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Микробиологическое исследование при коклюше и влияние состава 
питательной среды на белковое профилирование Bordetella spp.

Видманова М.В., Жестков А.В., Лямин А.В., Исматуллин Д.Д., Шеститко Е.Ю., Решетникова В.П.
ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава России, Самара, Россия

Цель. Провести сравнительный анализ данных по белковому профилированию Bordetella spp., под-
готовленных на различных питательных средах.
Материалы и методы. В рамках проспективного открытого одноцентрового исследования изу-
чены белковые профили культур B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica, полученных на пи-
тательных средах с рецептурными комбинациями. В качестве основы питательной среды были ис-
пользованы казеиново-угольный агар, агар Борде-Жангу, угольный агар Реган-Лоу. В качестве 
кровяного компонента использовались дефибринированная лошадиная, баранья, человеческая 
донорская кровь и человеческая донорская эритроцитарная масса. В качестве антимикробного 
препарата (АМП) были использованы бензилпенициллин, бензатина бензилпенициллин, цефалек-
син и рецептура без добавления антибиотиков. Всего протестировано 48 рецептурных комбина-
ций. Идентификация протеомных профилей Bordetella spp. проводилась на MALDI-TOF масс-спек-
трометре в режиме Standard по показателю Score.
Результаты. Значения показателя Score подвергались сравнительному анализу в зависимости от 
используемой основы, крови, АМП и от комбинаций отдельных компонентов. Наиболее достовер-
ная идентификация Bordetella spp. по показателю Score отмечалась при использовании основы 
агара Борде-Жангу (статистически значимые различия, p = 0,035, критерий Краскела-Уоллиса). 
Влияние других компонентов на профилирование Bordetella spp. было статистически незначимым.
Выводы. Использование основы агара Борде-Жангу является оптимальным для проведения 
масс-спектрометрической идентификации Bordetella spp.

Impact of nutrient medium composition on protein profiling 
of Bordetella spp.

Vidmanova M.V., Zhestkov A.V., Lyamin A.V., Ismatullin D.D., Shestitko E.Yu., Reshetnikova V.P.
Samara State Medical University, Samara, Russia

Objective. To perform comparative analysis of Bordetella protein profiling data and their dependence on 
various nutrient media.
Materials and methods. This prospective open single-center study, the protein profiles of B. pertussis, 
B.  parapertussis, and B. bronchiseptica were studied; they had been grown on nutrient media with 
prescription combinations. We used casein-coal agar, Borde-Gengou Agar, Regan-Lowe Charcoal 
Agar as the basis of the nutrient medium. Defibrinated horse, sheep, human donor blood and human 
donor RBCs were used as a blood component. Penicillin, benzathine benzylpenicillin, cephalexin and 
antibiotic-free formulation were used as antimicrobial component. A total of 48 prescription combinations 
were tested. Identification of proteomic profiles of Bordetella spp. was carried out on MALDI-TOF mass 
spectrometer using Standard mode according to “Score” indicator.
Results. The quantitative values of the “Score” indicator were subjected to comparative analysis depending 
on the used base, blood, antimicrobial, and combinations of individual components. According to  
“Score” indicator, the most reliable identification of Bordetella spp. was achieved using Borde-Gengou 
Agar basis (p = 0.035, Kruskal – Wallis test). No statistically significant differences were found when 
using other components.
Conclusions. The use of Borde-Gengou Agar base is the most appropriate for mass spectrometric 
identification of Bordetella spp.
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Введение

В условиях российских микробиологических лабора-
торий на современном этапе идентификация Bordetella 
spp. может проводиться с использованием биохимиче-
ских тестов, серотипирования и молекулярно-биологи-
ческим методом [1–4]. Также недавно стало возможным 
проводить идентификацию бактериальных возбудите-
лей методом масс-спектрометрии путем сравнения бел-
ковых профилей с базой данных достоверно идентифи-
цированных микроорганизмов, при этом полученные 
протеомные профили соотносятся с европейскими ба-
зами данных [5–8]. Вместе с этим известно, что акту-
альные циркулирующие на территории РФ штаммы эпи-
демически значимых патогенов, в том числе и Bordetella 
spp., могут изменять генетические, антигенные и воз-
можно протеомные свойства, что требует актуализации 
существующих зарубежных и создания отечественных 
баз данных по возбудителям коклюша и других эпиде-
мически значимых инфекций [9, 10]. На момент прове-
дения данного исследования нами не было обнаружено 
публикаций, посвященных белковому профилированию 
клинически значимых бордетелл. В то же время много-
численные исследования, посвященные белковому про-
филированию других возбудителей инфекционных бо-
лезней, демонстрируют влияние состава питательной 
среды (ПС) на успешность масс-спектрометрической 
идентификации микроорганизмов. В связи с этим воз-
никла необходимость получения новых данных о под-
готовке культур Bordetella spp., предназначенных для 
масс-спектрометрической идентификации.

Цель исследования – провести сравнительный анализ 
данных по белковому профилированию Bordetella spp., 
подготовленных на различных питательных средах, ре-
комендованных российскими и зарубежными норматив-
ными документами.

Материалы и методы

Для сопоставления показателя достоверности иден-
тификации протеомных профилей Bordetella spp. на 
MALDI-TOF масс-спектрометре по значению Score были 
произведены посевы чистых культур наиболее распро-
страненных возбудителей рода Bordetella: B. pertussis, 
B.  parapertussis, B. bronchiseptica на ПС с эксперимен-
тальными рецептурными комбинациями. Значение по-
казателя Score ≥ 2,0 свидетельствовало о надежной 
видовой идентификации. В качестве основы ПС исполь-
зовались 3 варианта:

1.	 Основа для приготовления агара Борде-Жангу, 
приготовленная и сохраняемая в соответствии с 
инструкцией.

2.	 Питательная среда для выделения и культивиро-
вания коклюшного микроба – казеиново-уголь-
ный агар (КУА).

3.	 Основа для приготовления угольного агара 
Реган-Лоу, приготовленная и сохраняемая в соот-
ветствии с инструкцией.

В качестве кровяного компонента (гемокомпонента) 
использовались 4 варианта:

1.	 Кровь лошадиная дефибринированная.
2.	 Кровь баранья дефибринированная.
3.	 Кровь человеческая донорская дефибринирован-

ная (использованы образцы, не содержащие IgG 
и IgA к B. pertussis по результатам ИФА).

4.	 Эритроцитарная масса человеческая.
В качестве антимикробного препарата (АМП) ис-

пользовались 4 варианта:
1.	 Без добавления АМП.
2.	 Бициллин в количестве 7,5 мг на поверхность ПС.
3.	 Пенициллин в количестве 7,5 мг на поверхность 

ПС.
4.	 Цефалексин в количестве 0,5 мг на поверхность 

ПС.
Стерильные аликвоты с соответствующим количе-

ством антибиотика в 0,1 мл физиологического раствора 
готовились заранее путем последовательных разведе-
ний (готовые аликвоты при необходимости сохранялись 
при -35°C). Антибиотики в определенном количестве на-
носились на поверхность готовой питательной среды и 
распределялись бактериологическим одноразовым шпа-
телем.

Таким образом, из 3 вариантов основ, 4 вариантов 
гемокомпонента и 4 вариантов АМП было приготовлено 
48 рецептурных комбинаций итоговой ПС для культиви-
рования штаммов Bordetella spp. Штаммы B. pertussis, 
B. parapertussis, B. bronchiseptica засевались на поверх-
ность ПС по методу Голда для получения изолированных 
колоний. Инкубация посевов проводилась при 37°C с 
дополнительным увлажнением в течение 24–96 ч. с еже-
дневным контролем роста. Полученные изолированные 
колонии переносились с помощью одноразовой петли на 
шероховатую мишень, высушивались при комнатной тем-
пературе и покрывались матрицей (α-циано-4-гидрокси-
коричная кислота), далее высушивались при комнатной 
температуре до полного высыхания, после чего иденти-
фицировались на MALDI-TOF масс-спектрометре в ре-
жиме Standard. Учитывалось значение показателя Score. 
Статистический анализ проводился в программе StatTech 
3.1.8 (ООО «Статтех», Россия). При анализе данных 
статистические критерии подбирались с учетом размера 
и однородности выборки. Экспериментальные иссле-
дования проводились на базе бактериологического от-
дела КДЛ клиник ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России 
(Самара). Исследование было одобрено Комитетом по 
биоэтике при Самарском государственном медицинском 
университете, протокол № 212 от 11.11.2020 г.

Результаты

В ходе экспериментальных исследований было отме-
чено, что идентификация представителей рода Bordetella 
с использованием MALDI-TOF масс-спектрометрии не яв-
ляется полностью (100%) достоверной:
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•	 идентификация B. pertussis в ходе эксперимента 
была ошибочной в 4,65% определений (2 ре-
зультата идентификации не относились к роду 
Bordetella);

•	 идентификация B. parapertussis в ходе эксперимента 
была ошибочной в 11,63% определений (ошибоч-
ными результатами идентификации были 2 случая 
B. bronchiseptica и 3 случая Acinetobacter lwoffii);

•	 идентификация B. bronchiseptica в ходе экспери-
мента была ошибочной в 17,07% определений 
(ошибочными результатами идентификации были 6 
случаев B. pertussis и 1 случай Bordetella petrii).

Случаи ошибочной идентификации чаще всего были 
связаны с ПС КУА, человеческой донорской кровью и 
отсутствием АМП на поверхности ПС.

Все результаты с правильной идентификацией Borde­
tella spp. были сопоставлены по показателю Score со 
всеми применяемыми компонентами ПС в отдельности 
и в различных комбинациях. Описательная статистика 
этих исследований представлена в Таблице 1.

При выполнении описательной статистики категори-
альных переменных компоненты ПС в составе рецептур 
для удобства обозначались цифровыми комбинациями. 
Компоненты кодировались приведенными ниже циф-
рами.

Основа ПС:
1 – Основа для приготовления агара Борде-Жангу.

Таблица 1.	Описательная статистика количественных переменных

Показатель M ± SD 95% ДИ n min max

Score 1,94 ± 0,22 1,90 –1,98 120 1,28 2,44

Таблица 2.	Анализ показателя Score в зависимости от вида 
возбудителя

Возбудитель
Score

p
M ± SD 95% ДИ n

B. pertussis 1,95 ± 0,26 1,86 – 2,03 42 0,314

B. parapertussis 1,91 ± 0,25 1,83 – 1,99 38

B. bronchiseptica 1,98 ± 0,15 1,93 – 2,03 40

Рисунок 1.	Анализ показателя Score в зависимости от вида 
возбудителя

Таблица 3. Анализ показателя Score в зависимости от основы ПС

Основа ПС
Score

p
Me Q1 – Q3 n

Агар Борде-Жангу 2,05 1,84 – 2,17 44 0,035*
p3 – 1 = 0,030Казеиново-угольный агар 1,96 1,87 – 2,08 32

Угольный агар Реган-Лоу 1,90 1,75 – 2,02 44

* Различия статистически значимы (p < 0,05).

Рисунок 2.	Анализ показателя Score в зависимости от основы ПС

2 – ПС для выделения и культивирования коклюш-
ного микроба – КУА.

3 – Основа для приготовления угольного агара 
Реган-Лоу.

Кровяной компонент (гемокомпонент):
1 – Кровь лошадиная дефибринированная.
2 – Кровь баранья дефибринированная.
3 – Кровь человеческая донорская дефибринирован-

ная.
4 – Эритроцитарная масса человеческая.
АМП:
0 – Без добавления АМП.
2 – Бициллин в количестве 7,5 мг на поверхность ПС.
5 – Пенициллин в количестве 7,5 мг на поверхность 

ПС.
7 – Цефалексин в количестве 0,5 мг на поверхность 

ПС.
Был выполнен анализ показателя Score в зависимо-

сти от определяемого возбудителя. При этом не уда-
лось установить статистически значимых различий 
(p  =  0,314); использован F-критерий Уэлча. Расчеты 
представлены в Таблице 2 и на Рисунке 1.

Был выполнен анализ показателя Score в зависи-
мости от применяемой основы ПС. При этом были вы-
явлены статистически значимые различия (p = 0,035); 
использован критерий Краскела-Уоллиса. Расчеты пред-
ставлены в Таблице 3 и на Рисунке 2.

Далее был проведен анализ показателя Score в за-
висимости от применяемого АМП. При этом не удалось 
выявить значимых различий (p = 0,568); использован 
критерий Краскела-Уоллиса. Расчеты представлены в 
Таблице 4 и на Рисунке 3.
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Таблица 4. Анализ показателя Score в зависимости от АМП

АМП
Score

p
Me Q1 – Q3 n

Без АМП 1,96 1,76 – 2,14 30 0,568

Бициллин 2,03 1,80 – 2,18 29

Пенициллин 1,91 1,81 – 2,04 30

Цефалексин 1,94 1,85 – 2,11 31

Рисунок 3.	Анализ показателя Score в зависимости 
от применяемого АМП

Таблица 5.	Анализ показателя Score в зависимости 
от гемокомпонента

Гемокомпонент
Score

p
M ± SD 95% ДИ n

Кровь лошадиная 
дефибринированная

2,00 ± 0,19 1,94 – 2,06 35 0,367

Кровь баранья  
дефибринированная

1,92 ± 0,24 1,84 – 2,00 34

Кровь человеческая 
донорская дефибри-
нированная

1,91 ± 0,20 1,84 – 1,99 31

Эритроцитарная 
масса человеческая

1,94 ± 0,28 1,81 – 2,07 20

Рисунок 4.	Анализ показателя Score в зависимости 
от гемокомпонента

Таблица 6. Анализ показателя Score в зависимости от комбинации 
основа ПС + гемокомпонент + АМП

Показатель Категории
Score

p
Me Q1 – Q3 n

Комбинация
основа ПС + гемо-
компонент + АМП

110 2,20 2,10 – 2,21 3 0,600

112 2,04 1,92 – 2,15 3

115 2,05 1,99 – 2,11 2

117 2,11 1,94 – 2,16 3

120 2,19 2,16 – 2,21 2

122 2,17 1,90 – 2,20 3

125 1,91 1,87 – 2,04 3

127 1,91 1,72 – 2,04 3

130 1,83 1,68 – 1,85 3

132 1,88 1,71 – 2,04 2

135 2,04 1,99 – 2,08 2

137 1,92 1,77 – 2,01 3

140 2,14 2,10 – 2,21 3

142 2,12 1,98 – 2,15 3

145 1,86 1,77 – 2,15 3

147 2,00 1,92 – 2,12 3

210 2,03 1,86 – 2,17 3

212 2,08 2,05 – 2,10 3

215 1,85 1,81 – 1,95 3

217 2,04 2,00 – 2,05 3

220 1,91 1,69 – 2,03 3

222 1,92 1,85 – 2,00 2

225 1,70 1,59 – 1,83 3

227 1,91 1,90 – 2,06 3

230 1,87 1,87 – 1,87 1

232 2,19 2,07 – 2,21 3

235 1,91 1,86 – 2,00 3

237 2,00 1,93 – 2,06 2

310 2,07 1,94 – 2,17 3

312 1,78 1,65 – 1,87 3

315 1,99 1,90 – 2,00 3

317 2,08 1,93 – 2,16 3

320 1,90 1,76 – 2,00 3

322 1,88 1,81 – 2,10 3

325 1,82 1,77 – 2,00 3

327 1,90 1,70 – 2,01 3

330 1,93 1,77 – 2,00 3

332 1,87 1,82 – 1,93 3

335 1,97 1,94 – 2,04 3

337 1,91 1,65 – 1,96 3

340 1,73 1,68 – 1,73 3

342 2,23 2,23 – 2,23 1

345 1,75 1,74 – 1,75 2

347 1,61 1,45 – 1,77 2
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Рисунок 5. Анализ показателя Score в зависимости от комбинации основа ПС + гемокомпонент + АМП

		  Расшифровка трехзначного кода состава: 
первая цифра: 1 – агар Борде-Жангу, 2 – КУА, 3 – угольный агар Реган-Лоу 
вторая цифра: 1 – кровь лошадиная дефибринированная, 2 – кровь баранья дефибринированная, 3 – кровь человеческая 
донорская дефибринированная, 4 – эритроцитарная масса человеческая 
третья цифра: 0 – без АМП, 2 – Бициллин, 5 – Пенициллин, 7 – Цефалексин

Рисунок 6.	Анализ показателя Score в зависимости от комбинации 
основа ПС + гемокомпонент 

		  первая цифра: 1 – агар Борде-Жангу, 2 – КУА,  
3 – угольный агар Реган-Лоу 
вторая цифра: 1 – кровь лошадиная 
дефибринированная, 2 – кровь баранья 
дефибринированная, 3 – кровь человеческая 
донорская дефибринированная, 4 – эритроцитарная 
масса человеческая

Таблица 7.	Анализ показателя Score в зависимости от комбинации 
основа ПС + гемокомпонент

Показатель Категории
Score

p
Me Q1 – Q3 n

Комбинация 
основа ПС + 
гемокомпонент

110 2,11 1,96 – 2,21 11 0,100

120 2,14 1,87 – 2,17 11

130 1,89 1,67 – 2,07 10

140 2,09 1,85 – 2,19 12

210 2,04 1,94 – 2,07 12

220 1,91 1,74 – 2,01 11

230 1,95 1,87 – 2,12 9

310 1,98 1,79 – 2,07 12

320 1,89 1,75 – 2,11 12

330 1,92 1,85 – 1,99 12

340 1,74 1,70 – 1,80 8
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Таблица 8.	Анализ показателя Score в зависимости от комбинации 
гемокомпонент + АМП

Показатель Категории
Score

p
Me Q1 – Q3 n

Комбинация 
гемокомпонент + 
АМП

10 2,07 1,99 – 2,21 9 0,633

12 2,03 1,80 – 2,08 9

15 1,96 1,84 – 2,01 8

17 2,07 1,97 – 2,11 9

20 2,00 1,83 – 2,14 8

22 1,97 1,77 – 2,19 8

25 1,83 1,73 – 1,96 9

27 1,91 1,89 – 2,13 9

30 1,86 1,72 – 1,90 7

32 1,96 1,85 – 2,19 8

35 1,96 1,91 – 2,09 8

37 1,92 1,81 – 2,03 8

40 1,90 1,73 – 2,12 6

42 2,15 2,05 – 2,19 4

45 1,75 1,74 – 1,86 5

47 1,94 1,84 – 2,00 5

Рисунок 7.	Анализ показателя Score в зависимости от комбинации гемокомпонент + АМП 

		  первая цифра: 1 – кровь лошадиная дефибринированная, 2 – кровь баранья дефибринированная,  
3 – кровь человеческая донорская дефибринированная, 4 – эритроцитарная масса человеческая 
вторая цифра: 0 – без АМП, 2 – Бициллин, 5 – Пенициллин, 7 – Цефалексин
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Далее был выполнен анализ показателя Score в зави-
симости от гемокомпонента. При этом не удалось уста-
новить статистически значимых различий (p = 0,367); 
использован F-критерий Фишера. Расчеты представ-
лены в Таблице 5 и на Рисунке 4.

Был выполнен анализ показателя Score в зависимости 
от комбинации основа ПС + гемокомпонент + АМП. При 
этом не удалось выявить значимых различий (p = 0,600); 
использован критерий Краскела-Уоллиса. Расчеты пред-
ставлены в Таблице 6 и на Рисунке 5.

Дополнительно был проведен анализ показателя 
Score в зависимости от комбинации основа ПС + гемо-
компонент. При этом не удалось выявить статистически 

значимых различий (p = 0,100); использован критерий 
Краскела-Уоллиса. Расчеты представлены в Таблице 7 и 
на Рисунке 6.

Также был проведен анализ показателя Score в зави-
симости от комбинации гемокомпонент + АМП. При этом 
не удалось установить статистически значимых различий 
(p = 0,633); использован критерий Краскела-Уоллиса. 
Расчеты представлены в Таблице 8 и на Рисунке 7.

Также был выполнен анализ показателя Score в зави-
симости от комбинации основа ПС + АМП. При этом не 
удалось установить статистически значимых различий 
(p = 0,295); использован критерий Краскела-Уоллиса. 
Расчеты представлены в Таблице 9 и на Рисунке 8.

Таким образом, наиболее достоверная идентифи-
кация основных представителей рода Bordetella в виде 
значения Score возможна при использовании агара 
Борде-Жангу в качестве основы (статистически значи-
мые различия p = 0,035 при использовании критерия 
Краскела-Уоллиса) и не зависит от других компонен-
тов ПС.

Обсуждение

Проведенное исследование демонстрирует, что для 
достоверной масс-спектрометрической идентифика-
ции Bordetella spp. оптимальной основой ПС является 
агар Борде-Жангу, которая не указана в отечественных 
нормативных документах. Другие компоненты ПС для 
культивирования бордетелл не оказывают значимого 
влияние на их белковое профилирование. Случаи оши-
бочной идентификации чаще всего были ассоциированы 
с ПС КУА. На выводы исследования могли иметь вли-
яние экономические факторы (сложности с приобрете-
нием Бордетеллагара на момент проведения исследова-
ния, в связи с чем данная основа ПС не была включена 
в исследование). Тем не менее, полученные результаты 
призваны детализировать интеграцию классической 
бактериологической диагностики коклюша и современ-
ной масс-спектрометрической идентификации микроор-
ганизмов.
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Таблица 9.	Анализ показателя Score в зависимости от комбинации 
основа ПС + АМП

Показатель Категории
Score

p
Me Q1 – Q3 n

Комбинация 
ПС + АМП

100 2,14 1,93 – 2,21 11

0,295

102 2,12 1,82 – 2,19 11

105 1,94 1,87 – 2,16 10

107 1,96 1,82 – 2,12 12

200 1,91 1,79 – 2,09 7

202 2,08 2,01 – 2,15 8

205 1,85 1,76 – 1,96 9

207 2,00 1,90 – 2,08 8

300 1,86 1,71 – 2,06 12

302 1,88 1,77 – 1,98 10

305 1,91 1,77 – 2,00 11

307 1,91 1,64 – 2,04 11

Рисунок 8. Анализ показателя Score в зависимости от комбинации 
основа ПС + АМП

		  первая цифра: 1 – агар Борде-Жангу, 2 – КУА,  
3 – угольный агар Реган-Лоу 
третья цифра: 0 – без АМП, 2 – Бициллин,  
5 – Пенициллин, 7 – Цефалексин

ных профилей клинически значимых возбудителей рода 
Bordetella, подготовленных на питательных средах по ак-
туальным рецептурам, согласно действующим норматив-
ным документам.

Заключение

Интеграция масс-спектрометрической идентифи-
кации Bordetella spp. и бактериологического метода 
лабораторной диагностики коклюша возможна, од-
нако необходима актуализация базы данных протеом-
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