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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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specters of all collection permitted to identify taxon - specific components distinguishing strains of non-O1/non-O139 from strains 
of V.cholerae El Tor. Hence, the developed data base of proteom portraits of V.cholerae permits identifying, studying and to typing 
of agents of cholera and other representatives of V.cholerae species detecting their phylogenetic affinity that is ultimately useful for 
establishing origin of strains isolated from objects of environment and epidemiological decoding of episodes of disease.
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Введение. На современном этапе развития молекулярно-
биологических методов и внедрения высокотехнологичного 
оборудования в область биологии и медицины в арсенале 
специалистов появляются новые методологические подходы, 
позволяющие получать высокоинформативные результаты в 
совокупности с быстротой и упрощением постановки ана-
лиза. В распоряжении специалистов на сегодняшний день 
имеются различные модификации масс-спектрометрических 
приборов, позволяющих решать задачи протеомных исследо-
ваний. Достаточно распространенным подходом является ме-
тод времяпролетной масс-спектрометрии на базе матрично-
активированной лазерной десорбции/ионизации (matrix 
assisted laser desorption / ionization — time of flight, MALDI-
TOF). Прямое белковое профилирование с помощью MAL-
DI-TOF масс-спектрометрии рассматривается в качестве аль-
тернативного подхода, способного заменить или дополнить 
некоторые этапы классической микробиологии, из которых 
состоит схема лабораторной диагностики любого микроор-
ганизма (бактериологические, серологические, биохимиче-
ские методы, ПЦР-диагностику) [1–4]. 
Как научное изучение протеома микро-
организма, так и лабораторная масс-
спектрометрическая белковая диагно-
стика основаны на детекции массовых 
сигналов, поступающих от биомарке-
ров, которые являются специфически-
ми на уровне рода, вида или подгруппы 
микроорганизма. Клетки каждого ви-
да микроорганизма имеют свой набор 
рибосомальных белков, и профиль их 
масс уникален, как отпечатки пальцев 
для человека [5, 6]. Единичные спек-
тры белковых молекул, которые состав-
ляют профиль белковых масс микро-
организма, считываются прибором, 
компьютерная программа суммирует 
их и сравнивает с профилями белковых 
масс, находящихся в базе. Идентифи-
кация микроорганизмов на приборе 
MALDI-TOF фирмы Bruker Daltonics 
проводится с помощью программы 
Biotyper: она содержит референcные 
белковые профили 5000 видов бактерий 
и грибов, но в ней отсутствуют 
профили возбудителей особо опасных 
инфекций. Отмечено, что внесение в 
коммерческую базу нескольких штам-
мов Vibrio cholerae позволяет проводить 
идентификацию возбудителей холеры 

[7]. Однако внутривидовое типирование, установление 
филогенетического родства и происхождения штаммов 
холерных вибрионов, появление которых на территории 
Российской Федерации носит заносной характер, невозможны 
без расширенной библиотеки спектров рибосомальных 
белков представителей вида V. cholerae. В связи с этим нами 
создана база данных «Белковые профили масс-спектров 
представителей вида V. cholerae для программы MALDI Bio-
typer» (Cвидетельство о государственной регистрации базы 
данных № 2013620585 от 29.04.2013 г.). База данных создана 
на основе уникальной коллекции паспортизированных 
штаммов холерных вибрионов ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора, который с 1973 г.  
является ведущим по проблеме «Холера и патогенные 
для человека вибрионы», а с 2008 г. — референс-центром 
по мониторингу холерных вибрионов. На протяжении 
нескольких десятков лет проблема завоза возбудителя 
холеры на территорию Российской Федерации не перестает 
быть актуальной [8–10]. В период с 2010 по 2012 г. на 

Рис. 1. Филогенетическое родство штаммов холерных вибрионов, выделенных в 
2010—2012 гг., установленное с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии.
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территории Российской Федерации было зарегистрировано 
4 случая заболевания холерой, из них 3 — в 2010 г. и 1 — в 
2012 г.; все заболевшие прибыли в г. Москву из Индии. Один 
токсигенный штамм V. cholerae El Тоr изолирован из аквато-
рии порта г. Таганрог в 2011 г. в период вспышки холеры на 

Украине. Также от больных гастроэнтеритом за 2010—2012 
гг. выделено 7 штаммов V. cholerae не О1 / не О139 серогрупп 
(4 штамма — в 2011 и 2012 гг. в г. Таганроге, 3 штамма — в 
2012 г. в г. Астрахани).

В связи с этим целью работы стало использование 
созданной нами авторской базы данных масс-спектров для 
типирования штаммов холерных вибрионов, выделенных на 
территории Российской Федерации в 2010—2012 гг., на основе 
степени сходств и отличий константных рибосомальных 
белков.

Материал и методы. В исследование были взяты штам-
мы V. cholerae El Tor 19187, 19187/2, 19188, 19191 (ctx + tcp +),  
выделенные от людей, прилетевших в Москву из Индии 
в 2010 г., и V. cholerae El Tor 19242, 19243 (ctx + tcp +) — в 
2012 г.; токсигенный штамм, выделенный из акватории порта 
Таганрог в 2011 году, — V. cholerae El Tor P-19241 (ctx + tcp +);  
штаммы V. cholerae P-19260, P-19261 не O1 / не О139 
серогрупп (ctx-tcp-), выделенные от людей в г. Таганроге 
в 2011 г. В качестве контроля были взяты выделенные от 
людей ctx- tcp- штаммы V. cholerae Р-18959 (г. Таганрог,  
2007 г.) и 19019 (г. Астрахань, 2007 г.) не O1 / не О139 
серогрупп.

Подготовка чистых культур холерных вибрионов 
проводилась с учетом требований биологической 
безопасности. Все образцы проходили процедуру экстракции 
трифторуксусной кислотой (80% TFA) для создания 
репрезентативных спектров, а также с целью обеззараживания 
культур холерных вибрионов. Экстракцию проводили в 
50 мкл 80% TFA, в которую бактериологической петлей 
вносили 10 колоний образца для получения достаточного 
количества рибосомальных белков. Смесь оставляли на  
30 мин при комнатной температуре, затем добавляли 150 мкл 
бидистиллированной воды и 200 мкл ацетонитрила. Смесь 
встряхивали на вортексе, центрифугировали при 12 000— 
13 000 об/мин в течение 2 мин.

Полученный супернатант проверяли 
при помощи высевов на специфическую 
стерильность. После проведенных этапов 
экстракции белков рост холерных вибрионов 
не наблюдался. Супернатант в количестве 0,5 
мкл наносили на ячейку чипа, и после полного 
высыхания наслаивали 0,5 мкл раствора 
матрицы (a-циано-4 гидроксикоричная 
кислота в 50% ацетонитрила и 2,5% три-
фторуксусной кислоты). В программе Flex 
control проводили обстрел в ручном режиме, 
регистрировали 70 спектров с каждой ячейки 
с образцом. С помощью программы MALDI 
Biotyper 3.0 открывали сохраненные спектры, 
образцам (паттернам) присваивали номер и 
паспортные данные, характеризующие вид, 
биовар, серологическую группу, наличие 
генов токсинобразования и год выделения.

Результаты и обсуждение. Вид V. cholerae 
обладает достаточно широким фенотипиче-
ским и генотипическим разнообразием, что 
диктует необходимость изучения закономер-
ностей синтеза константных рибосомальных 
белков у представителей внутри вида на ре-
презентативной коллекции штаммов. Науч-
ные данные о возможностях внутривидовой 
дифференциации V. cholerae с помощью масс-
спектрометрического анализа, типирования 
эпидемических штаммов V. cholerae на основе 
рибосомальных белков и существования рас-
ширенной библиотеки масс-спектров холер-
ных вибрионов в литературе отсутствуют.

Рис. 2. Сравнение суммарных масс-спектров представителей 
вида Vibrio cholerae.
а — V.cholerae — не О1/не О139Р-19261 (г. Таганрог, 2011 г.);
б — V. cholerae El Tor 19243 (г. Москва, 2012 г.);
в — V. cholerae El Tor 19242 (г. Москва, 2012 г.).
По оси абсцисс — значение масс-заряда (m/z); по оси ординат — интен-
сивность пика.

Рис. 3. Масс-пик листы представителей вида Vibrio cholerae.
а — масс-пик лист V. cholerae не O1 / не О139 Р-19261 (г. Таганрог, 2011 г.);
б — масс-пик лист V. cholerae El Tor 19243 (г. Москва, 2012 г.);
в — масс-пик лист V. cholerae El Tor 19242 (г. Москва, 2012 г.).
1-й, 3-й столбцы — молекулярные массы (m/z) представителя от меньшего значения к больше-
му; 2-й, 4-й столбцы — интенсивности пиков (%), соответствующие молекулярным массам.
На масс-пик листах отмечены молекулярные массы с интенсивностью больше 40%.
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Созданная нами авторская база данных холерных ви-
брионов имеет на сегодняшний день библиотеку профилей 
110 штаммов. База представляет собой репрезентативную 
коллекцию масс-спектров, позволяющих анализировать 
сходства и отличия представителей V. cholerae на основа-
нии выявленных таксон-специфических белковых компо-
нентов, характерных для биоваров, серологических групп и 
токсигенности [11, 12], что позволяет строить дендрограм-

мы и устанавливать степень родства интере-
сующих штаммов. Из дендрограммы (рис. 1) 
видно, что изучаемая нами выборка штаммов 
разделилась на 2 четких кластера. В нижний 
кластер 2 вошли все эпидемически опасные 
штаммы, выделенные от людей, приехав-
ших в Москву из Индии в 2010 г. (4 штамма 
от 3 человек) и в 2012 г. (2 штамма от 1 че-
ловека). Эффективность типирования под-
тверждается тем, что токсигенный штамм V. 
cholerae El Tor P-19241, выделенный в 2011 г.  
из воды порта г. Таганрог, занял место в этой 
группе, что свидетельствует о его индийском 
происхождении.

Верхний кластер 1 представлен атоксиген-
ными вибрионами не O1 / не О139 серогрупп, 
выделенными от людей в 2011 г. в г. Таганро-
ге. В этот кластер удивительным образом по-
пал один из штаммов V. cholerae El Tor 19243, 
выделенный от больного, прилетевшего из 
Индии в 2012 г., в то время как второй штамм  
V. cholerae El Tor 19242 от того же человека 
был отнесен к кластеру 2 «индийских штам-
мов». Оба штамма — 19242 и 19243 — были 
идентифицированы бактериологическим ме-
тодом и в режиме масс-спектрометрического 
анализа как V. cholerae El Tor ctx + с показате-
лем Score 2.579.

Мы попытались найти причину такого рас-
хождения и воспользовались непосредствен-
но протеомными портретами созданной нами 
коллекции. Из рис. 2 видно, что интенсивность 
минорных пиков с соотношением масса/заряд 
(m/z) 4500–10 000 Да у штамма V. cholerae 
El Tor 19243 ближе к интенсивности минор-
ных пиков с m/z 4500–10 000 Да суммарных 
спектров штаммов V. cholerae не O1 / не О139  
(г. Таганрог, 2011 г.), чем к спектру V. cholerae 
El Tor 19242 (г. Москва, 2013 г.) в том же диа-
пазоне m/z.

Масс-спектр, состоящий из пиков разной 
интенсивности, является графическим 
отображением масс-пик листа (MSP Peak List) 
созданной нами базы, который представляет 
собой таблицу всех молекулярных масс 
профиля (рис. 3).

Согласно данным масс-пик листов, 
штамм V. cholerae не O1 / не О139 Р-19261 
(человек, г. Таганрог, 2011) имеет один пик 
с интенсивностью 100% с m/z 4367,40 Да, V. 
cholerae El Tor 19243 (человек, г. Москва, 2012) 
имеет такой же пик 4367,40 Да (интенсивность 
100%) и еще только один — близкий по 
интенсивности (43,9%) с m/z 3203,30 Да. 
Вместе с тем второй штамм V. cholerae El Tor 
19242 от того же человека имеет целых 6 пиков 
с интенсивностью выше 40% и один пик (100%) 
с иным m/z — 4278,60 Да, что и определяет 
расхождения в дендрограммах двух штаммов 

от одного человека, не являющихся идентичными.
Анализ основных спектров всей коллекции позволил 

нам идентифицировать таксон-специфические компоненты, 
отличающие штаммы V. cholerae не O1 / не О139 от штаммов 
V. cholerae El Тоr. Нами определено, что представители воз-
будителя холеры O1 серогруппы имеют в среднем 5 пиков с 
интенсивностью 40—100% в диапазоне m/z 4000, 4400, 5000, 
6000, 7000 Да и интенсивный пик (100% >) с m/z 3202 Да,  

Рис. 4. Масс-спектрометрический белковый профиль штамма V. cholerae не 
O1 / не О139 Р-19260 ctx-tcp- (г. Таганрог, 2011 г.).
а — масс-пик лист; 1-й, 3-й столбцы — молекулярные массы (m/z) представителя от мень-
шего значения к большему; 2-й, 4-й столбцы — интенсивности пиков (%), соответствующие 
молекулярным массам. б — основной масс-спектр.
По оси абсцисс — значение масс-заряда (m/z); по оси ординат — интенсивность пика (%).

Рис. 5. Масс-спектрометрический белковый профиль штамма V. cholerae не 
O1 / не О139 Р-19241 ctx + tcp + (г. Таганрог, 2011 г.).
а — масс-пик лист. 1-й, 3-й столбцы — молекулярные массы (m/z) представителя от мень-
шего значения к большему; 2-й, 4-й столбцы — интенсивности пиков (%), соответствующие 
молекулярным массам.
б — основной масс-спектр. По оси абсцисс — значение масс-заряда (m/z); по оси ординат 
— интенсивность пика (%).
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в то время как V. cholerae не O1 / не О139 — один-два 
мажорных пика в диапазоне m/z 4000—4500 Да, где m/z 
самого интенсивного пика (100% >) имеет другую молеку-
лярную массу, чем у El Тоr вибрионов (рис. 4 и 5), что и 
определяет протеомную дифференциацию этих двух под-
видов.

Заключение. Таким образом, созданная нами база дан-
ных протеомных портретов V. cholerae позволяет проводить 
идентификацию, изучение и типирование возбудителей холеры 
и других представителей V. cholerae, определяя их возможное 
происхождение и филогенетическое родство, что в дальней-
шем чрезвычайно полезно для установления происхождения 
штаммов, выделенных из объектов окружающей среды, и эпи-
демиологической расшифровки вспышек заболевания.
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