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ВВЕДЕНИЕ

Бруцеллез – зоонозная инфекция общая для человека и животных – остается социально-
экономической проблемой для многих стран мира, в том числе и для России.
Бактериологическое подтверждение этиологии инфекции является абсолютно достоверным
критерием при постановке диагноза, а дифференциация возбудителя до вида позволяет
эффективно организовать комплекс профилактических мероприятий. Дифференциации подлежат
культуры бруцелл, находящиеся только в S-форме, однако, под воздействием различных факторов,
возбудитель бруцеллеза способен переходить из S- в R- и L-формы, при этом изменяются его
основные свойства (биологические, культуральные, морфологические, тинкториальные,
агглютинабельность и агглютиногенность). Перечисленное затрудняет проведение идентификации
возбудителя сертифицированными диагностическими препаратами и тест-системами. В связи с
этим разработка эффективного метода идентификации и дифференциации возбудителя бруцеллеза
с использованием MALDI-TOF MS является актуальным.



ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ

⚫ сравнительный анализ белковых профилей бруцелл в S-, R-
и L-форме методом MALDI-ToF масс-спектрометрии с
целью их корректной идентификации

1) Получение спектров штаммов бруцелл в S-, R- и L-формах;

2) Дополнение базы данных референтных спектров
полученными;

3) Контрольная идентификация с расширенной базой данных.



МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

⚫ В работе использованы штаммы бруцелл в S-, R- и L-формах:

1) Brucella melitensis 16 M, 63/9, Ether, 281 (в S-, R-форме), 22 (в R-форме), 218 (в S-, R-форме);

2) B. abortus 544, B-3196, C-68, 870, Tulya, И-206 (в S- и L-формах);

3) B. suis 1330, Thomsen;

4) B. ovis 63/290 (в S-, R-форме), 63/91 (в S-, R-форме), 63/281 (в R-форме);

5) B. neotomae 65/198;

6) B. canis 6/66 (в R-форме);

7) Brucella И-6 в L-форме и Brucella И-7 в L-форме из коллекции музея живых культур ФКУЗ «Иркутский научно-
исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока» Роспотребнадзора. 

⚫ Культуры выращивали на агаре Альбими при температуре (37±1) °С в условиях термостата в течении двух суток. 
Экстракцию проводили с помощью 70% муравьиной кислоты с последующим добавлением ацетонитрила
согласно «Инструкции по пробоподготовке и последующему масс-спектрометрическому анализу штаммов ПБА I-
IV групп патогенности (за исключением спорообразующих микроорганизмов, дрожжей, грибов)» (Иркутский 
НИПЧИ). Сбор спектров проводили на масс-спектрометре MicroFLEX (Bruker Daltonics). Для получения 
одиночного масс-спектра использовали 40 импульсов лазера (частота 60 Гц), анализируемый диапазон 
масса/заряд составлял 2000 – 20000 Да. С каждой лунки чипа снимался исходный спектр, представляющий 
собой сумму шести одиночных спектров (240 импульсов лазера).



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

⚫ В отсутствие в 
базе данных 
масс-
анализатора 
белковых 
профилей 
Brucella spp., 
идентификация 
возбудителя 
давала не 
достоверные 
результаты или 
не проходила 
совсем



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

⚫ Поэтому на первом этапе работы в базу данных были добавлены (а) белковые профили 
референтных штаммов: B. abortus 544, B. melitensis 16 M, B. suis 1330. При масс-
спектрометрическом исследовании других представителей этих трех видов удалось 
добиться достоверной идентификации до вида (б), кроме B. abortus И-206 в L-форме (в)

а



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

⚫ б в



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

⚫ После внесения в базу данных B. abortus И-206 в L-форме стала возможной успешная идентификация L-форм 
данного вида, в частности Brucella И-6 в L-форме и Brucella И-7 в L-форме



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

⚫ Визуализированные в программе «flexAnalysis 3.3» 
масс-спектры B. abortus И-206 в L- и S-форме 



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Далее база референсных спектров была дополнена спектрами бруцелл в R-форме 
(B. canis 6/66, B. ovis 63-290) и была проведена повторная идентификация, которая 
не обнаружила дифференциации S- и R-форм



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

⚫ Визуализированные в программе «flexAnalysis 3.3» 
масс-спектры B. melitensis 218 в R- и S-форме 



ВЫВОДЫ

⚫ Полученные результаты дают основание предположить, что L- и S-
формы одного и того же вида значительно различаются по белковым 
профилям.

⚫ R- и S-формы бруцеллёзного микроба, напротив, очень схожи по 
белковому профилю, что позволяет идентифицировать до вида 
возбудителя в R-форме.

⚫ Метод масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной 
десорбцией/ионизацией может быть использован для ускоренной 
идентификации бруцелл.

⚫ Для эффективного применения метода необходимо создание 
представительной электронной базы данных масс-спектров 
коллекционных штаммов бруцелл как в S-, так и в L-формах.



СПАСИБО ЗА ВНИМАНИЕ!


