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Клинические микробиологические лаборатории в 
настоящее время действуют, используя смесь высоко- и 
низко-технологичных методик. Несмотря на огромные 
шаги вперед методов диагностики, основанных на ам-
плификации нуклеиновых кислот, клинические микро-
биологические лаборатории в значительной мере пола-
гаются на культурирование бактерий и грибов для целей 
диагностики из-за обилия и разнообразия потенциально 
изолируемых организмов. Для выделения чистой куль-
туры используют плотные (например, кровяной агар) 
или жидкие (например, бульон) питательные среды. 
Обнаружив рост (колонию), приступают к ее иденти-
фикации. Исторически идентификация рассматривалась 
как комплексная задача, ей посвящены многочисленные 
руководства. Традиционная (фенотипическая) иден-
тификация бактерий и грибов включает морфологию, 
окраску и биохимические тесты (ручные или автома-
тизированные панели). Ручные биохимические тесты 
выполняются быстро, но они идентифицируют лишь 
ограниченное число типов организмов. Автоматизиро-
ванные системы (VITEK® , bioMerieux; BD Phen ix™ 
Automated Microbiology System; MicroScan® Siemens 
Healthcare Diagnostics) идентифицируют более широкий 
круг организмов, однако требуют более длительного 
времени и дорогих расходных материалов. Пользова-
тель часто должен a priori знать тип микроорганизма, 

который исследуется (например, грамотрицательные па-
лочки). Внедрение MALDI-TOF-масс-спектрометрии в 
работу клинических микробиологических лабораторий 
заметно изменило производственный процесс, позволяя 
точно, быстро и недорого идентифицировать бактерии 
и грибы. Применение в клинической микробиологии 
масс-спектрометрии и информационных технологий 
вводит новую методологию идентификации бактерий и 
грибов.

Использование MALDI-TOF-масс-спектрометрии в 
клинических микробиологических лабораториях можно 
объяснить этапами производственного процесса. Изоли-
рованную колонию, выросшую на плотной питательной 
среде, отбирают и помещают на определенное место на 
пластину MALDI-TOF-масс-спектрометра, которая может 
иметь определенное количество тестовых позиций (на-
пример, 24, 48, 96, 384). Микроорганизм, размещенный 
на пластине, покрывают небольшим количеством матри-
цы (например, 1-2 мкл α-циано-4-гидроксициннамовой 
кислоты, разведенной в 50% ацетонитриле и 2,5% три-
фторуксусной кислоте). Пластина высушивается (обычно 
в течение 5 мин или меньше). Идентификацию, контроль 
контаминации реагентами и исследования калибровоч-
ных стандартов производят в отдельных позициях пла-
стины. Пластина помещается в камеру MALDI-TOF-
масс-спектрометра. Процесс автоматизирован (после 
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Перспективы лабораторной аналитики

калибровки инструмента), масс-спектры изолята гене-
рируются и сравниваются с базой данных референтного 
спектра. Программа сопоставляет спектр исследуемого 
изолята с известными спектрами из библиотеки данных, 
фиксируя перечень возможных микроорганизмов (ранжи-
рованных по шкале или в процентах) и оценивая уровень 
доверительности идентификации. Не требуется формаль-
ной интерпретации масс-спектра технологом, поскольку 
задача решена программой в аналоговом режиме по си-
стеме поиска Google. Одновременно могут быть исследо-
ваны несколько изолятов. Аналитическое время оборота 
теста составляет ≤ 3 мин на изолят. Для проведения ис-
следования требуется мало расходных материалов и реа-
гентов, пластины могут использоваться многократно, что 
делает этот вид исследований в известной степени “зе-
леным” по сравнению с основанными на традиционных 
биохимических тестах автоматических инструментах. По 
желанию лаборатория может заказать одноразовые пла-
стины для MALDI-TOF-масс-спектрометра.

Каким образом MALDI-TOF-масс-спектрометрия 
идентифицирует бактерии и грибы? Интактный орга-
низм внедрен в матрицу, которая способствует последо-
вательной десорбции и ионизации микробных белков. 
Высушенное пятно, содержащее матрицу и микроорга-
низм, подвергается множественным ударам лазера. Ма-
трица защищает микробные белки, переводит энергию 
лазера в энергию возбуждения и способствует десорб-
ции [испарению] и ионизации микробных белков, кото-
рые первоначально в высокой степени насыщены рибо-
сомальными белками, хотя аналиты не идентифицирова-
ны специфично. Ионизированные аналиты поступают в 
проточный канал и разделяются соответственно их соот-
ношениям масса–заряд, хотя, поскольку аналиты обыч-
но одинаково заряжены MALDI-масс-спектрометрией, 
разделение осуществляется соответственно одной мас-
се. Небольшие аналиты двигаются быстрее и достигают 
детектора первыми, затем поступают все более крупные 
аналиты. Формируется масс-спектр, представляющий 
число ионов, достигших детектора в конце проточного 
канала за определенное время (время пролета).

MALDI-TOF-масс-спектрометрия полезна для при-
менения в клинической микробиологии за счет сочета-
ния мощных аналитических возможностей и хорошо со-
ставленной базы данных о спектрах, которые представ-
ляют клинически значимые бактерии и грибы. Доступны 
две коммерческие системы (включающие коммерческие 
базы данных) – Bruker Biotyper (Bruker Daltonics) и VI-
TEK® MS (bioMerieux). Как и с любой системой иден-
тификации, ограничения каждой базы данных должны 
быть ясны, особенно в отношении тех организмов, кото-
рые не были захвачены или были неправильно иденти-
фицированы. В целом базы данных коммерческих систем 
достаточны для аэробных грамотрицательных палочек и 

грамположительных кокков, но могут быть неполными 
для эзотеричных организмов [например, анаэробные 
бактерии]. Ввиду быстроменяющихся номенклатуры и 
описания новых видов необходимо постоянное обнов-
ление коммерческих баз данных, используемых в кли-
нических лабораториях. Лаборатории способны состав-
лять собственные базы данных о масс-спектрах, собирая 
реквизиты клинических изолятов.

Насколько хорошо осуществляется идентификация 
микроорганизмов с применением MALDI-TOF-масс-
спектрометрии? На этот вопрос пытались ответить мно-
гие исследователи. В клинике Мейо автор сравнивал ав-
томатическую систему идентификации, основанную на 
биохимических тестах [автоматическая микробиологи-
ческая система BD Phoenix] с масс-спектрометрической 
системой Bruker Biotyper для идентификации грамотри-
цательных бактерий. BD Phoenix правильно идентифи-
цировал 363 (83%) и 330 (75%) изолятов до рода и вида, 
тогда как система масс-спектрометрии правильно иден-
тифицировала 408 (93%) и 360 (82%) изолятов до рода 
и вида, статистически превзойдя сравниваемую систему. 
Система Bruker Biotyper оценена в отношении способно-
сти идентифицировать 298 клинических изолятов стафи-
лококков, стрептококков и близких им родов [1]. Система 
MALDI-TOF-масс-спектрометрии правильно идентифи-
цировала 284 (95%) и 207 (69%) изолятов до рода и вида 
соответственно. Был произведен анализ в подгруппах ста-
филококков, стрептококков, энтерококков (n=217) и близ-
ких им родов (n=81). В первой подгруппе 213 (98%) и 171 
(79%) изолят идентифицированы до рода и вида соответ-
ственно. В подгруппе близких им родов только 71 (88%) и 
36 (44%) изолятов идентифицированы до рода и вида со-
ответственно. Система Bruker Biotyper также валидиро-
вана в отношении идентификации рода Corynebacterium 
как наиболее проблемного в отношении идентификации 
до рода по сравнению с обычными грамотрицательными 
бактериями и грамположительными кокками. 90 (87%) 
из 92 изолятов были идентифицированы до вида, иден-
тификация была точной за исключением Corynebacterium 
aurimucosum, которую перепутали с близкой Corynebac-
terium minutissimum. Система Bruker Biotyper применена 
также для идентификации 138 обычных и 103 архивных 
изолятов плесени; установлено 96 и 85% точных иденти-
фикаций до рода для обычных и музейных образцов пле-
сени соответственно. Дальнейшая оценка дерматофитов 
(n=171) с помощью системы Bruker Biotyper идентифи-
цировала 93% изолятов дерматофитов до уровня рода и 
60% до уровня вида.

Исследователи из разных стран сообщают об иден-
тификации до рода в 96–99% случаев и до уровня вида 
в 85–97% при тестировании изолированных бактерий и 
плесеней с использованием Bruker Biotyper MALDI-TOF-
масс-спектрометрии (см. таблицу) [2–5]. MALDI-TOF-

Международный опыт применения системы Bruker Bioityper MALDI-TOF-масс-спектрометрии для рутинной идентификации бакте-
рий (и грибов) в клинической лаборатории

Изоляты Идентификация, % Страна Сравниваемые системы Источники  
литературычисло тип период выде-

ления, мес
до уров-
ня рода

до уровня 
вида

1371 Бактерии, грибы 1 98 93 Швейцария VITEK2, API, биохимические тесты Bizzini A. et al. [2]
1013 Бактерии 2 99 97 Франция Phoenix, API, биохимические тесты Bessede E. et al. [3]
468 Бактерии 3 97 92 Япония MicroScan, API, Phoenix Sogawa K. et al. [4]
2781 Бактерии 1 96 85 Австралия VITEK2, API, биохимические тесты Neville S.A. et al. [5]
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гигиенической практики, отличающейся от традицион-
но применяемой микробиологами, однако эта трудность 
может быть легко преодолена путем соответствующего 
обучения лабораторного персонала.

MALDI-TOF-масс-спектрометрия является качествен-
ным скачком вперед в идентификации бактерий и грибов 
в клинической микробиологической лаборатории. Бы-
страя и легкая идентификация бактерий и грибов с помо-
щью MALDI-TOF-масс-спектрометрии является неопро-
вержимым успехом для клинических лабораторий, и сни-
жение прямых и косвенных расходов (реагенты стоят 0,25 
долл. США на исследованный изолят, что во много раз 
ниже, чем для традиционной автоматизированной иден-
тификации, основанной на биохимических тестах) явля-
ется преимуществом для лабораторий и пациентов. При-
ведет ли внедрение MALDI-TOF-масс-спектрометрии в 
клинические микробиологические лаборатории к суще-
ственному улучшению исходов для пациентов, должны 
установить дальнейшие исследования.
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масс-спектрометрия использована для идентификации 
других видов бактерий (например, анаэробных бактерий, 
микобактерий) и грибов, хотя в некоторых случаях приме-
нены специальная обработка или усиленная база данных.

Стремясь внедрить новую технологию, клинические 
лаборатории должны сделать выбор между Bruker Bio-
typer и VITEK® MS, хотя ни одна из этих систем не по-
лучила одобрения Администрации США по пищевым 
продуктам и лекарствам (FDA) для исследования изо-
лятов пациентов. Аналитические принципы, лежащие 
в основе этих систем, близки, однако существуют фун-
даментальные различия в алгоритмах, использованных 
для идентификации организмов и в базах данных.Масс-
спектрометр Bruker MikroFlex LT является настольным 
прибором, тогда как VITEK® MS представлен напольной 
моделью. Числовые значения, образуемые программами 
каждой системы, производятся различными алгоритмами 
и представлены на отличающихся друг от друга шкалах и 
поэтому не являются взаимозаменимыми или обязатель-
но сопоставимыми. Несмотря на эти различия, характе-
ристики выполнения систем и точность идентификации 
изолятов остаются схожими в тех немногочисленных ис-
следованиях, которые проведены до настоящего време-
ни. Имеются указания на необходимость предваритель-
ной подготовки перед рутинным применением, включая 
установление точного порогового значения для надежной 
идентификации, разработку жесткого контроля качества 
и необходимость подготовительной экстракции [1].

Одним из ограничений этой технологии является от-
сутствие способности оценивать резистентность микро-
организмов к антимикробным препаратам. Проводится 
разработка такой методики, однако убедительных ре-
зультатов еще не достигнуто, требуются дальнейшие 
исследования и анализ методов, отличающихся от опи-
санных выше. Технология, за редкими исключениями, 
не применяется непосредственно к клиническим образ-
цам – микроорганизмы должны быть выделены в чи-
стой культуре. Быстрая идентификация микроорганиз-
мов, растущих на средах с гемокультурой, продолжает 
оставаться многообещающей методикой, но пока еще 
сохраняется необходимость подготовительной обра-
ботки. Применение масс-спектрометрии в клинической 
микробиологической лаборатории требует химической 
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Основание: в иммунной реакции участвует актива-
ция гетерогенных популяций Т- и В-клеток, что приво-
дит к разным степеням аффинности и специфичности 
для таргетных антигенов. Хотя разработано много тех-

нологий для изучения молекулярных путей, которые 
контролируют иммунность, имеется необходимость вы-
сокопроизводительных исследований для мониториро-
вания специфичности иммунной реакции.

* A d d r e s s  c o r r e s p o n d e n c e  t o  t h i s  a u t h o r  a t :  Center for Neurologic Diseases, Harvard Medical School, 77 Avenue Louis Pasteur, 
HIM 714, Boston, MA 02115. Fax 617-525-5305; e-mail: fquintana@rics.bwh.harvard.edu.
Перевод статьи публикуется в соответствии с соглашением между редколлегиями журналов “Clinical Chemistry” и “Клиническая лаборатор-
ная диагностика”.


