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Современная микробиологическая диагностика инфекций, обусловленных Klebsiella spp., должна включать в себя 
выделение, идентификацию возбудителя и максимально быстрое определение чувствительности выделенного изо-
лята к антимикробным препаратам (АМП). В ходе работы выполнена оценка перспективы использования MALDI-TOF 
масс-спектрометрии для определения чувствительности штаммов Klebsiella spp. к АМП. По результатам масс-
спектрометрии штаммов Klebsiella spp. на основе масс-спектров и данных о чувствительности исследуемых штаммов 
к АМП проведен кластерный анализ методом UPGMA, проанализированы полученные дендрограммы. Путем сопо-
ставления масс-спектров чувствительной и резистентной культур при различных концентрациях АМП с помощью 
предложенного авторами метода выделены участки спектра с наибольшей вероятностью расположения маркеров 
антибиотикорезистентности. Таким образом, на основании проделанной работы может быть сформировано новое 
направление в оценке чувствительности Klebsiella spp. к антимикробным препаратам при помощи MALDI-TOF масс-
спектрометрии.
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Actual microbiological diagnostics of infections caused by Klebsiella spp. should include isolation of the strain, its identification 
and fastest possible determination of the pathogen susceptibility to antimicrobial agents. We evaluated the prospects of using 
MALDI-TOF mass spectrometry to determine the susceptibility of Klebsiella spp. strains to antimicrobial agents. According to 
the results of mass spectrometry Klebsiella spp. strains analysis, we carried out cluster analysis by the UPGMA method based 
on mass spectra and data on the susceptibility of the studied strains to antimicrobial agents, and then studied the obtained 
dendrograms. We identified the areas with the highest probability of the location of antibiotic resistance markers by comparing 
the mass spectra of susceptible and resistant microorganisms at different concentrations of antimicrobial agents. Thus, using 
MALDI-TOF mass spectrometry, a new direction in assessing the susceptibility of Klebsiella spp. to antimicrobial agents can be 
formed.
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М икроорганизмы рода Klebsiella являются одними из 
наиболее распространенных возбудителей нозокоми-

альных инфекций [1] и входят в группу ESKAPE-патогенов – 
микроорганизмов, ассоциированных с повышенной анти-
биотикорезистентностью и представляющих собой серьез-
ную проблему для здравоохранения [2, 3].

Традиционно представителей рода относят к условно-
патогенным бактериям, однако данные микроорганизмы 
могут вызывать целый ряд различных инфекционных забо-
леваний: инфекции мочевыводящих и дыхательных путей, 
инфекции кожи и мягких тканей, острые кишечные инфек-
ции и инфекции мочевых путей, септицемии и т.д. [4, 5]. 
Штаммы Klebsiella spp., устойчивые к антимикробным пре-
паратам (АМП), представляют серьезную проблему для 
практического здравоохранения [6, 7] и отнесены ВОЗ к 
группе возбудителей с «критически высоким уровнем прио-
ритетности» [8]. Для инфекций, вызванных микроорганизма-
ми рода Klebsiella, характерно тяжелое течение заболева-
ний. При инфекциях кровотока в течение месяца погибает 
20% больных [9], а при нозокомиальных пневмониях – 50% 
[10].

Высокий уровень антибиотикорезистентности, а также 
способность штаммов Klebsiella spp. вызывать внутриболь-
ничные вспышки свидетельствуют о необходимости получе-
ния информации о чувствительности клинического изолята 
в кратчайшие сроки для проведения адекватного этиотроп-
ного лечения [11, 12].

В настоящее время наиболее оптимальным методом для 
рутинной идентификации микроорганизмов рода Klebsiella 
является MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization 
time-offlight – времяпролетная лазерная десорбционная иони-
зация, ассоциированная с матрицей) масс -спектрометрия, 
которая позволяет проводить типирование штаммов, относя-
щихся к различным филогенетическим группам [13–15]. 

С помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии можно осу-
ществлять анализ различных биополимеров: протеинов, 
липидов, нуклеиновых кислот, полисахаридов, входящих в 
состав бактериальной клетки. Большинство таких клеточ-
ных компонентов обладают уникальными спектральными 
характеристиками, которые позволяют идентифицировать 

их в качестве маркеров, что является причиной интереса 
медицинской микробиологии к данной технологии [16]. 
MALDI-TOF позволяет осуществлять не только видовую 
идентификацию микроорганизмов, но и определять чув-
ствительность культуры к АМП, а также выявлять факторы 
патогенности [16].

Цель исследования: оценка возможности использования 
MALDI-TOF масс-спектрометрии для прогнозирования устой-
чивости Klebsiella spp. к различным АМП.

Материалы и методы

В ходе выполнения работы исследовали 195 клинических 
изолятов Klebsiella spp., которые были выделены из проб 
биологического материала от госпитализированных пациен-
тов медицинских учреждений Санкт-Петербурга. 
Идентификацию данных изолятов до вида осуществляли 
при помощи MALDI-TOF MS с использованием спектрометра 
«Microflex LRF» и программного обеспечения «Biotyper RTC» 
(Bruker Daltonik, Германия). Значения Score ≥2,0 использова-
ли в качестве критерия надежной видовой идентификации.

Определение чувствительности клинических изолятов к 
АМП проводили диско-диффузионным методом в соответ-
ствии с клиническими рекомендациями «Определение чув-
ствительности микроорганизмов к антимикробным препара-
там» (версия 2018-03) на среде агар Мюллера–Хинтон 
(«Himedia», Индия). Клинические категории чувствительно-
сти исследуемых изолятов определяли в соответствии с ре-
комендациями EUCAST раздела «Breakpoint tables for 
interpretation of MICs and zone diameters» (версия 10.0, с 
01.01.2020) и российскими клиническими рекомендациями 
«Определение чувствительности микроорганизмов к анти-
микробным препаратам» (версия 2018-03). 

В ходе определения чувствительности изолятов использо-
вали 19 АМП, принадлежащих к следующим классам анти-
биотиков: аминогликозиды, хинолоны, бета-лактамы, в том 
числе пенициллины, цефалоспорины, карбапенемы.

Для определения связи между кластерами была проведе-
на иерархическая кластеризация полученных спектров с 
использованием алгоритма попарного арифметического 

Рис. 1. Кластеризация штаммов на основе спектров.
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среднего (UPGMA). В работе использовали коэффициент 
корреляции Пирсона между переменными значениями ин-
тенсивности пиков в спектральных профилях в качестве 
меры расстояния между отдельными масс-спектрами.

Кластерный анализ и построение дендрограмм осущест-
вляли с использованием инструментов MALDI «Biotyper 
RTC» 3.1 («Bruker Daltonik», Германия), «BioNumerics 6.6» 
(«Applied Maths», Бельгия), языка программирования «R».

Результаты и обсуждение

По результатам масс-спектрометрии штаммов Klebsiella 
spp. проведен кластерный анализ методом невзвешенного 
попарного среднего (UPGMA). 

Как видно из рис. 1, масс-спектры штаммов сформирова-
ли 4 крупных кластера, разделенных на более мелкие. При 

этом штаммы, схожие по признаку чувствительности к АМП, 
объединились в группу только в случае кластера А, который 
включал штаммы, резистентные ко всем исследуемым АМП, 
и кластера Б, включившего чувствительные штаммы (рас-
стояние между кластерами – 0,65). 

Группы, полученные в результате кластеризации, также 
проведенной методом невзвешенного попарного среднего 
(UPGMA) по признаку чувствительности к АМП (рис. 2), не 
были идентичны группам, кластеризованным по спектраль-
ным характеристикам. Причина различий заключалась в 
том, что кластеризация осуществляется по всем участкам 
спектра, а не только по тем, которые могут быть связаны с 
устойчивостью микроорганизма к АМП. Таким образом, 
предсказать антибиотикорезистентость только на основа-
нии кластеризации «сырых спектров» («raw spectra») ис-
следуемых штаммов не представляется возможным.

Рис. 2. Кластеризация штаммов на основании антибиотикочувствительности.

Рис. 3. Масс-спектры чувствительного штамма Klebsiella spp., полученные с участков с различными концентрациями антибиотика. 

Рис. 4. Масс-спектры резистентного штамма Klebsiella spp., полученные с участков с различными концентрациями антибиотика.
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Прогнозирование наличия какого-либо признака иссле-
дуемого изолята по масс-спектру возможно только при на-
хождении «маркерных пиков» – участков спектра, достовер-
но связанных с данным признаком (в нашем случае признак 
–чувствительность к АМП). Мы предлагаем алгоритм поиска 
наиболее вероятных участков расположения маркерных 
пиков, состоящий из следующих этапов:

1. Выделение на полученных масс-спектрах тех участков, 
которые могут быть связаны с дискриминантным признаком, 
то есть признаком, на основании которого делается вывод о 
принадлежности штамма к какой-либо группе. В нашем ис-
следовании дискриминантным признаком являлась устойчи-
вость микроорганизмов к АМП, поэтому мы исследовали 
резистентные штаммы.

2. Сравнение масс-спектров штаммов, обладающих дис-
криминантным признаком, со штаммами, которые не обла-
дают данным признаком.

3. Сопоставление найденных на втором этапе различий с 
участками, с наибольшей вероятностью связанными с дис-
криминантным признаком (по результатам, полученным на 
первом этапе). Выделение достоверно различных участков, 
совпадающих с местами наиболее вероятного расположе-
ния дискриминантного признака на масс-спектре. На этих 
участках расположение маркерных пиков представляется 
наиболее вероятным.

4. Проверка достоверности связи найденных пиков с ан-
тибиотикочувствительностью штаммов. 

Для проверки предложенного алгоритма на первом этапе 
исследования провели сравнение спектров микробных куль-
тур, выращенных при различных концентрациях АМП, с 
целью выявления участков спектра, в которых с наибольшей 
вероятностью располагаются пики, отвечающие за проявле-
ние антибиотикорезистентности.

На чашку Петри с питательной средой, засеянную иссле-
дуемой культурой микроорганизма (Klebsiella spp.), помеща-
ли диск с меропенемом, для которого осуществляли поиск 
маркеров резистентности. После инкубации культуры при 
37°С в течение 24 ч отбирали пробу культуры в трех точках 
с различными концентрациями АМП: C1 – максимальная 
концентрация АМП в питательной среде (культура отобрана 
на границе зоны роста), С3 – минимальная концентрация 
АМП (культура отобрана у внутреннего края чашки Петри), 
С2 – промежуточная концентрация (культура отобрана посе-
редине между двумя предыдущими точками).

Далее проводили сравнение трех масс-спектров для чув-

ствительного и резистентного штаммов Klebsiella spp., по-
лученных при исследовании микроорганизмов, взятых с 
участков среды с различной концентрацией АМП (рис. 3, 4).

При сопоставлении масс-спектров чувствительного и ре-
зистентного штаммов исключили совпадающие области 
(предположительно ответственные за неспецифические ме-
ханизмы устойчивости). В итоге получили только те области, 
которые представляют наибольший интерес для поиска мар-
керов резистентности (рис. 5).

Применение метода MALDI-TOF масс-спектрометрии для 
определения чувствительности к АМП, а именно для поиска 
маркеров резистентности, в настоящее время рассмотрено 
лишь в единичных работах, и пока не создано технологий его 
практического рутинного применения [18]. Описано примене-
ние MALDI-TOF MS для быстрого обнаружения поринов у 
Klebsiella spp. [19]. Авторы этой работы исследовали 5 
карбапенем-чувствительных штаммов и 7 штаммов, устойчи-
вых к карбапенемам. Белки внешней мембраны (OMP) экс-
трагировали и анализировали с помощью электрофореза 
белков в полиакриламидном геле в присутствии додецил-
сульфата натрия по Лэммли (SDS-PAGE) и затем с помощью 
MALDI-TOF MS. Предположено, что пик примерно с m/z = 
16кДа является 2H+-ионом моноизотопного пика 32 кДа, 
идентифицированного с помощью SDS-PAGE как белок 
OMP. 

Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии определена 
карбапенемазная активность бактерий порядка 
Enterobacterales при помощи идентификации соединений 
карбапенемов и продуктов их распада [20]. Важнейшим 
преимуществом данной технологии являлась возможность 
определения активности бактериальных ферментов в от-
ношении конкретной группы АМП, например β-лактамных 
антибиотиков [18]. Обнаружение маркеров резистентности 
к антибиотикам упрощается путем выделения участков 
спектра с наибольшей вероятностью их расположения с по-
мощью предлагаемой методики выявления дискриминант-
ных пиков.

Заключение

Таким образом, одновременно с идентификацией микро-
организмов при помощи MALDI-TOF масс-спектрометрии 
становится возможным прогнозирование чувствительности 
полученного изолята к АМП. Предлагаемый метод поиска 
дискриминантных пиков в перспективе может быть исполь-

Рис. 5. Наиболее вероятные области локализации пиков, ответственных за резистентность к АМП.
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зован для выявления маркеров, ответственных за рези-
стентность микроорганизма к АМП. Перспектива использо-
вания результатов исследования состоит в сокращении 
времени исследования биологического материала от паци-
ента и определения чувствительности к АМП выделенного 
микроорганизма.
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