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не соответствовали требованиям ГОСТ Р 52253-2004, 
что обусловлено наличием в составе жиров немолоч-
ного происхождения;

- 4 пробы растительного масла не соответствовали 
требованиям ГОСТ 30623-98.

Полученные результаты подтверждают возмож-
ность применения усовершенствованной методики 
в химических лабораториях для рутинного анализа 
проб молока, молочной и растительной продукции 
при определении жирнокислотного состава с целью 
обнаружения фальсификации.
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РЕЗЮМЕ
В статье представлены результаты изучения протеомических свойств изолятов бак-
терии рода Salmonella методом MALDI-TOF на масс-спектрометре MALDI Autoflex III. 
Идентификация микроорганизмов проводилась методом прямого нанесения с по-
следующей процедурой сравнения полученных масс-спектров с установленной 
в приборе базой данных. Были определены пики, характерные для многих пред-
ставителей семейства Enterobacteriaceae, и отношение масса/заряд (m/z), характе-
ризующее представителей рода Salmonella.
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ПРОТЕОМИЧЕСКИЕ 
СВОЙСТВА ИЗОЛЯТОВ 
БАКТЕРИИ РОДА SALMONELLA

в присутствии матрицы с последующим разделением 
ионов во времяпролетном масс-анализаторе. Под воз-
действием лазерных импульсов матрица, сокристал-
лизованная с исследуемым веществом, активно погло-
щает излучение лазера, что приводит к ее десорбции. 
Переходя в газовую фазу, матрица увлекает за собой 
молекулы исследуемого вещества, а также способству-
ет их ионизации с образованием преимущественно 
однозарядных ионов [7]. Метод позволяет проводить 
прямой масс-спектрометрический анализ белковой 
фракции микробной клетки (прямое белковое профи-
лирование), т. е. без фракционирования и очистки от-
дельных белков, и получать уникальные для данного 
вида масс-спектры с высокой точностью и разреше-
нием, характеризующие исследуемый объект по типу 
«отпечатков пальцев» [4].

Для идентификации микроорганизмов обычно ис-
пользуют спектры в диапазоне масс 2–20 кДа. Анализ 
масс-спектров E. coli в данном диапазоне показал, что 
из 2000 белков, рассчитанных на основании данных 
секвенированного генома E. coli, в спектрах присут-
ствует только 30 [11]. Большинство полученных пиков 
были отнесены к рибосомальным белкам, остальные 
— к ДНК-связывающим белкам и белкам холодового 
шока. Рибосомальные белки являются достаточно кон-
сервативными, что обеспечивает их таксономическую 
специфичность. Помимо этого, рибосомальные белки 
в большом количестве присутствуют в цитоплазме кле-
ток — до половины массы растущей клетки, а их набор 
остается неизменным вне зависимости от внешних ус-
ловий и стадии роста, что и обеспечивает воспроизво-
димость масс-спектров. Исследования внутри- и меж-

ВВЕДЕНИЕ
Патогенные бактерии рода сальмонелла являются 

одними из основных возбудителей кишечных инфекци-
онных болезней и представляют значительную пробле-
му для здравоохранения в развитых и развивающихся 
странах, вызывая пищевые токсикоинфекции. Еже-
годно в мире регистрируется 1,3 млрд случаев гастро-
энтерита и 3 млн летальных случаев из-за заражения 
сальмонеллами. 

Переносчиками сальмонелл являются преимуще-
ственно сельскохозяйственные животные, кроме того, 
передача сальмонелл может осуществляться от живот-
ного к человеку и от человека к человеку. Основным 
источником заражения человека сальмонеллами явля-
ются продукты как животного, так и растительного про-
исхождения (мясо, яйца, молочные продукты, фрукты 
и овощи). Современное направление в производстве 
пищевых продуктов, называемое «органическое» рас-
тениеводство, также повышает риск пищевых отравле-
ний, в том числе и сальмонеллеза [1].

В последнее десятилетие, наряду с классическими 
и молекулярно-биологическими методами идентифи-
кации микроорганизмов, все чаще применяется метод 
идентификации микроорганизмов по их белковым 
профилям, или прямое белковое профилирование. 
Данный метод не уступает по таким показателям, как 
точность и специфичность идентификации, однако его 
выгодно отличают быстрота проведения и более низ-
кая себестоимость анализов [2, 3, 9, 10].

Метод времяпролетной MALDI масс-спектрометрии 
(MALDI-TOF) основан на десорбции и ионизации иссле-
дуемого вещества с  помощью лазерного излучения 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Для изучения протеомических свойств были ото-

браны бактерии из музея штаммов микроорганизмов 
ФГБУ «ВНИИЗЖ», которые по биохимическим свойствам 
были идентифицированы как бактерии рода Salmonella 
и серотипированы по схеме Кауфмана–Уайта (табл. 1). 

В связи с тем, что установленная в приборе база дан-
ных микроорганизмов включает только 13 серотипов 
сальмонелл, а существующее в настоящее время чис-
ло серотипов сальмонелл по схеме Кауфмана и Уайта 
насчитывает более 2600, результаты идентификации 
MALDI в части определения серотипа могут не совпа-
дать с результатами классического серотипирования. 

В ходе работы по идентификации бактерий с  ис-
пользованием метода белкового профилирования [5, 
7] было подтверждено, что все исследуемые микро-
организмы относятся к бактериям рода сальмонелла 
(табл. 1). При этом критерий идентификации микроор-
ганизмов находился в диапазоне 2,236–2,649, что ука-
зывает на высокую вероятность идентификации. 

В процессе идентификации бактерий методом 
MALDI-TOF для всех сальмонелл были построены 
белковые профили (рисунок), по которым стало воз-
можным определение характерных пиков с высокой 
интенсивностью.

Было установлено, что 6 из 27 изученных изолятов 
сальмонелл имели в белковом спектре характерный 
пик с интенсивностью 100% и показателем m/z 4364 Dа. 
Для всех остальных изолятов таким идентификацион-
ным пиком являлся 6092 Dа.

По данным Zhou N. и Wang N. [12], уникальным пи-
ком, характеризующим Salmonella paratyphi, является 
пик с величиной m/z 6092 Da. В нашем исследовании 
такой пик обнаруживался у всех изолятов сальмонелл 
наряду с пиком 4363 Da. 

Был проведен анализ масс-спектров представи-
телей сем. Enterobacteriaceae, представленных в базе 
данных Maldi Biotyper (табл. 2), и  обнаружено, что 
пик 4363+1 Da характерен для многих представите-
лей семейства Enterobacteriaceae, в то время как пик 
m/z 6092+1  Da встречается только у  бактерий рода 
Salmonella и Trabulsiella guamensis. Бактерии Trabulsiella 
были открыты в 1985 г. и изначально были отнесены 
к роду Salmonella из-за схожести биохимических при-
знаков [8].

Таким образом, пик m/z 6092  Da можно считать 
уникальным для бактерий рода Salmonella, и данная 
информация может быть использована при разработ-
ке экспресс-методов определения микроорганизмов 
непосредственно из суспензии материала, без пред-
варительного выделения чистой культуры. 

Кроме пиков, используемых для характеристи-
ки семейства и  рода микроорганизма, по данным 
Dieckmann R. и Malorny B. [5], установлены характерные 
серотип-определяющие пики для 5 важнейших в эпи-
демиологическом значении серотипов сальмонелл: 
Enteritidis, Typhimurium, Virchow, Infantis, Hadar. Кроме 
того, были определены потенциальные серовар-опре-
деляющие ионы, которые возможно использовать как 
биомаркеры для серотипов Choleraesuis, Heidelberg, 
Gallinarum (табл. 3). Полученные нами результаты под-
тверждают выводы Dieckmann R. и Malorny B. [5] в отно-
шении серотипов Choleraesuis (Salmonella Choleraesuis 
«Башкирия», Salmonella Choleraesuis «Ил», Salmonella 
Choleraesuis «Лен», Salmonella Choleraesuis «Мордо-
вия», Salmonella Choleraesuis «Владимир») и Enteritidis 

(Salmonella Enteritidis «Ру 3», Salmonella Enteritidis 
«Глеб», Salmonella Enteritidis «Pel») (табл. 3).

Отмечено, что изолят Salmonella Dublin «Рас-
свет» имел пик со значением m/z 6008 Da, характер-
ный для серотипа Virchow, а из четырех изученных 
изолятов, определенных в  реакции агглютинации 
как Typhimurium, характерный пик со значением 
m/z 7097 Da имел только один изолят — Salmonella 
Typhimurium «к/к № 16».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований было уста-

новлено, что для всех изученных изолятов сальмонелл 
характерными пиками являются m/z 4364 Dа (харак-
терный для бактерий семейства Enterobacteriaceae) 
и 6092 Dа (уникальный для бактерий рода Salmonella). 
Результаты, полученные при изучении протеомических 
характеристик различных серотипов сальмонелл, под-
тверждают выводы R. Dieckmann и B. Malorny в отноше-
нии показательных пиков для серотипов Choleraesuis 
и Enteritidis, но не в отношении изолятов Salmonella 
Typhimurium. 
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лабораторной воспроизводимости показали высокую 
надежность метода MALDI-TOF [2].

Целью данной работы было изучение протеомиче-
ских свойств изолятов бактерий рода сальмонелла, вы-
деленных из пищевых продуктов и кормов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изоляты. 27 изолятов бактерий рода Salmonella, вы-

деленных из пищевых продуктов и кормов на террито-
рии РФ в лаборатории микробиологии ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
за 2006–2010 гг.

Матрица. Насыщенный раствор СНСА (a-циано-4-
гидроксикоричная кислота) и органический раствори-
тель (basic organic solvent) — раствор 50%-ный ацето-
нитрил/2,5% трифторуксусная кислота.

База данных для идентификации бактерий Bruker 
содержит спектры 4111 микроорганизмов, в том числе 
спектры 15 штаммов Salmonella.

Культивирование. Все используемые изоляты вы-
ращивали на колумбийском агаре (Columbia agar base) 
в течение 24 ч при 37ºC.

Пробоподготовка. Применяли метод прямого нане-
сения, при котором единичные колонии свежей культу-
ры наносили на лунки металлического планшета типа 
«Ground steel» Bruker, используя стерильную петлю. 
Покрывали сверху раствором матрицы. Высушивали 
в течение 15 минут. Помещали планшет в прибор. 

Калибровку масс-спектрометра проводили перед 
каждым экспериментом согласно руководству [6], ис-
пользуя в качестве калибранта Bruker Bacterial Standard 
(«Bruker» Daltonik, Германия). 

Масс-спектрометрический анализ проводили на 
масс-спектрометре MALDI Autoflex III Biotyper («Bruker» 
Daltonik, Германия), используя линейный режим. Пара-
метры анализа оптимизировали для диапазона масс от 
2000 до 20137 m/z (масса/время), записывали спектр, 
полученный в результате суммирования 10 одиночных 
спектров. При идентификации сальмонелл использова-
ли метод определения микроорганизмов в программ-
ном обеспечении: «MBT_MC». Для записи, обработки 
и анализа полученных масс-спектров использовали 
программное обеспечение flexControl, MALDI Biotyper 
версия 3.0 и MALDI Biotyper RTC («Bruker» Daltonik, Гер-
мания).

ПИЩЕВАЯ БЕЗОПАСНОСТЬ FOOD SAFETYПИЩЕВАЯ БЕЗОПАСНОСТЬ FOOD SAFETY

Таблица 1
Идентификация изолятов бактерий рода Salmonella методом белкового профилирования

№ Наименование изолята Результат MALDI Критерий 
идентификации, lg*

Пик с интенсивностью 
100 %, Da

1 Salmonella Typhimurium (говядина № 4975) Salmonella sp. enterica 2,344 6092

2 Salmonella Choleraesuis «Башкирия» Salmonella sp. choleraesuis 2,579 4363

3 Salmonella Typhimurium  «пельмени № 1904» Salmonella st anatum 2,511 6092

4 Salmonella Brezany Salmonella st anatum 2,559 6092

5 Salmonella California Salmonella st anatum 2,574 6092

6 Salmonella Enteritidis «Ру 3» Salmonella st anatum 2,488 6092

7 Salmonella Choleraesuis «Лен» Salmonella sp. choleraesuis 2,574 4364

8 Salmonella Enteritidis «Глеб» Salmonella st anatum 2,423 6092

9 Salmonella Newland утка Salmonella st anatum 2,591 6093

10 Salmonella Choleraesuis «Ил» Salmonella st anatum 2,445 4364

11 Salmonella Choleraesuis «Юб» Salmonella st anatum 2,442 6092

12 Salmonella Typhimurium «к/к 16» Salmonella st anatum 2,509 6092

13 Salmonella Typhimurium «к/к 7» Salmonella st anatum 2,509 6096

14 Salmonella Virchow свинина 31 Salmonella st anatum 2,506 6093

15 Salmonella Choleraesuis «Мордовия» Salmonella sp. enterica st Hadar 2,348 4364

16 Salmonella Enteritidis мясо пельменное (курица) «Ру 1» Salmonella st anatum 2,473 6091

17 Salmonella Enteritidis мясо пельменное «Pel» Salmonella st anatum 2,482 6092

18 Salmonella Moscow «Радон» комбикорм Salmonella sp. enteritidis 2,477 6091

19 Salmonella Dublin «Рассвет» Salmonella sp. enterica st dublin 2,536 6093

20 Salmonella Saintpaul Salmonella st anatum 2.649 6092

21 Salmonella Choleraesuis «Краснодар» Salmonella sp. enterica 2,247 4363

22 Salmonella S.W Salmonella sp. enteritidis 2,408 6090

23 Salmonella Choleraesuis № 2 «Тамбов» Salmonella sp. enterica 2,457 6092

24 Salmonella Choleraesuis свинина «Татарстан» Salmonella sp. choleraesuis 2,528 6092

25 Salmonella Dublin «Кольчугино» Salmonella st anatum 2,654 6092

26 Salmonella Choleraesuis «Ульяновск» Salmonella st anatum 2,419 6092

27 Salmonella Choleraesuis «Владимир» Salmonella st anatum 2,523 4364

* 2,300–3.000 — высокая вероятность идентификации вида;
2,000–2,299 — гарантированная идентификация рода, возможная идентификация вида;
1,700–1,999 — возможная идентификация рода.

Рис. Белковые профили изолятов бактерии рода Salmonella
По шкале абсцисс отложены значения m/z, по шкале ординат — 
относительная интенсивность пиков, регистрируемая при масс-
спектрометрическом анализе.
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Таблица 2
Наличие характерных пиков у разных представителей сем. Enterobacteriaceae 

Представители семейства 
Enterobacteriaceae

Пики Enterobacteriaceae Представители семейства 
Enterobacteriaceae

Пики Enterobacteriaceae

4363+1 Da 6092+1 Da 4363+1 Da 6092+1 Da
Arsenophonus - - Morganella н/б -
Biostraticola н/б* - Obesumbacterium н/б -

Brenneria - - Pantoea - -
Buchnera н/б - Pectobacterium - -
Budvicia - - Phaseolibacter н/б -

Buttiauxella - - Photorhabdus - -
Cedecea - - Plesiomonas - -

Citrobacter - - Pragia - -
Cosenzaea н/б - Proteus - -

Cronobacter - - Providencia - -
Dickeya 4363 - Rahnella - -

Edwardsiella - - Raoultella 4364 -
Enterobacter 4364 - Saccharobacter н/б -

Erwinia 4362 - Salmonella 4363 6092
Escherichia 4364 - Samsonia - -
Ewingella 4364 - Serratia - -
Gibbsiella н/б - Shigella н/б -

Hafnia - - Shimwellia 4364 -
Klebsiella 4363 - Sodalis - -
Kluyvera - - Tatumella - -
Leclercia - - Thorsellia н/б -

Leminorella - - Trabulsiella 4363 6093
Lonsdalea н/б - Wigglesworthia н/б -

Mangrovibacter н/б - Xenorhabdus 4364 -
Moellerella - - Yersinia - -

Yokenella 4364 -

н/б — нет базы данных.

Таблица 3
Протеомическая характеристика отдельных серотипов сальмонелл

Масса 
(m/z)

Характеристика серотипов
(по данным R. Dieckmann 

и B. Malorny)

Идентификация изолятов Salmonella 
посредством MALDI Autoflex III Biotyper

6,008 Virchow Salmonella Virchow свинина № 31
Salmonella Dublin «Рассвет»

6,022 Choleraesuis

Salmonella Choleraesuis свинина «Башкирия»
Salmonella Choleraesuis «Ил»

Salmonella Choleraesuis «Лен»
Salmonella Choleraesuis «Мордовия»
Salmonella Choleraesuis «Владимир»

6,036 Enteritidis
Salmonella Enteritidis «Ру 3» цыпленок
Salmonella Enteritidis «Глеб» цыплята

Salmonella Enteritidis мясо пельменное «Pel»

7,097 Typhimurium Salmonella Typhimurium «комбикорм № 16»

lar protein fraction (direct protein profiling), i.e. without 
fractionation and protein purification, and obtain highly 
accurate and high resolution mass-spectra, unique for 
this species, characterizing the tested object on the “fin-
gerprint pattern” principle [4].

Spectra comprising a mass-range of 2–20 kDa are usu-
ally used for microbial identification. Analysis of mass-
spectra of E. coli in this range demonstrated only 30 out 
of 2000 proteins, calculated basing on E. coli sequencing 
data, in spectra [11]. Most of the obtained peaks were re-
ferred to ribosomal proteins, and the rest to DNA-binding 
proteins and cold shock proteins. Ribosomal proteins are 
quite conservative and that makes them taxonomically 
specific. Besides, many ribosomal proteins are located in 
cell cytoplasm – up to the half mass of a growing cell, and 
their set remains unchanged not depending on external 
conditions and growth stage which ensures mass-spec-
trum reproducibility. Studies of intra- and inter-laboratory 
reproducibility demonstrated high reliability of MALDI-
TOF method [2].

The study was aimed at proteomic properties of 
Salmonella isolates recovered from food products and 
feeds. 

MATERIALS AND METHODS
Isolates. 27 Salmonella isolates recovered from food-

stuffs and feeds in the Russian Federation by the FGBI «AR-
RIAH» microbiology laboratory in 2006–2010.

Matrix. Saturated СНСА solution (alpha-cyano-4-hy-
droxycinnamic acid) and organic solvent (basic organic sol-
vent) –50% acetonitrile solution/2,5% trifluoroacetic acid.

INTRODUCTION
Salmonella pathogenic bacteria are one of the major 

agents of enteric infections and present great problems 
for public health in developed and developing countries as 
they cause food toxicoinfections. 1.3 billion gastroenteritis 
cases and 3 million deaths caused by Salmonella infection 
are registered  annually. 

Salmonella are transmitted mostly by livestock animals. 
Besides, Salmonella can be transmitted from animals to 
humans and from humans to humans. The main source 
of human Salmonella infection is animal and plant prod-
ucts (meat, eggs, dairy products, fruit and vegetables). The 
modern area of foodstuff production, the so called “organ-
ic” farming, also increases risk of food poisoning including 
salmonellosis [1].  

Within the last decade microbial identification of pro-
tein profiles or direct protein profiling has been used more 
frequently together with classical, and molecular and bio-
logical methods of microbial identification. This method is 
competitive in such criteria as identification accuracy and 
specificity but it is more rapid and cost effective [2, 3, 9, 10].

Time-of-light mass spectrometry MALDI (MALDI-TOF) 
is based on matrix assisted laser desorption and ioniza-
tion of the tested substance followed by ion separation 
using time-of-light mass-analyzer. When exposed to laser 
the matrix crystallized with the tested material actively ab-
sorbs laser irradiation which leads to its desorption. When 
transiting to gas-phase the matrix carries molecules of 
the tested substance and facilitates their ionization with 
formation of singly charged ions [7]. The method enables 
to perform direct mass-spectrometry of microbial cellu-

SUMMARY
The paper presents results of Salmonella of studying Salmonella isolate properties by 
MALDI-TOF method using MALDI Autoflex III mass-spectrometer. Microorganism identifi-
cation was performed using direct loading method followed by comparison of mass spec-
tra with the database set in the apparatus. Peaks typical of many Enterobacteriaceae rep-
resentatives and mass to charge ratio (m/z), characterizing Salmonella were determined.

Key words: mass-spectrometer, MALDI-TOF, Salmonella bacteria.
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