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Времяпролетная масс-спектрометрия 
с матричной лазерной десорбцией/ионизацией 
как современный метод анализа 
микроорганизмов
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В последнее время для индикации, идентификации и типирования микроорганизмов успешно применяется времяпро-
летная масс-спектрометрия с матричной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) – один из интенсивно 
развивающихся современных методов анализа органических соединений, в том числе белков. Возможность прямого 
исследования нелетучих высокомолекулярных соединений широкого диапазона значений масс определила успешное 
использование метода для изучения белковых экстрактов бактериальных клеток. В обзоре представлены примеры 
использования MALDI-TOF MS при анализе микроорганизмов и интерпретации полученных данных, определены 
основные преимущества и недостатки методики.
Ключевые слова: MALDI-TOF MS, белковое профилирование, индикация, идентификация

Для цитирования: Ковалев Д.А., Ульшина Д.В., Кузнецова И.В. Времяпролетная масс-спектрометрия с матричной лазерной десорбцией/иони-
зацией как современный метод анализа микроорганизмов. Бактериология. 2018; 3(1): 13–17. DOI: 10.20953/2500-1027-2018-1-13-17

Time-of-flight mass spectrometry with matrix laser 
desorption/ionization as a modern method of analysis 
of microorganisms

D.A.Kovalev, D.V.Ulshina, I.V.Kuznetsova

Stavropol Plague Control Research Institute of the Federal Service for Surveillance in the Sphere of Consumers Rights 
Protection and Human Welfare, Stavropol, Russian Federation

Recently, time-of-flight mass spectrometry with matrix laser desorption/ionization (MALDI-TOF MS), one of the most 
sophisticated technologies of modern organic analysis, including proteins, has been successfully used for the indication, 
identification and typing of microorganisms. The possibility of direct investigation of non-volatile high-molecular compounds. The 
method successfully used for studying protein extracts of bacterial cells because of possibility of direct investigation of non-
volatile high-molecular compounds of a wide range of mass values. The review presents examples of the use of MALDI-TOF 
MS in the analysis of microorganisms and interpretations, the main advantages and disadvantages of the methodology.
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Н естабильная обстановка по особо опасным, «возвра-
щающимся» и «новым» инфекциям, реальная угроза 

биотерроризма актуализируют вопрос внедрения новых 
методов индикации, идентификации и типирования микро-
организмов I–II групп патогенности и диагностики вызывае-
мых ими болезней [1].

Классические методы лабораторной диагностики патоген-
ных микроорганизмов, основанные на культивировании, изу-
чении особенностей метаболизма и антигенного строения, 
различной чувствительности к бактериофагам и антибио-
тикам, отличаются ресурсоемкостью. Данные методы, осно-
ванные на изучении фенотипических свойств, имеют некото-
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рые недостатки, связанные с относительной однородностью 
фено типических свойств штаммов, что определяет трудности 
в межвидовой дифференциации микроорганизмов [2–4].

Использование молекулярно-генетических методов иссле-
дования способствовало расширению возможностей диаг-
ностики инфекционных заболеваний, позволяя осущест-
влять прямое выявление фрагментов генома возбудителя 
в исследуемом материале.

Совершенствование лабораторной диагностики инфекци-
онных заболеваний предусматривает, в том числе, разра-
ботку новых методов исследования, позволяющих не только 
выявить, но и охарактеризовать возбудителя инфекцион-
ного заболевания.

В настоящее время внедрение времяпролетной масс-
спектрометрии с матричной лазерной десорбцией/ионизаци-
ей (MALDI-TOF MS) в систему индикации, идентификации 
и типирования патогенных микроорганизмов является акту-
альным направлением, но требует разработки стандарти-
зированных подходов к пробоподготовке, формированию и 
оценке масс-спектров, интерпретации полученных результа-
тов, а также подготовки нормативно-методических докумен-
тов, регламентирующих проведение всех этапов анализа.

MALDI-TOF MS – один из наиболее интенсивно развиваю-
щихся современных методов анализа органических соеди-
нений, в том числе белков. Возможность прямого исследо-
вания молекул массой 1–100 kDa определила успешное 
применение MALDI-TOF MS для изучения эндогенных и экзо-
генных низкомолекулярных метаболитов c m/Z (отношение 
массы иона к заряду) менее 1000 Da. Этой технологией 
успешно пользовались в течение нескольких десятилетий 
в химии, в 1975 г. Ангальт и Фенселау [5] впервые предпо-
ложили, что метод можно применить для исследования бак-
териальных культур. В подтверждение этого учеными были 
получены уникальные масс-спектры бактериальных экс-
трактов для бактерий разных родов. В 1980-х годах разви-
тие технологии десорбции/ионизации, в том числе плазмен-
ной десорбции (ПД), лазерной десорбции (ЛД) и бомбарди-
ровки быстрыми атомами (ББА), способствовало широкому 
использованию белкового профилирования с возможностью 
генерации молекулярных ионов биомаркеров микроорганиз-
мов [6]. Произошедшая в конце 1980-х гг. эволюция видов 
ионизации, завершившаяся появлением методов MALDI 
и электрораспыления (ESI), позволила проводить анализ 
крупных биомолекул, в частности интактных белков [7].

Дальнейшее использование технологии привело к появ-
лению дополнительного этапа на стадии пробоподготовки – 
предварительной очистки и экстракции бактериальных кле-
ток, предложенного и апробированного группой авторов 
при исследовании бактерий методом MALDI-TOF MS [8]. 
Но в 1996 г. Холланд с коллегами впервые опубликовали 
сооб щение о получении спектральных характеристик интакт-
ных бактериальных клеток без предварительной обработки 
перед анализом [9]. Значительно позднее этот подход был 
использован несколькими исследовательскими группами 
для идентификации бактерий на уровне рода и вида [10].

Последующее успешное использование метода MALDI-
TOF MS для быстрой идентификации микроорганизмов 
стало возможным благодаря «щадящему» режиму перевода 
молекул нелетучего высокомолекулярного соединения, 

нане сенного на мишень, в газовую фазу, преимущественно 
в виде однозарядных ионов совместно с вспомогательным 
низкомолекулярным соединением (матрицей) – слабой орга-
нической кислотой, имеющей сильное оптическое поглоще-
ние в диапазоне длины волны используемого лазера [11].

В качестве матрицы широко используются феруловая 
(FA) и α-циано-4-гидроксикоричная (CHCA) кислоты, кото-
рые наиболее эффективны при обнаружении белковых био-
маркеров, 2,5-дигидроксибензойная кислота (DHB) – при 
исследовании гликопептидов и гликопротеинов, кроме того, 
описано применение синапиновой (СА) и 2,4-гидроксифенил 
бензойной кислот [12].

Известно, что присутствие широкого набора сигналов 
в спектрах бактериальных экстрактов обусловлено наличи-
ем рибосомальных белков в исследуемом образце, которые 
могут быть использованы для идентификации микроорга-
низмов. Поскольку указанные белки являются высококон-
сервативными, они могут быть использованы в качестве 
маркеров для индикации микробов. В свою очередь, обра-
ботка масс-спектров и обнаружение белковых маркеров 
явля ются ключевыми этапами статистического анализа для 
интерпретации полученных MS данных.

В настоящее время существуют как минимум три коммер-
ческие платформы для идентификации бактерий и грибов 
методом MALDI-TOF MS. В двух из них – BioTyper (Bruker 
Daltonics, Германия) и SARAMIS Vitek-MS (bioMérieux, Фран-
ция) идентификация осуществляется путем компьютерного 
сравнения полученного масс-спектра с архивированными 
в базах данных супер-спектрами или основными спектрами, 
генерированными при повторной масс-спектро метрии набо-
ра штаммов или типового штамма определенного вида. 
Третья платформа – Andromas (Andromas SAS, Франция), 
в базе данных которой заложены множественные видоспе-
цифичные спектральные профили каждого микроорганиз-
ма. Указанные приборные линии содержат собственные 
идентификационные базы, включающие референсные масс-
спектрометрические профили большого количества микро-
организмов. Все три платформы являются открытыми, поль-
зователь может пополнять базу собственными данными [13], 
что важно при исследовании возбудителей природно-
очаговых (ПОИ) и особо опасных инфекций (ООИ), спектры 
которых в коммерческих базах данных отсутствуют. По этой 
причине в результате видовой идентификации в среде плат-
формы Biotyper (Bruker Daltonics, Германия) с использовани-
ем программы FlexAnalysis 3.0 и референс-библиотеки 3.0 
возбудитель сибирской язвы в вегетативной форме опреде-
ляется как «вероятный Bacillus cereus» [14].

Таким образом, опыт успешного применения масс-
спектрометрического анализа в исследовании бактериаль-
ных экстрактов способствовал интеграции метода MALDI-
TOF MS в систему традиционных схем индикации и иденти-
фикации микроорганизмов в ряде зарубежных стран [15–17]. 
Описано прямое определение методом MALDI-TOF MS нали-
чия спор сибиреязвенного микроба в подозрительных 
порош ках, содержащих ржаную и пшеничную муку, сухое 
молоко [18]. В российских литературных источниках показа-
ны примеры успешного применения метода MALDI-TOF MS 
для индикации, идентификации возбудителей чумы [18, 19], 
сибирской язвы [20], бруцеллеза [21], холеры и других мик-
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ро организмов рода Vibrio, туляремии [22], лептоспироза [23], 
сапа и мелиоидоза [24]. 

За последнее десятилетие наблюдается расширение облас-
ти применения метода MALDI-TOF MS, включающей не только 
протеомный анализ для картирования белков в научных целях, 
но и клиническую лабораторную диагностику на основании 
выявления на белковых профилях мик робной клетки групп 
специфичных фрагментов [25]. Одно из наиболее востребо-
ванных направлений – изучение возможности применения 
MALDI-TOF MS для выявления возбудителей инфекционных 
болезней в клинических образцах без этапа выделения чистой 
культуры на стадии пробоподготовки [26]. Однако отсутствие 
регламентированных методик обеззараживания и подготовки 
исследуемого нативного материала, а также доступного про-
граммного обеспечения для анализа образцов является 
основной причиной относительно низкой воспроизводимости 
результатов масс-спектро метрии [27]. В результате серии экс-
периментальных MALDI-TOF MS исследований клинического 
материала, подозрительного на присутствие возбудителя ин-
фекции, были полу чены ложноотрицательные результаты, что 
может быть связано с низкой концентрацией возбудителя 
в материале [28]. Сложность интерпретации полученных дан-
ных при анализе клинических образцов обусловлена сущест-
венной вариабельностью качественного и количественного 
состава белковых профилей, полученных от различных инди-
видуумов. В качестве эффективного решения указанной про-
блемы иссле дователями предложены различные способы 
предварительной подготовки проб: концентрирование, фрак-
ционирование, удаление мажорных фракций белков, селек-
тивное удаление небелковых примесей и др. [29].

Как и все методы лабораторной диагностики, MALDI-
TOF MS обладает рядом преимуществ и недостатков. Безус-
ловно, относительно низкая стоимость пробоподготовки, 
высокая производительность и скорость анализа позволят 
в даль нейшем определить место универсальной платфор-
мы MALDI-TOF MS в системе лабораторных исследова-
ний [30]. К основным ограничениям применения современ-
ной MALDI-TOF масс-спектрометрии можно отнести отсутст-
вие в доступ ных коммерческих базах данных информации 
о штаммах возбудителей ПОИ и ООИ, необходимость рабо-
ты с чистыми культурами возбудителя в экспоненциальной 
фазе роста колонии, влияние условий и времени культиви-
рования микроорганизма, недостаточную точность межви-
довой дифференциации близкородственных микроорганиз-
мов [31]. Весомым недостатком является невозможность 
полноценной идентификации возбудителей, присутствую-
щих в нативном материале и смешанных культурах, что 
может быть вызвано не принципиальным ограничением са-
мого метода, а несовершенством алгоритма интерпретации 
полученных результатов. В настоящее время существуют 
различные алгоритмы анализа данных [32–34]: как общедо-
ступные, например, статистическое программное обеспече-
ние R [https://cran.r-project.org/], Mass-Up [http://sing.ei.uvigo.
es], библиотеки Java [https://java.com], так и лицензирован-
ные – пакеты Matlab [https://matlab. ru], обладающие рядом 
преимуществ и недостатков.

Учитывая вышесказанное, разработка и внедрение комп-
лексных схем индикации и идентификации патогенных мик-
роорганизмов, основанных на оценке степени сходства 

масс-спектра образца с референсными спектрами из базы 
данных (значения score), и одновременное выявление родо-, 
видо- и штаммоспецифичных биомаркеров конкретного 
пато гена, позволят значительно расширить возможности 
практического использования технологии MALDI-TOF MS 
как в экспериментальных, так и в диагностических целях.

Для полноценного использования метода необходимо 
особое внимание уделить не только созданию информатив-
ных электронных баз данных, но и разработке соответствую-
щего программного обеспечения (ПО) – общедоступных 
уни версальных программ с графическим интерфейсом, 
удобных для пользователя и не требующих навыков про-
граммирования [35]. Разработка единого универсального 
ПО позволит обеспечить поиск и выявление аналитически 
значимых сигналов (биомаркеров), возможность использо-
вания различных алгоритмов кластеризации объектов ана-
лиза, классификацию большого массива данных с построе-
нием трехмерной визуализации. 

В настоящее время перспективным направлением для по-
иска биомаркеров, проведения классификации в автомати-
ческом режиме, построения кластерных диаграмм являются 
статистические подходы в сочетании с методами машинного 
обучения [36].
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