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Цель. Оценить результаты ускоренной идентификации микроорганизмов, выделенных из положитель­
ных гемокультур, полученных от пациентов различных отделений крупного многопрофильного стаци­
онара, с помощью времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной де­
сорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) и сопоставить их с классическими культуральными методами.
Материалы и методы. В период с 2017 по 2018 гг. в исследование вошло 109 положительных гемо­
культур от 73 пациентов МАУ ГКБ №40 в возрасте от 1 года до 83 лет. Образцы крови были взяты 
в асептических условиях из двух периферических вен по стандартному протоколу в 12 отделениях 
ЛПУ. Идентификацию микроорганизмов производили 2 методами: фенотипическим (с использовани­
ем автоматического бактериологического анализатора Vitek 2 (BioMerieux, Франция), биохимических 
тестов, окраски по Граму, теста на каталазу, оксидазу, латекс-агглютинации) в лаборатории микро­
биологии и методом MALDI-TOF MS на анализаторе Vitek MS (BioMerieux, Франция) в лаборатории 
«QualityMed». Транспортировка крови из ЛПУ в лабораторию осуществлялась с помощью курьера, 
время доставки варьировало от 7 ч. до 2 суток. Из исследования были исключены полимикробные 
гемокультуры (4 флакона), случаи фунгемии (4 флакона), а также 1 флакон из-за поздних сроков 
доставки. 
Результаты. Всего из 100 флаконов, включенных в исследование, было выделено 70 штаммов грам­
положительных и 29 штаммов грамотрицательных бактерий. Еще 1 штамм Streptococcus pneumoniae 
не был получен в культуре из-за явления аутолиза. В целом, процент успешной ускоренной иденти­
фикации по всем группам бактерий составил 86,0%, при этом для грамотрицательных палочек он 
достигал 100%, для грамположительных кокков – 83,5%. 
Выводы. Применение методов ускоренной идентификации положительных гемокультур с помощью 
MALDI-TOF MS позволяет быстрее и надежнее определять возбудителей грамотрицательных бактери­
емий. Эффективность ускоренной детекции грамположительных кокков снижается до 83,5%. 
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Objective. To evaluate the results of accelerated identification of microorganisms isolated from positive 
hemocultures obtained from patients of various departments of a large multi-profile hospital by MALDI-TOF 
MS and to compare them with classical cultural methods. 
Materials and methods. In the period from 2017 to 2018, the study included 109 positive blood cultures 
from 73 patients from UIA GKB number 40 at the age of 1 to 83 years. Blood samples were taken in 
aseptic conditions from 2 peripheral veins according to the standard protocol in 12 departments of the 
health facility. Identification of the grown up colonies was carried out by 2 methods: phenotypic (using the 
automatic bacteriological analyzer Vitek 2 (BioMerieux, France), biochemical tests, Gram stain, catalase 
test, oxidase, latex agglutination) in the laboratory of microbiology and MALDI-TOF MS on the Vitek MS 
analyzer (BioMerieux, France) in the QualityMed laboratory. The transportation of blood from the health 
facility to the laboratory was carried out with the help of a courier, the delivery time varied from 7 hours to 
2 days. Polymicrobial hemocultures (4 vials), cases of fungemia (4 vials), and also 1 vial because of late 
delivery times are excluded from the study. 
Results. In total, out of 100 vials included in the study, 70 strains of Gram-positive bacteria and 29 strains 
of Gram-negative bacteria were isolated. Another 1 strain of Streptococcus pneumoniae was not obtained 
in culture due to the phenomenon of autolysis. In general, the percentage of successful accelerated 
identification for all groups of bacteria was 86.0%, and for gram-negative rods it reached 100%, for 
gram-positive cocci – 83.5%. 
Conclusions. The use of methods for accelerated identification of positive blood cultures with MALDI-TOF 
MS allows faster and reliable detection of pathogens of gram-negative bacteremia. The effectiveness of 
detection of gram-positive cocci is reduced to 83.5%.
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Введение

К настоящему времени накопилось немало доказа­
тельств клинической пользы ранней диагностики тяже­
лых инфекций и определения их этиологии [1-5]. Одной 
из технологией, позволяющей ускорить диагностику 
бактериемии, является время пролетная матрично-ас­
социированная лазерная десорбционная ионизацион­
ная масс-спектрометрия (MALDI-TOF MS). В настоящее 
время она принята как новый стандарт идентификации 
микроорганизмов в некоторых биологических средах и 
теперь применяется в микробиологических лаборатори­
ях во многих странах мира [6]. Технология MALDI-TOF 
MS использует мягкую лазерную десорбцию для того, 
чтобы ионизировать структурные элементы (главным 
образом, белки рибосом) бактерий и грибов, а затем 
разделять молекулы по их массе. В 2009 г. Stevenson 
и соавт. опубликовали первое сообщение об успешной 
идентификации микроорганизмов взятых напрямую из 
положительных флаконов крови [7]. MALDI-TOF MS 
ранее не использовалась для идентификации непосред­
ственно из положительных флаконов крови в силу того, 
что для получения приемлемого спектра необходима 
высокая плотность микроорганизмов, а также потому, 
что гемоглобин и протеины сыворотки искажают интер­
претацию белкового спектра бактерий. С целью повы­
шения надежности диагностики, авторы использовали 
пробирки с гелем, с помощью которого добивались раз­
деления клеточных элементов крови, белков и сыворот­
ки. При этом для исследования собирался осадок бак­
териальных клеток, находящийся на поверхности геля. 
Затем выполнялась экстракция протеинов с помощью 
добавления муравьиной кислоты и ацетонитрила. Ис­
пользование этой методики в работе с положительными 
гемокультурами позволило добиться успешной иденти­
фикации микроорганизмов в 75,8% случаев. 

В последующее десятилетие данная методика по­
лучила развитие, но, в отсутствии общепризнанного 
стандартизированного подхода, появилось много «до­
машних» методов: лизис-фильтрация [8, 9], центрифу­
гирование [10, 11], сапонин-метод [12, 13, 14] и ком­
мерческий набор MALDI Sepsityper kit (Bruker Daltonics, 
Германия) [15]. Проведенные к настоящему времени в 
РФ исследования касались двух достаточно узких ка­
тегорий пациентов: новорожденные и пациенты после 
кардиохирургических вмешательств, имеющих доста­
точно специфичную этиологическую структуру [11, 14, 
16]. Кроме того, у пациентов после кардиохирургиче­
ских операций развивалась исключительно нозокоми­
альная инфекция, со своими локальными особенностями 
конкретного лечебного учреждения. Между тем, удель­
ный вес кардиохирургических больных в общей популя­
ции лиц, перенесших оперативные вмешательства, до­
статочно ограничен. При исследовании новорожденных 
применялся метод ПЦР, где в качестве диагностических 
зондов использовались праймеры только для 8 родов и 
11 видов бактерий. Очевидно, что вынесение более убе­
дительных заключений об информационной значимости 
методики при такой ограниченной популяции пациентов 
и ее реализации в высоко оснащенных лаборатори­
ях страны, а также скромном наборе диагностических 

возможностей не является возможным. Отсутствие офи­
циальной регистрации метода для идентификации бак­
терий из гемокультур в России служит дополнительным 
мотивом для активного продолжения исследований сре­
ди более широкого спектра микроорганизмов с целью 
оценки его клинической пользы. 

Цель исследования: оценить результаты ускорен­
ной идентификации микроорганизмов, выделенных из 
положительных гемокультур, полученных от пациентов 
различных отделений крупного многопрофильного ста­
ционара, с помощью MALDI-TOF MS и сопоставить их 
с результатами классических культуральных методов.

Материалы и методы

Взятие крови у пациентов для культурального иссле­
дования проводилось в Муниципальном автономном 
учреждении «Городская клиническая больница №40» 
Екатеринбурга (МАУ ГКБ №40) в 2017-2018 гг. МАУ 
ГКБ №40 является крупным многопрофильным стаци­
онаром Екатеринбурга, в котором развернуто 1506 
коек в составе 47 подразделений, где ежегодно полу­
чает лечение более 50 тыс. человек. Всего выполнено 
исследование 109 положительных гемокультур от 73 
пациентов в возрасте от 1 года до 83 лет. Из них де­
тей – 2 и взрослых 71 человек. Сорок один (56,16%) 
человек были пациентами трех отделений реанимации 
(поливалентной, нейрохирургической, инфекционной). 
Образцы крови были взяты в асептических условиях из 
периферической вены по стандартному протоколу в 12 
отделениях ЛПУ. Кровь доставлялась в лабораторию 
микробиологии МАУ ГКБ №40 сразу после ее взятия. 
Показанием к исследованию крови на стерильность 
было наличие верифицированного очага или подозре­
ние на него в сочетании с признаками остро возникшей 
органной дисфункции, связанной с инфекцией. Наличие 
органно-системной дисфункции и ее тяжесть определя­
лись согласно значениям шкалы SOFA [17]. Флаконы 
c кровью инкубировали в анализаторах гемокультур 
BacT/ALERT 3D120 (BioMérieux, Франция) и BACTEC 
(Becton Dickinson, США). После сигнала прибора о ро­
сте микроорганизмов из флаконов отбиралось по 5 мл 
аликвоты в стерильные пробирки. Затем по 10 мкл 
аликвоты высевали на 5% кровяной агар (обогащенный 
сывороткой и дрожжевым экстрактом), шоколадный 
агар, среду Сабуро. Засеянные чашки инкубировали в 
атмосфере, содержащей 5% CO2 при 37°C в течение 
16-24 ч. Для анаэробной субкультуры – чашки с анаэ­
робным 5% кровяным агаром инкубировали при 37°С 
в анаэростате. Идентификацию выросших колоний про­
изводили 2 методами: фенотипическим (с использовани­
ем автоматического бактериологического анализатора 
Vitek 2 (BioMerieux, Франция), для идентификации гри­
бов – панели API ID 32C (BioMerieux, Франция), окраски 
по Граму, теста на каталазу, оксидазу) и методом MALDI-
TOF MS на анализаторе Vitek MS (BioMerieux, Франция). 
Нами исключены из исследования полимикробные гемо­
культуры (4 флакона), а также 1 флакон из-за поздних 
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Удаление супернатанта Осадок интактных  
бактериальных клеток

сроков доставки. Идентификация микроорганизмов, 
выделенных из положительных гемокультур, получен­
ных от пациентов различных отделений стационара, с 
помощью MALDI-TOF MS выполнялась в лаборатории 
«QualityMed» Екатеринбурга. Транспортировка крови 
в лабораторию осуществлялась с помощью курьера, 
время доставки варьировало от 7 ч. до 2 суток. В ос­
нове ускоренной методики лежит модифицированный 
метод интактных клеток с использованием раствора са­
понина в качестве лизирующего компонента [18, 19]. 
На 1-м этапе происходит осаждение крупнодисперсных 
частиц и лизис форменных элементов, отмывка. После 
этого осадок бактериальных клеток готов для нанесе­
ния на слайд. На 2-м этапе – нанесение бактериальной 
массы на 2-3 точки слайда, покрытие 1 мкл матрицы  
(α-циано-3-гидроксикоричная кислота), высушивание, 
считывание прибором масс-спектров и сравнение с базой 
данных. Данный метод имеет некоторые преимущества 
перед методом экстракции: сокращается количество ма­
нипуляций и экономится время, осадок бактерий являет­
ся «жизнеспособным», т.е. он пригоден для дальнейших 
этапов исследования (определения чувствительности 
к антибиотикам, ПЦР-диагностики для обнаружения 
генов антибиотикорезистентности, латекс-агглютина­
ции) [20, 21]. Включение в протокол этапа добавления 
раствора сапонина для гемолиза эритроцитов повы­
шает чувствительность методики. Было отмечено, что 
некоторые бактерии, чаще всего грамположительные 
кокки, имеют «привязанность» к эритроцитам и могут 
быть удалены вместе с ними в некоторых протоколах 
исследования (центрифугирование в пробирках с гелем 
и др.) [22]. Схематично ускоренная идентификация бак­
терий из положительных гемокультур представлена на 
Рисунке 1. Если интенсивность пиков была недостаточ­
на для адекватной идентификации микроорганизма, то 
выполняли повторное нанесение осадка клеток, и экс­
тракция белков проводилась непосредственно на слай­
де «сэндвич-методом» (добавление 1 мкл ацетонитрила, 
1 мкл муравьиной кислоты, 1 мкл матрицы с последо­
вательным высушиванием на воздухе). Латекс-агглюти­
нацию проводили по стандартной методике, используя 
для антигена Streptococcus pneumoniae набор Pastorex 
Meningitidis (Bio-Rad, Франция), для Streptococcus 
pyogenes – PathoDxtra Strep Grouping Kit (Thermo Fisher 
Scientific, Великобритания).

Результаты

Результаты ускоренной идентификации микроорга­
низмов из положительных гемокультур представлены 
в Таблице 1. Методом сравнения выступал метод суб­
культивирования на твердых питательных средах, при 
котором чистые культуры микроорганизмов идентифи­
цировались методом MALDI-TOF MS. Всего из 104 фла­
конов, включенных в исследование, было выделено 70 
штаммов грамположительных бактерий, 29 штаммов 
грамотрицательных бактерий, 4 штамма дрожжеподоб­
ных грибов. Еще 1 штамм S. pneumoniae не был получен 
в культуре из-за явления аутолиза. 

При применении ускоренной методики коррек­
тно идентифицировано 86 штаммов микроорганиз­

Рисунок 1. Схема ускоренной идентификации микроорганизмов 
из положительных гемокультур

мов (82,7%), из них 29 штаммов грамотрицательных 
бактерий. Среди всех грамположительных бактерий, 
представленных как кокками, так и палочками, не 
удалось идентифицировать ускоренным методом 14 
штаммов бактерий (80,3%). В одном случае культура 
S. pneumoniae лизировалась, а ускоренная идентифика­
ция проведена методом латекс-агглютинации. В целом, 
процент успешной ускоренной идентификации по всем 
группам бактерий составил 86,0%, при этом для грамо­
трицательных палочек он достигал 100%, а для грам­
положительных кокков (традиционно подразумеваются 
стафилококки, стрептококки, энтерококки) – 83,5%. 

Что касается возбудителей фунгемий, то их не уда­
лось идентифицировать ускоренным методом. В нашем 
исследовании фунгемия в трех случаях была вызвана 
Cryptococcus neoformans и в одном случае – Lodderomyces 
elongisporus.

Мы установили, что в 100% (29/29) совпадение 
идентификации рутинными методами и методами с при­
менением MALDI-TOF MS касалось бактерий порядка 
Еnterobacterales (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis) и неферментирую­
щих грамотрицательных бактерий (НГОБ); другие грам­
отрицательные микроорганизмы в нашем исследовании 
не были причиной бактериемии. В некоторых случаях 
наблюдалось расхождение результатов (9% случаев), по­

Аликвота положительной гемокультуры – 5 мл

Центрифугирование 400 г 1 мин

1 мл супернатанта

+500 мкл 5% р-ра сапонина, перемешивание 3-5 сек

Инкубирование при комнатной t 15 мин

Центрифугирование 13,000 г 1 мин

Центрифугирование 13,000 г 1 мин

Центрифугирование 13,000 г 1 мин

Нанесение на 2-3 точки слайда и покрытие 1 мкл матрицы

Удаление супернатанта

Удаление супернатанта

+500 мкл фосфато-солевого буфер­
ного р-ра, перемешивание 3-5 сек

+500 мкл стерильной деионизиро­
ванной воды, перемешивание  

3-5 сек



Идентификация бактерий из гемокультур с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии

Аминева П.Г. и соавт.

КМАХ . 2018 . Том 20. №4

384

ОПЫТ РАБОТЫ

Мы полагаем, что в данном случае дискордантные 
результаты обусловлены отличиями базовых основ при­
меняемых методов: фенотипический подход – в класси­
ческой методике и протеомный – в масс-спектрометри­
ческом анализе.

Среднее время индикации роста микроорганизмов 
во флаконах, включая грибы, составило 13,9 ч., для 
грамотрицательных бактерий – 11,2 ч., для грамполо­
жительных – 13,2 ч. Затраты времени на проведение 
ускоренной методики, включая пробоподготовку и счи­
тывание прибором масс-спектров, составляли 1-1,5 ч. в 
зависимости от количества проб.

Обсуждение

Многие авторы указывают, что независимо от метода 
ускоренной идентификации, процент успешной иденти­
фикации всегда меньше у грамположительных бактерий, 
особенно в группе коагулазонегативных стафилококков 
[12, 23-25]. Было высказано предположение, что бо­
лее прочная клеточная стенка (за счет наличия около 
40 слоев муреина) уменьшает эффективность экстрак­
ции белков, а также медленный рост некоторых видов 
способствует тому, что после извлечения формируемый 
осадок имеет недостаточный объем. Данное положе­
ние справедливо и для грибов. Подсчитано, что метод 
MALDI-TOF MS требует около 105 колониеобразующих 
единиц (КОЕ), чтобы иметь достаточное количество бак­
териальных рибосомальных белков и получить надеж­
ную интенсивность пиков, являющихся специфичными 
для определенного патогена [26]. 

В этом случае необходимо попытаться провести 
идентификацию другими доступными методами, напри­
мер, используя латекс-агглютинацию для выявления 
антигенов. Прежде всего, забирая аликвоту крови из 
флакона, можно обратить внимание на ее состояние 
после инкубирования, это касается, прежде всего, ге­
молиза. Получая осадок бактериальных клеток из кро­
ви, можно заметить, что цвет осадка имеет чаще всего 
характерный белый цвет у грамотрицательных бакте­
рий (Рисунок 2а), а у грамположительных бактерий се­
мейства Streptococcaceae (по нашим наблюдениям у 
S. pneumoniae, S. pyogenes), а также реже у Enterococcus 
faecalis – зеленовато-коричневый (Рисунок 2б), обуслов­
ленный присутствием метгемоглобина. Таким образом, 

Таблица 2. Дискордантные результаты при идентификации методами с применением MALDI-TOF MS и фенотипическим методом (n=10)

Ускоренный метод  
(MALDI-TOF MS)

Субкультивирование 
+ MALDI-TOF MS

Результат идентификации  
фенотипическим методом

Leuconostoc mesenteroides Leuconostoc mesenteroides Streptococcus spp.

Bacillus cereus group Bacillus cereus group Грам+ споровые палочки

2 Staphylococcus hominis 2 Staphylococcus hominis 2 Staphylococcus epidermidis
Нет идентификации Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus

Нет идентификации Weissella confusa Streptococcus spp.
Staphylococcus capitis Staphylococcus capitis Staphylococcus warneri
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Staphylococcus lentus/xylosis

Нет идентификации Clostridium paraputrificum Clostridium perfringens

Нет идентификации Lodderomyces elongisporus Candida albicans

Таблица 1. Результаты идентификации микроорганизмов при 
использовании ускоренного метода (n=104)

Группа Микроорганизм Всего 
штаммов, 

n

Всего 
успешно 

идентифи­
цированных 
ускоренным 
методом, n

Enterobacterales Escherichia coli 14 14

Klebsiella 
pneumoniae 

8 8

Enterobacter 
cloacae/asburiae

2 2

Proteus mirabilis 3 3

НГОБ* Pseudomonas 
aeruginosa

2 2

Staphylococcus 
spp.

S. aureus 37 30

S. capitis 2 2

S. epidermidis 7 5

S. hominis 6 6

S. haemolyticus 5 3

Enterococcus spp. E. faecalis 5 5

Streptococcus spp. S. pneumoniae 3(+0)** 2(+1)**
S. pyogenes 1 1

Другие Leuconostoc 
mesenteroides

1 1

Weissella confusa 1 0

Bacillus cereus 
group

1 1

Clostridium 
paraputrificum

1 0

Грибы Cryptococcus 
neoformans

3 0

Lodderomyces 
elongisporus

1 0

* НГОБ – неферментирующие грамотрицательные бактерии.
** В одном случае культура лизировалась, ускоренная идентифи­
кация методом латекс-агглютинации.

лученных при идентификации фенотипическим методом 
(на основании биохимических, микроскопических, мор­
фологических свойств) и методом масс-спектрометрии. 
Как следует из Таблицы 2, это касалось практически ис­
ключительно грамположительных микроорганизмов.
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используя данные визуального наблюдения, можно по­
добрать латекс-тест для обнаружения стрептококкового 
антигена. Кроме того, можно повысить процент иденти­
фикации S. aureus, применяя латекс-тест для стафило­
коккового антигена. 

Так, методами с применением MALDI-TOF MS (как 
ускоренным, так и путем выделения чистой культу­
ры) был идентифицирован Leuconostoc mesenteroides. 
Leuconostoc  – род грамположительных бактерий, 
входящих в семейство Leuconostocaceae, порядок 
Lactobacillales. В мазке, как правило, представлены кок­
ковыми формами, образующими цепочки, что делает их 
похожими на стрептококки. Их особенностью является 
природная устойчивость к ванкомицину, поэтому важ­
на идентификация этого редко встречающегося в кли­
нической практике патогена. Данный микроорганизм 
рутинным методом был идентифицирован до рода 
Streptococcus. Между тем, показано его клиническое 
значение при выделении из крови у иммунокомпромети­
рованных пациентов [30] и у детей [31].

Другим примером преимущества идентификации с 
помощью MALDI-TOF MS служит детекция еще одного 
микроорганизма, вызывающего бактериемию у опреде­
ленной категории пациентов, – Bacillus cereus [32]. При 
этом рутинным методом данный микроорганизм не был 
идентифицирован, а по микроскопическим признакам 
был отнесен к группе грамположительных спорообра­
зующих палочек. 

Еще одним примером расхождение результатов, по­
лученных разными методами, является идентификация 
дрожжеподобного гриба Lodderomyces elongisporus, 
относящегося к порядку Saccharomycetales, семейству 
Saccharomycetaceae. В отличие от дрожжеподобных гри­
бов рода Candida, образует аски с 1 или 2 аскоспора­
ми, истинный мицелий отсутствует (в отличие от Candida 
albicans), но может формироваться псевдомицелий, 
сахара сбраживает слабо [33]. На хромогенной среде 
для дрожжевых грибов (BBL Chromagar Candida, Becton 
Dickinson) колонии L. elongisporus имеют ярко выра­
женный бирюзовый цвет [34]. По данным литературы, 
L.  elongisporus высевается из образцов крови, таким 
образом, подчеркивается роль этого вида в этиологии 
фунгемии, чаще всего связанной с катетерами [35, 36]. 

В остальных случаях расхождение результатов на­
блюдалось на уровне вида в группе коагулазонегатив­
ных стафилококков и Clostridium spp., что не имело кли­
нического значения. 

Учитывая значимые различия в чувствительности 
грамотрицательных бактерий (P. aeruginosa, некоторых 

Еnterobacterales), точная идентификация ускоренным ме­
тодом важна и может позволить более быструю опти­
мизацию таргетной терапии, особенно с учетом данных 
локального микробиологического мониторинга [23].

Ограничения исследования
Ограничением нашего исследования является то, 

что образцы крови для ускоренной идентификации не 
были сразу включены в диагностику. Такая задержка 
могла привести к переоценке возможности метода из-
за дополнительного роста микроорганизма и концен­
трации белков, или, наоборот, могла снизить процент 
успешной идентификации лабильных микроорганизмов, 
которые подверглись аутолизу. Данный метод ускорен­
ной диагностики не использовался для обнаружения в 
крови смешанных культур.

Заключение

Применение методов ускоренной идентификации 
положительных гемокультур с помощью MALDI-TOF MS 
позволяет надежно определять возбудителей грамотри­
цательных бактериемий, однако эффективность уско­
ренной детекции грамположительных кокков снижается 
до 83,5%. 
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Рисунок 2. Осадок бактериальных клеток Escherichia coli после 
пробоподготовки
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