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туляремия относится к опасным инфекционным 
болезням человека, природные очаги которой широ-
ко распространены в северном полушарии земли. в 

российской Федерации активные эндемичные очаги 
туляремии зарегистрированы от западных границ до 
дальнего востока и от полуострова таймыр до юж-
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цель работы. сравнительное изучение белковых профилей типичных вирулентных и изогенных авирулентных 
лпс-дефектных штаммов туляремийного микроба с помощью масс-спектрометрического анализа. материалы 
и методы. в работе использовали 6 родительских вирулентных (трех основных подвидов) и 8 изогенных авиру-
лентных штаммов Francisella tularensis, имеющих различные повреждения в структуре лпс. получение спек-
тров исследуемых культур методом MALDI-TOF MS проводили с использованием масс-спектрометра Autoflex 
speed III Bruker Daltonics и программного обеспечения Flex Control, идентификацию – с помощью программы 
Biotyper, база данных которой была расширена нами ранее внесением масс-спектров 40 типичных штаммов F. tu-
larensis трех основных подвидов. результаты и выводы. при оценке влияния пробоподготовки образцов на 
качество снимаемых спектров с помощью трех методов (экстракция матрицей, тФу и этиловым спиртом) пока-
зано, что наиболее эффективным является метод обработки бактерий этиловым спиртом и муравьиной кислотой. 
согласно полученным данным, типичные вирулентные штаммы туляремийного микроба трех основных подви-
дов имеют существенные различия в мажорных пиках, что позволяет использовать MALDI-TOF MS для прове-
дения подвидовой дифференциации. вместе с тем при сравнительном изучении белковых спектров вирулентных 
и авирулентных штаммов F. tularensis принципиальных отличий не выявлено. при этом нам удалось обнаружить 
единичные масс-спектры m/z 4673, 6929, характерные для вирулентных, и m/z 7256 – для авирулентных штаммов. 
таким образом, метод MALDI-TOF MS дает возможность достоверно определять подвидовую принадлежность 
штамма, однако не позволяет проводить дифференциацию штаммов разной степени вирулентности. результаты 
выявили, что MALDI-TOF может быть полезным как при идентификации типичных, так и антиген-измененных 
лпс-дефектных штаммов F. tularensis.
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Objective. Comparative study of the protein profiles of typical virulent strains and their isogenic avirulent LPS-defective mutants 
of Francisella tularensis using mass spectrometric analysis. Materials and methods. Six typical virulent strains of F. tularensis of 
three main subspecies and eight isogenic avirulent variants which have different lesions in LPS structure were used in this investi-
gation. Protein spectra were obtained by MALDI-TOF MS using mass spectrometer Autoflex speed III Bruker Daltonics and Flex 
Control software of Biotyper. Earlier we expanded the database by introduction of the mass spectra of 40 typical F. tularensis strains 
of the three main subspecies. Results and conclusions. It was shown that the high quality spectrograms were obtained by means of the 
extraction of bacteria with ethanol supplemented with formic acid, as compared with two other methods (extraction matrix or TFA). 
According to the data received, the typical virulent strains of tularemia agent of the three main subspecies have significant differences 
in the major peaks of protein profiles. This suggests that MALDI-TOF MS can be used for the subspecies differentiation of F. tularen-
sis. However, a comparative study of the protein spectra of virulent and isogenic avirulent F. tularensis strains of the same subspecies 
did not detect any essential differences. We were able to identify only two individual peaks (m/z 4673, 6929) which were characteristic 
of all virulent strains and one peak (m/z 7256) – of all avirulent strains. Thus, MALDI-TOF MS allows for reliable determination of 
the subspecies affiliation of F. tularensis strains but does not allow for evaluation of the strains` virulence. The results indicate that 
MALDI-TOF MS is a useful method for identification of typical and antigen-modified LPS-defective F. tularensis strains.
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ных границ. это определяет необходимость постоян-
ного эпидемиологического контроля за состоянием 
очагов. в то же время полиморфизм клинической 
картины заболевания, отсутствие настороженности 
врачей инфекционистов и снижение иммунной про-
слойки населения увеличивают риск возникновения 
эпидемических осложнений. иллюстрацией может 
служить недавняя вспышка туляремии в ханты-
мансийске, когда на фоне снижения вакцинации на-
селения заболело более 1000 человек [2].

нельзя не учитывать и тот факт, что Francisella 
tularensis может быть использована в биотеррори-
стических целях (список а наиболее опасных ин-
фекционных агентов) [12]. при этом потенциаль-
ным противником возможно применение вариантов 
с измененной антигенной структурой, маркерами 
антибиотикоустойчивости или генетическими моди-
фикациями, что существенно осложнит индикацию 
и идентификацию возбудителя. в связи с вышепере-
численным совершенствование методов лаборатор-
ной диагностики туляремии, которые позволят выяв-
лять не только типичные природные штаммы туля-
ремийного микроба, но и бактерии с измененными 
свойствами, сохраняет свою актуальность.

в настоящее время лабораторная диагностика 
туляремии базируется как на традиционных (бакте-
риологические, биологические, иммунологические, 
аллергические), так и современных молекулярно-
биологических методах (пцр-анализ, иммунохро-
матографические, протеомные). однако выделение 
чистой культуры и идентификация возбудителя тру-
доемки и требуют нескольких дней, иммунологиче-
ские методы эффективны не ранее, чем с 7-го дня за-
болевания. более того, большинство серологических 
методов (ра, рнга, иФа, их-тесты), основанных на 
детекции антител против специфических эпитопов 
лпс, становятся малоинформативными при измене-
нии антигенной структуры туляремийного микроба.

безусловными преимуществами обладают 
молекулярно-биологические методы – пцр- и 
масс-спектрометрический анализ. например, пцр 
позволяет в течение 3 ч определить наличие в про-
бе от 102 до 103 м.к., включая антиген-измененные 
штаммы. вместе с тем присутствие в пробе конта-
минации (днк других бактерий) может приводить 
к ложноположительным результатам или ингибиро-
вать реакцию [8].

MALDI-TOF уже зарекомендовал себя как высо-
коспецифичный и быстрый метод при идентифика-
ции различных микроорганизмов. так, база данных 
MALDI-TOF Biotyper включает белковые профили 
более 4000 видов бактерий. однако в поставляемой 
в российскую Федерацию версии идентификацион-
ной базы отсутствуют данные референсных спек-
тров микроорганизмов I–II групп патогенности, в 
том числе возбудителей чумы, холеры, туляремии, 
бруцеллеза, сибирской язвы [1]. более того, масс-
спектрометрическому изучению возбудителя туля-
ремии посвящено незначительное количество работ, 

которые выполнены, в подавляющем большинстве, 
на ограниченном наборе типичных природных 
штаммов [1, 9, 10]. результаты единичных исследо-
ваний, посвященных белковому профилированию 
антиген-измененных вариантов, не позволяют сде-
лать однозначные выводы о возможности использо-
вания масс-спектрометрии при их идентификации 
и оценке вирулентности. в этой связи представляет 
интерес накопление экспериментальных данных по 
характеристике белковых профилей более широкого 
набора антиген-измененных штаммов, что и опреде-
лило цель настоящего исследования.

целью исследования было сравнительное изу-
чение белковых профилей типичных вирулент-
ных и изогенных авирулентных лпс-дефектных 
штаммов туляремийного микроба с помощью масс-
спектрометрического анализа.

материалы и методы

в работе использовали 6 родительских виру-
лентных (трех основных подвидов) и 8 изогенных 
авирулентных штаммов F. tularensis, имеющих раз-
личные повреждения в структуре лпс, из авторской 
коллекции д.м.н. н.в.павлович. получение и харак-
теристика антиген-измененных вариантов описаны 
нами ранее [4]. все культуры хранились в лиофили-
зированном состоянии в музее живых культур Фкуз 
«ростовский-на-дону научно-исследовательский про-
тивочумный институт» роспотребнадзора. бакте рии 
выращивали на специальной плотной среде т [3].

изучение антигенных свойств штаммов прово-
дили с помощью рнат с туляремийным антигенным 
эритроцитарным диагностикумом (производства 
Фкуз «ставропольский научно-исследовательский 
противочумный институт» роспотребнадзора) со-
гласно рекомендациям мук 4.2.2939-11 «порядок 
организации и проведения лабораторной диагности-
ки туляремии для лабораторий территориального, 
регионального и федерального уровней».

вирулентность бактерий изучали на моде-
ли беспородных белых мышей, зараженных 101–
108 м.к./мышь, по соотношению павших животных 
к выжившим.

получение спектров исследованных культур 
методом MALDI-TOF масс-спектрометрии прово-
дили с использованием масс-спектрометра Autoflex 
speed III Bruker Daltonics (германия) и программного 
обеспечения Flex Control, идентификацию – с помо-
щью программы Biotyper, база данных которой была 
расширена нами ранее внесением масс-спектров 40 
типичных штаммов F. tularensis трех основных под-
видов (государственная регистрация базы данных 
№ 2014621080 от 04.08.2014 г.).

для оценки влияния пробоподготовки на каче-
ство получаемых спектров образцы из авирулентных 
антиген-измененных штаммов экстрагировали с по-
мощью 3 методов: экстракция органическим раство-
рителем (α-циано-гидроксикоричная кислота, мат-
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рица), тФу и этанолом/муравьиной кислотой. во всех 
случаях в качестве матрицы использовали α-циано-
гидроксикоричную кислоту. пробоподготовку образ-
цов вирулентных штаммов (II группа патогенности) 
проводили методом экстракции этиловым спиртом 
и муравьиной кислотой в соответствии с рекомен-
дациями мр 4.2.0089-14 «использование метода 
времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-
активированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF MS) для индикации и идентификации 
возбудителей I–II групп патогенности».

конвертацию полученных raw-файлов прово-
дили с использованием программы ProteoWizard [6], 
нормализацию и выравнивание пик-листов – с по-
мощью программы MassUp [11]. построение ден-
дрограмы проводили с использованием программы 
MALDI-Tree (Фкуз «ростовский-на-дону научно-
исследовательский противочумный институт» рос-
потребнадзора). при этом соседние пики, отлича-
ющиеся на 3 и менее m/z, расценивали как один и 
тот же пик.

результаты и обсуждение

проведенное нами ранее исследование свойств 
антиген-измененных штаммов показало, что, в от-
личие от родительских вирулентных штаммов туля-
ремийного микроба, 6 из 8 вариантов не вступали в 
реакцию с туляремийным антигенным эритроцитар-
ным диагностикумом (рнат) (≥ 108 м.к./мл) и не вы-
зывали гибель лабораторных животных при больших 
дозах заражения (DCL ≥ 106 м.к). эти штаммы синте-
зировали R-лпс, полностью лишенный о-полисаха-
рид ной цепи. два из 8 антиген-измененных штам-
мов взаимодействовали с диагностикумом в рнат 
(107–8 м.к./мл), однако характеризовались снижен-
ной ви рулентностью для белых мышей (DCL – 104– 
105 м.к.). при этом они обладали дефектным S-лпс, 
отличающимся по частотному распределению и 
электрофоретической подвижности от S-лпс роди-
тельских типичных штаммов.

с целью оценки влияния методов пробоподго-
товки на качество снимаемых спектров использова-
ли экстракцию белков из авирулентных вариантов 

с помощью органического растворителя (матри-
ца), тФу или этилового спирта/муравьиной кисло-
ты. сравнительный анализ показал, что наиболее 
качественные спектры получены при спиртовой 
экстракции. в частности, именно этот метод обе-
спечивал максимальное количество четких пиков. 
подтверждением могут служить дендрограммы 
штаммов, обработанных разными методами, когда 
именно экстракция этиловым спиртом приводила к 
четкому распределению штаммов на четыре класте-
ра, соответствующие трем основным подвидам с вы-
соким уровнем достоверности (Score ≥2,3), рисунок. 
интересно, что один штамм, относящийся по биоло-
гическим и биохимическим свойствам к F. tularensis 
subsp. tularensis, образовывал отдельный кластер. в 
случае использования других методов пробоподго-
товки столь четких результатов не получено. наши 
результаты согласуются с данными M.Drevinek 
et al. (2012), которые продемонстрировали, что мак-
симальный выход белков при наилучшем соотноше-
нии уровня сигнал/шум в отношении возбудителей 
чумы, сапа, мелиоидоза, туляремии и бруцеллеза 
обеспечивает именно экстракция этиловым спиртом 
и муравьиной кислотой [7].

следующий этап исследования включал срав-
нительное изучение белковых профилей типичных и 
антиген-измененных штаммов возбудителя туляре-
мии. как установлено, вне зависимости от структуры 
лпс (родительский S-, мутантный R или дефектный 
S-лпс) все исследованные вирулентные и авиру-
лентные штаммы характеризовались идентичными 
белковыми профилями с незначительными индиви-
дуальными различиями по пикам малой интенсивно-
сти. анализ полученных белковых профилей виру-
лентных и авирулентных лпс-дефектных штаммов 
туляремийного микроба суммирован в таблице.

согласно полученным данным, типичные ви-
рулентные штаммы туляремийного микроба трех 
основных подвидов имеют существенные разли-
чия в мажорных пиках, что позволяет использовать 
MALDI-TOF MS для проведения подвидовой диффе-
ренциации. вместе с тем при сравнительном изуче-
нии белковых спектров вирулентных и авирулентных 
штаммов F. tularensis принципиальных отличий не 
выявлено. при этом нам удалось обнаружить единич-

дендрограмма, полученная на основе кластерного анализа об-
разцов с обработкой этиловым спиртом и муравьиной кислотой

сравнительный анализ пиков высокой интенсивности у штаммов 
туляремийного микроба, отличающихся по подвидовой  

принадлежности и уровню вирулентности  
для лабораторных животных

Штаммы F. tularensis  
трех основных подвидов пики, m/z

subsp. tularensis (ае-261 cap+, 
вирулентный)

5767, 5810, 6580, 8104, 11532

subsp. holarctica (503 cap+, 
вирулентный)

2748, 3338, 3438, 4452, 5145, 5243, 5312, 
5555, 6610, 8904, 10289, 13217

subsp. mediasiatica (543 cap+, 
вирулентный)

2030, 2440, 2473, 2553, 3120, 3231, 3274, 
3862, 4393, 4517, 4929, 6707, 7326, 7348, 

8961

Штаммы Cap+ (вирулентные) 4673, 6929

Штаммы Cap– (авирулентные) 7256
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ные масс-спектры m/z 4673, 6929, характерные для 
вирулентных, и m/z 7256 – для авирулентных штам-
мов. нельзя исключить, что они коррелируют со сте-
пенью вирулентности возбудителя туляремии, однако 
это предположение нуждается в подтверждении с ис-
пользованием других программ для анализа белков с 
помощью масс-спектрометрического анализа.

результаты проведенного исследования показа-
ли, что метод MALDI-TOF может быть использован 
при идентификации как типичных, так и антиген-
измененных штаммов туляремийного микроба, име-
ющих повреждения в структуре лпс.

таким образом, в настоящее время отсутствуют 
достоверные сведения о возможности циркуляции 
в природных очагах антиген-измененных вариан-
тов возбудителя туляремии с ослабленной патоген-
ностью. однако активность эндемичных очагов в 
течение длительного времени не позволяет исклю-
чить вероятность существования подобных вари-
антов в природе (например, в межэпизоотийный 
период). при этом использование наиболее широко 
применяемых в эпизоотологических обследованиях 
традиционных методов (бактериологического, се-
рологического или биологического) является мало-
эффективным. поэтому для совершенствования 
эпидемического надзора за туляремией необходимо 
внедрение новых методов, позволяющих идентифи-
цировать как типичные, так и атипичные штаммы 
F. tularensis. одним из таких современных методов 
может быть идентификация бактерий по профилям 
наиболее консервативных рибосомальных белков 
с помощью MALDI-TOF. вместе с тем в литера-
туре мы встретили единственную работу по масс-
спектрометрическому изучению аттенуированных 
мутантов штамма F. tularensis Schu4, дефектных по 
различным генам синтеза лпс. как было показа-
но, такие штаммы имели либо идентичный с роди-
тельским белковый профиль, либо незначительное 
снижение высоты основных пиков в зависимости от 
локализации мутаций [13]. в нашей работе мы про-
вели сравнительный анализ масс-спектров коллек-
ции из 8 изогенных лпс-дефектных (с различными 
повреждениями структуры лпс) и родительских 
вирулентных штаммов трех основных подвидов. 
как установлено, наиболее эффективным методом 
пробоподготовки для возбудителя туляремии яв-
ляется экстракция этиловым спиртом/муравьиной 
кислотой. выявлено, что вне зависимости от подви-
довой принадлежности, степени повреждения лпс 
(дефектный S или R-хемотип) и степени аттенуации 
все измененные варианты возбудителя характеризо-
вались сходным белковым профилем и идентифици-
рованы как F. tularensis соответствующего подвида. 
следовательно, внедрение в практику эпизоотоло-
гического обследования окружающей среды масс-
спектрометрического анализа позволит расширить 
возможность обнаружения антиген-измененных 
культур возбудителя, уклоняющихся от традицион-
ных методов лабораторной диагностики туляремии.

полученные в настоящей работе результаты 
подтверждают сделанные нами ранее выводы о важ-
ной роли лпс в реализации патогенных свойств 
туляремийного микроба [5]. можно предположить, 
что различия у вирулентных и авирулентных штам-
мов касаются не качественной композиции белков, а 
их, по-видимому, различной функциональной актив-
ности. нельзя исключить также, что существенное 
значение при этом имеет полноценный лпс, пред-
ставляющий белки в наиболее функционально ак-
тивной форме. однако этот вывод нуждается в более 
углубленном исследовании.
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