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Цель исследования – оценка подходов и возможностей дифференциации штаммов возбудителя чумы основ-
ного и неосновных подвидов с использованием метода масс-спектрометрического анализа. Материалы и мето-
ды. В работе использовали 102 штамма Yersinia pestis четырех подвидов, выращенные на агаре LB, рН (7,2±0,1), 
при температуре плюс (28±1) °С в течение (48±1) ч. Снятие масс-спектров образцов производили в автоматиче-
ском режиме с частотой лазера 60 Гц на масс-спектрометре Microflex LT (Bruker Daltonics, Германия). Спектры 
анализировали в диапазоне масс 2–20 КДа. Результаты и обсуждение. Рассмотрены различные подходы к диф-
ференциации штаммов чумного микроба по подвидам (биоварам) с использованием метода MALDI-TOF масс-
спектрометрии. При применении визуального анализа для исследуемой выборки не удалось выбрать фрагмен-
ты протеинограммы, которые могли бы считаться специфичными сигналами для каждого подвида или биовара 
Y. pestis. При помощи кластерного анализа программы MALDI Biotyper отмечено формирование двух отдель-
ных кластеров, включающих масс-спектры штаммов основного и кавказского подвидов чумного микроба. Масс-
спектры штаммов Y. pestis центральноазиатского и улегейского подвидов не группируются в обособленные клас
теры. При оценке информативности пиков в масс-спектрах продемонстрировано, что один и тот же пик имеет раз-
личное весовое значение для разных подвидов (биоваров). Таким образом, рассмотрена возможность применения 
различных подходов при анализе белковых профилей штаммов Y. pestis для их дифференциации по подвидам и/
или биоварам.
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Abstract. The aim of the study was to evaluate approaches and possibilities for differentiating strains of plague 
agent of the main and non–main subspecies using the method of mass spectrometric analysis. Materials and methods. 
102 strains of Yersinia pestis of 4 subspecies were used in the current work, which were grown on LB agar pH (7.2±0.1) 
at a temperature of (28±1) °C for (48±1) hours. The mass spectra of the samples were taken automatically with a laser 
frequency of 60 Hz on a Microflex LT mass spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). The spectra were analyzed in 
the mass range of 2–20 kDa. Results and discussion. Various approaches to the differentiation of plague microbe strains 
by subspecies (biovars) using the MALDI-TOF mass spectrometry method have been considered. When using visual 
analysis for the sample under study, it is not possible to select fragments of the proteinogram that could be considered 
specific signals for each subspecies or biovar of Y. pestis. Using the cluster analysis of the MALDI Biotyper program, the 
formation of two separate clusters was noted, including the mass spectra of strains of the main and Caucasian subspe-
cies of the plague microbe. The mass spectra of Y. pestis strains of the central asiatica and ulegeica subspecies are not 
grouped into separate clusters. When evaluating the informative value of peaks in the mass spectra, it was demonstrated 
that the same peak has a different weight value for different subspecies (biovars). Thus, the possibility of using different 
approaches in the analysis of protein profiles of Y. pestis strains for their differentiation by subspecies and/or biovars has 
been examined.
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До настоящего времени чума по-прежнему пред-
ставляет серьезную угрозу для здоровья населения 
во всем мире и является одним из самых опасных 
инфекционных заболеваний, способных вызывать 
эпидемии и быстро распространяться.

Непрерывное наблюдение за существующими 
природными очагами чумы обусловлено многолет-
ней проблемой проявления в них внезапных эпи-
зоотий, а также регистрацией спорадических слу-
чаев заболевания людей на территории Российской 
Федерации и в мире [1]. В России зарегистрированы 
11 природных очагов чумы, в которых циркулируют 
штаммы, различающиеся по эпидемической значи-
мости. Поэтому при выявлении возбудителя акту-
альной задачей является быстрая расшифровка его 
принадлежности к тому или иному подвиду и/или 
биовару для проведения противоэпидемических ме-
роприятий и предотвращения эпидемических ослож-
нений, которые могут быть совершенно различными 
по экономическим и временным затратам.

Метод MALDI-TOF масс-спектрометрии от-
носительно давно и успешно применяется для 
идентификации микроорганизмов, так как отлича-
ется быстротой выполнения, высокой точностью, 
сравнительно незначительными материальными 
расходами. Программное обеспечение приборов 
содержит коммерческие базы данных белковых 
профилей, с помощью которых сравниваются по-
лучаемые масс-спектры идентифицируемых объ-
ектов. Возможности метода не ограничиваются 
только отнесением изучаемого патогена к тому или 
иному виду в соответствии с классификацией, но и 
позволяют определить другие качественные харак-
теристики микроорганизма. Например, известны 
работы по применению белкового фингерпринтинга 
для идентификации и распознавания изолятов ми-
кроорганизмов, чувствительных или устойчивых к 
антибактериальным препаратам, что имеет важное 
значение для специфической противомикробной те-
рапии [2–5].

За последнее десятилетие наполнение баз масс-
спектрометрических данных белковыми профилями 
возбудителей опасных инфекционных болезней бак-
териальной природы в РФ происходило значитель-
ными темпами [6–13]. Созданные библиотеки спек-
тров возбудителей I–II групп патогенности (чумы, 
бруцеллеза, туляремии, холеры) в отечественных 
базах данных направлены, прежде всего, на родовую 
и видовую идентификацию микроорганизмов. Но к 
настоящему времени практический интерес пред-
ставляет внутривидовая дифференциация выявляе-
мых штаммов по различным признакам. Получение 
специфических пиков белков для подвидов, биова-
ров тестируемых штаммов в конечном итоге даст 
максимально быструю возможность расшифровки 

региона происхождения и оценки их вирулентности, 
а также эпидемической значимости.

Цель исследования – оценка подходов и возмож-
ностей дифференциации штаммов чумного микроба 
основного и неосновных подвидов с использовани-
ем метода масс-спектрометрического анализа.

Материалы и методы

В качестве объектов исследования использо-
ваны штаммы Yersinia pestis, выделенные в разные 
годы в природных очагах чумы от людей, животных 
и из объектов окружающей среды. Всего изучено 
102 штамма возбудителя чумы четырех подвидов: 
35 штаммов основного подвида (Y. pestis subsp. pes-
tis), 24 штамма кавказского подвида (Y. pestis subsp. 
caucasica), 6 штаммов улегейского подвида (Y. pestis 
subsp. ulegeica), 37 штаммов центральноазиатского 
подвида (Y. pestis subsp. central asiatica), из кото-
рых 5 штаммов относятся к гиссарскому биовару, 
6 штаммов – к таласскому биовару и 26 штаммов – 
к алтайскому биовару (таблица). Культуры Y. pestis 
получены из Государственной коллекции патоген-
ных бактерий ФКУН Российский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора.

Масс-спектры штаммов Y. pestis получены 
методом времяпролетной масс-спектрометрии с 
матрично-активированной лазерной десорбцией/
ионизацией (MALDI-TOF MS). Данный недеструк-
тивный метод ионизации лазерным излучением с 
предварительной сокристаллизацией исследуемого 
аналита с матрицей (MALDI) позволяет проводить 
масс-спектрометрию больших биополимеров. Для 
масс-спектрометрического анализа использовали 
белковые экстракты исследуемых культур Y. pestis, 
выращенные на агаре LB, рН (7,2±0,1), при темпера-
туре плюс (28±1) °С в течение (48±1) ч. Экстракцию 
белков проводили в соответствии с МУ 4.2.3733-21 
«Подготовка культур микроорганизмов I–II групп 
патогенности для анализа методом MALDI-TOF 
масс-спектрометрии и формирование баз данных 
референсных масс-спектров для автоматической 
идентификации микроорганизмов». В качестве ма-
трицы использовали α-циано-4-гидроксикоричную 
кислоту (CHCA), имеющую максимальное оптиче-
ское поглощение в диапазоне длины волны лазера. 
Снятие масс-спектров образцов производили в ав-
томатическом режиме с частотой лазера 60 Гц на 
масс-спектрометре Microflex LT (Bruker Daltonics, 
Германия). Суммарный спектр сгенерирован в среде 
программы mMass из 20 предварительно отобран-
ных и обработанных спектров для каждого штамма. 
Спектры анализировали в диапазоне масс 2–20 КДа.

На основе полученных данных масс-спектров с 
помощью специализированной компьютерной про-
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граммы проводили оценку информативности пиков 
m/z у разных подвидов и биоваров Y. pestis [14].

Результаты и обсуждение

Проведенный сравнительный анализ белковых 
профилей 102 штаммов Y. pestis четырех подвидов 
показал наличие 16 общих для всех исследуемых 
штаммов чумного микроба пептидов со значения-
ми (m/z±2) Da: 2172, 2725, 2823, 3021, 3219, 4185, 
4350, 4450, 4634, 5149, 6045, 6241, 8368, 9268, 9658, 
10296. Часть из них ранее были описаны в литера-
туре: белки с m/z 4350 Da, 6046 Da, 6241 Da – об-
щие для рода Yersinia [15, 16]; белки с m/z 8366 Da, 
9268 Da, 9659 Da, 10297 Da – общие для Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis [7, 15, 16]. В международной 
базе белков UniProt пептид со значением m/z 2823 Da 
представлен как RepA translation protein (ген tap), 
с m/z 5149 Da – DNA-directed RNA polymerase beta 
chain (ген rpoB), пептиды с m/z 4185 Da, 4450 Da – 
uncharacterized protein [17].

В результате анализа масс-спектров штаммов 
Y. pestis основного подвида подтверждено наличие 
специфического фрагмента с m/z (3063±2) Da, ранее 
описанного в литературе [12, 15, 16]. Заслуживает 

внимания тот факт, что в масс-спектрах штаммов 
возбудителя чумы основного подвида, выделенных в 
разных природных очагах чумы (Прикаспийском пес-
чаном, Горно-Алтайском высокогорном, Тувинском 
горном), имеются некоторые отличия, что в дальней-
шем может быть использовано для дифференциации 
штаммов Y. pestis не только по подвидам и биоварам, 
но, возможно, и по месту их выделения. Например, 
отмечено наличие пептидов с m/z (2837±2) Da, 
(7624±2) Da (в базе белков UniProt представлен как 
мембранный белок, кодируемый геном YPO1961) [17] 
в протеинограмме большинства из изученных штам-
мов Y. pestis subsp. pestis из Прикаспийского песча-
ного очага чумы, в то время как в масс-спектрах изу-
ченной нами выборки штаммов из Горно-Алтайского 
высокогорного и Тувинского горного очагов чумы 
такие фрагменты не выявлены.

У штаммов кавказского подвида Y. pestis выяв-
лен белок с m/z (6474±2) Da, ранее предложенный как 
специфический маркер штаммов Y. pseudotubercu
losis и штаммов Y. pestis кавказского подвида  
[12, 15, 16]. Важно отметить, что в нашем исследова-
нии у 2 из 24 исследованных штаммов Y. pestis subsp. 
caucasica (принадлежность к кавказскому подвиду 
подтверждена результатами секвенирования) фраг-

Штаммы Y. pestis, использованные в работе
Y. pestis strains used in the work

Подвид / биовар
Subspecies / biovar

Природный очаг чумы 
Natural focus of plague

№ штамма
Strain No.

Y. pestis subsp. pestis

Прикаспийский песчаный 
Precaspian sandy focus

24, 354, 445, 451, 456, 595, 1631, 1637, 1905, 1920, 1928, 
26, 965, 1014, 1015, 1022, 1023, 1039, 1045, 1087, 1166, 

3102, 3105, 4161, 4285

Горно-Алтайский высокогорный 
Gorno-Altai high mountain focus

848, 37, 157, 174, 299, 320, 486, 592

Тувинский горный 
Tuva mountain focus 

131–133, 420

Y. pestis subsp. 
central asiatica

biovar hissarica
Гиссарский высокогорный 
Hissar high mountain focus

152, 706, 1129, 190, 2019

biovar talassica
Таласский высокогорный 
Talas high mountain focus

21/10, 23/2, 40/3, 53/8, 918/1, А-1815

biovar altaica
Горно-Алтайский высокогорный 
Gorno-Altai high-mountain focus

2739, 2817, 2881, 2513-15, 1307, 1313, 2120, 2183, 2284, 
2286, 2397, 2412, 2416, 2630, 2633, 2648, 2691, 2814-17, 

3595, 51, 2967, 3021, 3057, 3067, 4481, 1444

Y. pestis subsp. caucasica

Закавказский высокогорный 
Trans-Caucasian high mountain focus

835, 3344Арм, 3347Арм, 3499Арм, 3515Арм, 3544Арм, 
3358Арм, 3548Арм, 3551Арм, С-261 (10526), 81Арм, 

9Аз, 1390 Г, 1393Г, 1413Г, 1392Г, 1391Г

Восточно-Кавказский высокогорный 
East-Caucasian high mountain focus

4053Д, 4018Д, 4000Д, 4055Д, 3917Даг

Приараксинский низкогорный 
Araks region low mountain focus

542Аз

н/д (Азербайджанская ССР)
n/d (Azerbaidzhan SSR)

818

Y. pestis subsp. ulegeica

Монгольская Народная Республика (Южно-Гобийский,  
Бухэн-Ульский, Таац-Онгийский очаги чумы)
Mongolian People’s Republic (Southern Gobi,  

Bukhen-Ul, Taats-Ongi plague foci)

263МНР, 779, 780, 794Мон, 1053, 1025

П ри мечан и е :  н/д – нет данных.

No te :  n/d – no data.
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мент с m/z (6474±2) Da в масс-листе отсутствовал, 
так как интенсивность сигнала в данной области 
ниже порогового уровня, требуемого протоколом об-
работки спектров программы mMass для “Proteins 
5-20 kDa”. В то же время наличие данного пика в 
масс-спектрах штаммов Y. pestis subsp. caucasica 
и Y. pseudotuberculosis может создавать трудности 
при их видовой идентификации с помощью метода 
MALDI-TOF MS.

Кроме того, выявлен белок со значением m/z 
(2052±2) Da, отсутствующий у всех изученных нами 
штаммов Y. pestis subsp. caucasica, но характерный 
для белковых профилей большинства штаммов дру-
гих подвидов (все штаммы улегейского подвида, 
гиссарского и таласского биоваров центральноази-
атского подвида, 14 из 26 исследованных штаммов 
алтайского биовара и 33 из 35 штаммов основного 
подвида) (рис. 1).

Наряду с этим показано существенное разли-
чие белковых профилей штаммов Y. pestis, выде-
ленных в природных очагах чумы, расположенных 
на Гиссарском и Таласском хребтах Таджикистана 
и Киргизии, и относящихся в соответствии с совре-
менной классификацией к двум разным биоварам 
центральноазиатского подвида – таласскому и гис-
сарскому, которые ранее относились к одному под-
виду – subsp. hissarica. Так, в протенограмме штам-
мов Y. pestis subsp. central asiatica гиссарского био-
вара по сравнению с большинством штаммов Y. pes-
tis subsp. central asiatica таласского биовара отсут-
ствовал ряд пептидов (m/z±2 Da: 3558, 4196, 5162, 
5452, 6265, 7212, 8393, 9685, 10321, 10540, 10865), 
что подтверждает обоснованность отнесения таких 
штаммов к разным биоварам центральноазиатского 
подвида.

Основная трудность при использовании визу-
ального анализа заключается в том, что, хотя он и 
показывает отличие белковых профилей большин-
ства штаммов Y. pestis того или иного подвида (био-
вара) наличием или отсутствием различных сово-
купностей фрагментов (пиков), однако для штаммов 
чумного микроба улегейского подвида, алтайского, 
гиссарского и таласского биоваров центральноази-
атского подвида на основании исследуемой выбор-
ки штаммов не представляется возможным выбрать 
фрагменты протеинограммы, которые могли бы счи-
таться специфичными сигналами для конкретного 
подвида или биовара.

Для оценки возможности дифференциации 
штаммов Y. pestis по подвидам и биоварам с помо-
щью программного обеспечения масс-спектрометра 
построена дендрограмма, демонстрирующая иерар-
хическую связь между MS-спектрами исследуемых 
штаммов (рис. 2).

В результате проведенного кластерного анали-
за показано, что масс-спектры штаммов основно-
го (В) и кавказского (А) подвидов чумного микроба 
сформировали два отдельных друг от друга класте-
ра на самом высоком уровне иерархии кластеров с 
расстоянием 1000, что подтверждает отличия их 
белковых профилей по наличию или отсутствию ма-
жорных белков с m/z (3063±2) Da и (6474±2) Da [12]. 
При этом масс-спектры штаммов чумного микроба 
центральноазиатского (алтайский, гиссарский и та-
ласский биовары) и улегейского подвидов не груп-
пируются в обособленные кластеры, а интегрирова-
ны в кластеры, образованные штаммами основного 
или кавказского подвидов. Вероятно, такое распре-
деление обусловлено тем, что кластерный анализ 
имеет определенные ограничения, в частности со-

Рис. 1. Масс-спектры штаммов Y. pestis, фрагмент m/z (2052±2) Da

Fig. 1. Mass spectra of Y. pestis strains, fragment m/z (2052±2) Da
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став и количество кластеров зависят от произвольно 
выбираемых критериев разбиения, но не учитывает-
ся их информативность [18]. Таким образом, иден-
тификация подвидов и биоваров чумного микроба с 
помощью кластерного анализа программы MALDI 
Biotyper может вызвать затруднения.

С целью корректного решения задачи диффе-
ренциации штаммов Y. pestis по подвидам и биова-
рам с использованием метода масс-спектрометрии 
нами проведена оценка информативности пиков m/z, 
связанная с регулярностью их появления в масс-
спектрах штаммов возбудителя чумы различных 
подвидов и биоваров, в соответствии с действующей 
классификацией чумного микроба. Следует учиты-
вать, что величина информативности одного и того 
же пика в масс-спектрах разных штаммов может от-
личаться в десятки раз. Следовательно, дифферен-
циация по ограниченному числу пиков всегда будет 
страдать существенной неточностью, поэтому необ-
ходимо учитывать всю полноту информации, зало-
женной в масс-спектре. В качестве примера можно 
привести рассчитанную информативность пика с 
m/z (1991±2) Da в протеинограммах штаммов раз-
ных подвидов Y. pestis: для штаммов Y. pestis subsp. 
caucasica это значение составляет 1,065, в то вре-
мя как для штаммов Y. pestis subsp. central asiatica 
алтайского биовара – всего 0,046. Таким образом, 
пики, имеющие наибольшую информативность для 
конкретного подвида и биовара, будут отличаться от 
пиков с наибольшей информативностью для штам-
мов других подвидов и биоваров.

При данном подходе критерием сравнитель-
ного анализа масс-спектра изучаемого штамма с 
ранее рассчитанными моделями является величи-
на вероятности ошибочной идентификации при 
отнесении штамма к каждой из категорий (групп). 
При этом чем меньше ошибка идентификации, тем 
точнее можно отнести изучаемый штамм Y. pestis к  
определенному подвиду (биовару). Например, при 
попытке подвидовой дифференциации штамма 
Y. pestis 2881 с помощью данного подхода вероят-
ность ошибки идентификации (р) в долях единицы 
при отнесении его к Y. pestis subsp. altaica составила 
3,21·10–18, в то время как при отнесении к Y. pestis 
subsp. pestis – 1, что свидетельствует о достоверной 
принадлежности данного штамма к Y. pestis алтай-
ского подвида.

В то же время при идентификации с учетом ин-
формативности пиков двух штаммов возбудителя 
чумы кавказского подвида, не имеющих в масс-листе 
пика (6474±2) Da, показано, что, несмотря на отсут-
ствие этого фрагмента при анализе данных спек-
тра, штаммы были отнесены к Y. pestis кавказского  
подвида.

Иллюстрацией этого утверждения является то, 
что штамм Y. pestis 835 (m/z 6474±2 Da в масс-листе 
отсутствует) отнесен к Y. pestis subsp. caucasica с ве-
роятностью ошибки идентификации 1,02·10–10, при-
надлежность данного штамма к другим подвидам 

возбудителя чумы приближалась к 1, то есть вероят-
ность ошибки – 100 %.

Таким образом, рассмотрена возможность при-
менения различных подходов при анализе белковых 
профилей штаммов Y. pestis с целью их внутриви-
довой дифференциации. Результаты проведенного 
исследования показали, что дифференциация ис-
следуемых штаммов возбудителя чумы на соответ-
ствующие группы (подвиды, биовары) может быть 
реализована с наибольшей эффективностью при ис-
пользовании подхода с учетом информативности ре-
гистрируемых в масс-спектрах пиков.
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