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Резюме.	Своевременность и точность диагностики инфекционных заболеваний связаны со сниже-
нием смертности и сокращением продолжительности госпитализации, особенно при тяжелых, угро-
жающих жизни инфекциях. В эру антибиотикорезистентности необходима быстрая диагностика, 
которая позволит на раннем этапе упорядочить эмпирические методы антимикробной терапии, тем 
самым способствуя ограничению появления и распространения устойчивости к противомикробным 
препаратам. Внедрение новой технологии на основе матрично-активизированного лазерного десорб-
ционно/ионизационного времяпролетного анализатора (MALDI-TоF) масс-спектрометрии (MS) для 
рутинной идентификации микробных патогенов оказало глубокое влияние на микробиологическую 
диагностику и постепенно заменяет методы биохимической идентификации. Применение метода 
MALDI-ToF MS, помимо ускорения идентификации микроорганизмов, открывает новые перспекти-
вы по определению их чувствительности к антибиотикам и противомикотическим средствам. 
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Abstract.	 The timeliness and accuracy of the diagnosis of infectious diseases are associated with a 
decrease in mortality and a reduction in the duration of hospitalization, specially in severe, life-threatening 
infections. In an era of antibiotic resistance, need quick diagnosis which will make it possible at an early 
stage to streamline empirical antimicrobial therapy, it helps to limit the appearance and spread of stability of 
antimicrobial resistance. The introduction of a new technology based on matrix-activated laser desorption 
/ ionization — time-of-flight analyzer (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) for routine identification 
of microbial pathogens has had a profound impact on microbiological diagnosis and gradually replaces the 
methods of biochemical identification. The application of the MALDI-ToF MS in addition to accelerating 
the identification of microorganisms, opens up new prospects for determining their sensitivity to antibiotics 
and antimicotics.
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ввЕдЕниЕ
Ежегодно инфекционные заболевания уно-

сят сотни тысяч жизней, а многие переболев-
шие получают неизлечимые осложнения на 
всю оставшуюся жизнь. Своевременность 
и точность диагностики инфекционных забо-
леваний связаны со снижением смертности 
и сокращением продолжительности госпита-
лизации, особенно при тяжелых, угрожающих 
жизни инфекциях. Современный уровень раз-
вития медицины диктует новые требования 
к диагностике микробных инфекций. Часто 
применяемые на сегодняшнее время техноло-
гии, основанные на принципе полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) и физико-химическом 
анализе (хроматография, газовая хрома-
то-масс-спектрометрия), позволяющие опре-
делять специфические молекулярные марке-
ры микроорганизмов [1–5] хорошо себя заре-
комендовали в диагностике инфекционных 

заболеваний, однако они имеют ряд ограниче-
ний и недостатков: отсутствие полного переч-
ня исследуемых патогенов, риск контамина-
ции образцов во время пробоподготовки, не 
исключающей получение ложноположитель-
ных результатов, а также они не показывают 
культуральные свойства микроорганизмов. В 
эру антибиотикорезистентности необходима 
быстрая диагностика, которая позволит на 
раннем этапе упорядочить эмпирические ме-
тоды антимикробной терапии, тем самым 
способствуя ограничению появления и рас-
пространения устойчивости к противоми-
кробным препаратам [6]. Внедрение новой 
технологии на основе матрично-активизиро-
ванного лазерного десорбционно/ионизаци-
онного времяпролетного анализатора 
(MALDI-TоF) масс-спектрометрии (MS) для 
рутинной идентификации микробных патоге-
нов оказало глубокое влияние на микробиоло-
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гическую диагностику и постепенно заменяет 
методы биохимической идентификации [7]. 
Преимущество метода MALDI-TоF MS за-
ключается в идентификации бактерий и дрож-
жей непосредственно из колоний, выращен-
ных на пластинах плотной питательной среды 
для первичной изоляции в течение несколь-
ких минут, что значительно снижает матери-
альные и трудовые затраты [8–12]. Проводят-
ся исследования новых перспектив для 
MALDI-TOF MS, такие как идентификация 
патогенов непосредственно из положитель-
ных культур крови, подвидовая типизация 
и обнаружение детерминант лекарственной 
устойчивости.

Разработка новой технологии матричной 
лазерной десорбционной ионизационной вре-
мяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-
ToF MS) внесла существенное изменение в 
рабочий процесс микробиологических лабо-
раторий [13–14]. 

В основу данного метода положена 
масс-спектрометрия, которая является анали-
тическим методом измерения массы молекул 
или атомов анализируемого вещества по их 
поведению в электрических и/или магнитных 
полях (молекулярные весы). На сегодняшний 
день масс-спектрометрия является важным 
инструментом для анализа сложных органи-
ческих молекул, в том числе и полимеров [15–
16]. Данный метод анализа долгое время было 
невозможно применять для исследования вы-
сокомолекулярных соединений природного 
и синтетического происхождения из-за их 
большой массы и низкой летучести, а также 
склонности к фрагментации при использова-
нии наиболее распространенного метода ио-
низации — электронного удара.

Разработка метода МАLDI (Matrix Assisted 
Laser Desorption / Ionization — MALDI) от-
крыла возможность изменить суть процесса: 
перевод вещества из конденсированного со-
стояния в газовую фазу под воздействием ла-
зерного излучения, что позволяет «поднять» 
высокомолекулярные соединения, а также 
провести их «мягкую» ионизацию. Мягкая 
ионизация позволяет анализировать высоко-
молекулярные продукты без фрагментации 
и напрямую определять точные значения мо-
лекулярной массы биополимеров и проводить 
их идентификацию [17–18]. Наиболее часто 
данный метод используют с времяпролетным 
масс-анализатором (TOF — time of flight), что 
позволяет успешно определять основные 
классы биополимеров: пептидов, белков, ну-
клеиновых кислот, липидов и полисахаридов.

Применение масс-спектрометрии (МС) для 
идентификации бактерий было впервые пред-

ложено Анхальтом и Фензелуа в 1975 г. [19]; 
оно основывалось на наблюдении различных 
масс-спектров, полученных из бактериальных 
экстрактов разных видов. Однако жесткая ио-
низация позволила обнаружить только бакте-
риальные липиды, что ограничило возмож-
ность различения бактерий на видовом уров-
не. Анализ биомолекул с высокой 
молекулярной массой, таких как полипепти-
ды, стал возможным только во второй полови-
не 1980-х годов. Независимый вклад в разви-
тие данного метода внесли немецкие исследо-
ватели Франц Хилленкамп и Майкл Караш, а 
также японский инженер Коити Танака [20–
21]. В 1984 году Хилленкамп и Караш впер-
вые с помощью метода MALDI провели ана-
лиз мелитина — нелетучего пептида, основ-
ного компонента пчелиного яда, о чем было 
опубликовано в журнале Analytical Chemistry. 
Разработанный метод мягкой ионизации уче-
ным Коити Танака позволил проводить анализ 
биомолекул с высокой молекулярной массой. 
О значимости данного метода свидетельству-
ет и тот факт, что в 2002 году Коити Танака 
был удостоен Нобелевской премии по химии 
за разработку метода для анализа природных 
макромолекул. За последние десятилетия вся 
суть исследований сводилась к усовершен-
ствованию программного обеспечения и базы 
данных, а так же улучшению MALDI-ToF MS, 
как более надежного и точного инструмента 
для идентификации микроорганизмов. 

Метод MALDI-ToF MS основан на мягкой 
ионизации смеси микроколичеств исследуе-
мого материала с матриксом под воздействи-
ем импульсного лазерного излучения. В свою 
очередь матрикс представляет собой веще-
ство, обладающее сильными поглощающими 
свойствами оптической энергии в диапазоне 
излучаемой лазером длины волны [22–23]. 
Поглощение матриксом энергии лазера при-
водит к десорбции анализируемых веществ 
с их ионизацией и переходом в газовую фазу 
[24–25]. Под воздействием электрического 
поля, образовавшиеся однозарядные ионы 
движутся в вакуумной трубе от источника ио-
низации (катода) к аноду-детектору. При этом 
ионы с малой массой «летят» быстрее, чем 
большей массой. Таким образом, время про-
лета, необходимое для достижения ионами 
детектора, зависит от отношения массы к за-
ряду (m/z), которое в случае однозарядных 
ионов (z=1) равно их массе. На выходе детек-
тора получается масс-спектр исследуемого 
вещества, состоящий из пиков различной ин-
тенсивности, находящихся в диапазоне масс 
от 2 до 20 кДа [26]. Полученные данные опре-
деляют значение оценки от 0 до 3 и рассчиты-
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ваются программным обеспечением на осно-
ве пиковых сходств между наблюдаемым 
спектром и сохраненными опорными спектра-
ми; значения баллов >2,00 указывают на вы-
сокий доверительный вид ID, значения бал-
лов >1,70 и <2,00 указываются как низкий 
доверительный ID, а оценки <1,7 считаются 
ненадежными (без ID) [27–28]. При этом ука-
зывается условное значение Score, характери-
зующее качество и точность анализа [29]. 
Стандартная пробоподготовка образца для ис-
следования методом MALDI-ToF MS занима-
ет не более 5–7 минут. Bruker Biotyper (Bruker 
Daltonics) и Vitek MS (bioMrieux) являются 
двумя наиболее широко используемыми си-
стемами MALDI-TоF MS для бактериальной 
идентификации в диагностических микробио-
логических лабораториях [30–31]. 

Традиционные микробиологические мето-
ды бактериальной идентификации включают 
в себя культуру, микроскопическое исследова-
ние и биохимическое тестирование. Эти про-
цедуры могут быть точными и надежными, по 
крайней мере, для большинства классических 
микробных патогенов, но они также отнима-
ют много времени, трудоемки и требуют 
специально обученного персонала для пра-
вильной интерпретации результатов.

При оценке работы базы данных MALDI-
TоF MS показали хорошие результаты [32–
37]. В первой оценке точности система 
Biotyper правильно определила 95,4% от 1660 
чистых бактериальных культур испытания, 
84,1% на уровне видов и 11,3% на уровне рода 
[38]. Отсутствие идентификации и распозна-
вания было в основном из-за недостаточной 
записи в базе данных для некоторых видов 
бактерий, но эти ограничения могут быть пре-
одолены путем пополнения спектров базы 
данных [39–40]. В общем, чем выше качество 
исходной базы данных, являющейся осново-
полагающей предпосылкой для правильной 
идентификации культур бактерий, тем досто-
вернее будут полученные результаты.

Совершенствование базы данных записей 
с несколькими спектрами хорошо изученного 
вида дают высокие ставки для идентифика-
ции, к хорошо изученным видам относятся 
Clostridium spp. и Helicobacter pylori. Однако 
для микроорганизмов со сложной клеточной 
стенкой, таких как Mycobacterium spp. [41–
43], точность идентификации часто не опти-
мальна, и конкретная предварительная обра-
ботка может потребовать извлечение белка до 
проведения MALDI-TоF MS [44–45]. Кроме 
того, определение некоторых видов бактерий 
также может быть проблематично, особенно 
это касается грамположительных бактерий, 

таких как Streptococcus pneumoniae схожих 
с клеточной мембраной группы Streptococcus 
oralis/mitis и Listeria spp., но и некоторых гра-
мотрицательных бактерий, таких как Shigella 
spp., имеющих низкий уровень различия в по-
следовательности рибосомального белка 
с Escherichia coli и некоторых Enterobacter 
spp.; помимо этого у MALDI-TоF MS могут 
возникнуть проблемы с идентификацией 
анаэробов на уровне видов. Идентификация 
микроорганизмов в полимикробных образцах 
MALDI-TоF MS тоже сложна, хотя некоторые 
исследования показали, что может быть осу-
ществима [46–47]. Во многих случаях преоб-
ладающий микроорганизм среди тех, кто вы-
рос в культуре крови может быть верно иден-
тифицирован.

Неуклонно возрастает частота инвазивных 
грибковых инфекций, в основном из-за расту-
щего числа пациентов с ослабленным имму-
нитетом вследствие длительного применения 
антибиотиков широкого спектра действия. 
MALDI-TоF MS представляет собой надеж-
ный инструмент для повседневной быстрой 
идентификации клинически значимых гри-
бов. Однако, благодаря своей толстой клеточ-
ной стенке, получение высококачественных 
спектров MALDI-TоF MS грибковых патоге-
нов является более сложным процессом, чем 
для большинства видов бактерий, и требует 
оптимизации и стандартизации культурных 
сред, условий роста и процедур экстракции 
[49–50]. Для получения достоверного резуль-
тата клеточная стека грибов должна быть ли-
зирована в 70% муравьиной кислоте и/или 
механически нарушена.

Применение метода MALDI-ToF MS, по-
мимо ускорения идентификации микроорга-
низмов, открывает новые перспективы по 
определению их чувствительности к антибио-
тикам и противомикотическим средствам [51–
52]. Первоначальные исследования проводи-
лись на обнаружении продуктов гидролиза 
беталактамных антибиотиков под действием 
бетлактамаз. С этой целью сначала произво-
дится краткосрочная (1–3 ч) инкубация иссле-
дуемой культуры бактерий с тестируемым ан-
тибиотиком, после чего, при наличии гидро-
лиза, с помощью MALDI-TоF MS могут быть 
обнаружены характерные молекулярные 
ионы, подтверждающие наличие β-лактамаз 
[53–56]. Также есть разработки по определе-
нию чувствительности грибов рода Candida 
к флуконазолу и некоторым другим.

ЗАкЛюЧЕниЕ
MALDI-TоF MS обеспечивает новый подход 

для быстрой, надежной, и рентабельной иден-
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тификации микробных агентов [57–59]. Не-
сколько исследований показали, что точность 
MALDI-TоF MS в определении культуры ми-
кроорганизмов сопоставима или превосходит 
автоматизированные системы, основанные 
на биохимических и других фенотипических 
тестах [60–63]. Действительно, в настоящее 
время многие лаборатории полагаются на 
MALDI-TоF MS для рутинного распознавания 
микробных агентов и могут использовать ав-
томатизированные системы определения для 
подтверждения неизученных штамов (Low-
score), таким образом достигая правильных 
показателей идентификации бактерий очень 
близкий результат к 100% в целом [64–66]. В 
настоящее время разрабатываются и оцени-
ваются другие виды применения MALDI-TоF 
MS в диагностической микробиологии, такие 
как анализ прямых проб, прогнозирование 
устойчивости к противомикробным препара-
там и типирование штаммов, изучая возмож-
ности и пределы этой технологии [67–69].
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