверность результата. При анализе экстрагируемых бел-
ков, находящихся в надосадочной жидкости, и клеточного 
осадка в одних измерениях получали разные результаты, в 

других – практически идентичные. Пока не удалось выявить 
причины этого, работа в данном направлении продолжается.

Правильно подобранный метод пробоподготовки в зна-
чительной степени гарантирует успешную и достоверную 
идентификацию микроорганизмов. Коммерческие про-
граммы, интегрированные с базами данных масс-спектров, 
демонстрируют эффективность, их постоянное совершен-
ствование и дополнение референсными масс-спектрами не-
обходимо для решения научно-исследовательских задач и в 
практике клинической лабораторной диагностики.
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