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В настоящее время основными методами лабо-
раторной диагностики бактериальных инфекцион-
ных болезней являются бактериологический, имму-
нологический и молекулярно-генетический [6].

В основе бактериологического метода лежит вы-
деление чистой культуры возбудителя и его дальней-
шая идентификация по комплексу морфологических, 
культуральных, тинкториальных, биохимических и 
антигенных признаков. Для выделения чистой куль-
туры возбудителя путем посева исследуемого ма-
териала на питательные среды требуется время от 
18–24 ч до нескольких суток [7]. Чувствительность 
метода составляет 102 м.к./мл [9].

Иммунологические методы лабораторной диа-
гностики основаны на регистрации специфическо-
го взаимодействия антигенов и антител. Среди ме-
тодов иммунологического анализа в практических 
лабораториях применяют реакцию агглютинации 
(РА), реакцию непрямой гемагглютинации (РНГА), 
а также методы с использованием меченых антител 
и антигенов – метод флюоресцирующих антител 

(МФА), иммуноферментный анализ (ИФА), имму-
ноферментный анализ с магноиммуносорбентами 
(ИФА+МИС), иммунохроматографический анализ 
(ИХА) [9]. Чувствительность данных методов состав-
ляет: РА – 108–109 м.к./мл, РНГА – 108 м.к./мл, МФА, 
ИФА – 105–106 м.к./мл, ИФА+МИС – 103–104 м.к./мл, 
ИХА – 2·105–2·106 м.к./мл, а специфичность напря-
мую зависит от качества используемых антител и 
может достигать 100 % [24, 33, 38]. Время анализа 
составляет от 20 мин (ИХА) до 2–4 ч (ИФА) [7].

Среди молекулярно-генетических методов ши-
рокое распространение получил метод полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), основанный на многократном 
избирательном копировании (амплификации) опреде-
ленного участка ДНК. В настоящее время, наряду с 
ПЦР с учетом результатов методом электорофореза 
применяют технологию ПЦР с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов, принципиаль-
ной особенностью которой является количественный 
анализ накопления продуктов ПЦР в каждом цикле 
реакции, а также автоматическая регистрация и интер-
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претация полученных результатов. Для определения 
нуклеотидной последовательности фрагментов ДНК 
используется метод секвенирования путем получения 
серии комплементарных молекул ДНК, различаю-
щихся по длине на одно основание. Для молекулярно-
генетических методов характерна 100 % специфич-
ность и высокая чувствительность: 1·102 – 1·103 м.к./мл. 
Время анализа составляет 2–3 ч [7].

Несмотря на многообразие существующих 
методов, ни один из них не лишен недостатков. 
Бактериологический метод является длительным, 
интерпретация его результатов зависит от квалифи-
кации исследователя. Иммунологические методы 
имеют недостаточно высокую чувствительность. Для 
ПЦР характерна высокая стоимость анализа, много-
этапность проведения анализа, строгие требования 
к оснащению лаборатории и качеству тест-наборов, 
отсутствие возможности анализа белков, углеводов.

В настоящее время в лабораторной диагностике 
инфекционных болезней, наряду с традиционными 
методами индикации и идентификации, получили 
распространение физические и физико-химические 
методы анализа, базирующиеся на количественном 
измерении физических свойств веществ и характе-
ризующиеся высокой автоматизацией, скоростью и 
простотой исследований. Для выявления и определе-
ния микроорганизмов в объектах окружающей сре-
ды используется ультрафиолетовая (УФ), видимая и 
инфракрасная (ИК) спектроскопия. Данные методы 
основаны на анализе спектра поглощения исследуе-
мого материала. Спектр поглощения клеток микро-
организмов складывается из спектров поглощения 
входящих в их состав биологических молекул и кри-
вой светорассеяния [1, 5, 11]. Так, большинство бел-
ков микроорганизмов и нуклеиновых кислот имеют 
максимум поглощения в УФ-диа па зоне при длинах 
волн 289 нм и 260 нм, соответственно, что обуслов-
лено в первом случае присутствием ароматических 
аминокислот (триптофана, фенилаланина, тирозина), 
алифатических боковых цепей аминокислот и пеп-
тидных связей — СО — NН —, а в случае нуклеи-
новых кислот пуриновыми и пиримидиновыми осно-
ваниями [4]. При ИК-излу че нии в диапазоне длин 
волн 2–50 мкм некоторые функциональные группы 
макромолекул (С–Н, О–Н, N–Н, С=С, С=N, С=O и 
др.) имеют характерный набор полос поглощения, 
являющихся индивидуальной характеристикой сое-
динения [8]. Чувствительность спектроскопических 
методов достигает 103 м.к./мл [10]. Кроме того, для 
идентификации микроорганизмов применяют ме-
тод Раман-спектроскопии, основанный на комбина-
ционном рассеянии света или эффекте Рамана [14], 
отличающийся от остальных видов спектроскопии 
широким диапазоном длин волн – от УФ до ИК. При 
этом число и расположение линий в спектре рассеян-
ного излучения определяется молекулярным строе-
нием вещества. Чувствительность метода составляет 
5·104 – 5·105 м.к./мл [49]. 

Преимуществами методов ультрафиолетовой, 

инфракрасной и Раман-спектроскопии являются: 
отсутствие процедуры пробоподготовки, что по-
зволяет достичь высокой скорости проведения ана-
лиза (до 5 мин), отсутствие прямого физического 
контакта исследователя с исследуемым материалом 
(бесконтактный метод) [31], что особенно важно 
при исследовании образцов, содержащих или подо-
зрительных на содержание патогенных биологиче-
ских агентов. Недостатком индикации биологиче-
ских частиц методом УФ-спектроскопии является 
возможность появления ложноположительных ре-
зультатов из-за присутствия в воздухе аэрозолей, со-
держащих посторонние вещества и невозможность 
проведения идентификации микроорганизмов. Для 
ИК-спектроскопии невозможна дифференциация 
биологических и небиологических частиц, при этом 
Раман-спектроскопия позволяет исследовать только 
чистую культуру и требует дорогостоящего оборудо-
вания. Раман-спектры микроорганизмов зависят от 
способа подготовки материала [50]. 

Одним из современных физико-химических 
методов анализа, позволяющий решить проблемы 
спектроскопических методов является метод масс-
спектрометрии, дающий возможность проводить 
качественный и количественный анализ состава ве-
щества. Принцип масс-спектрометрического анали-
за основан на предварительной ионизации атомов 
и молекул, входящих в состав пробы, дальнейшего 
разделения ионов исследуемого вещества в вакууме 
под действием электрических и магнитных полей и 
регистрации результатов в виде масс-спектра. Масс-
спектр представляет собой зависимость интенсивно-
сти ионного тока молекулы от отношения ее массы к 
заряду и является характеристикой анализируемого 
вещества, отражающей особенности его строения.

Одним из новых методов ионизации, благодаря 
которому масс-спектрометрическое исследование 
макромолекул получило широкое распространение, 
является разработанная в конце 80-х годов XX в. 
матрично-активированная лазерная десорбция/ио-
низация (MALDI). В основе метода MALDI лежит 
импульсное лазерное облучение исследуемого ве-
щества, смешанного с матрицей, представляющей 
собой химическое соединение, чаще всего органиче-
скую кислоту. 

Времяпролетная MALDI масс-спектрометрия 
(MALDI-TOF MS) является новой технологией в 
клинической диагностике, позволяющей прово-
дить идентификацию микроорганизмов, опреде-
лять таксономическое положение неизвестных воз-
будителей. Данный метод включает прямой масс-
спектрометрический анализ белковой фракции 
лизата микробной клетки («прямое белковое про-
филирование»), предметом которого служат преи-
мущественно рибосомальные белки, являющиеся 
консервативными в пределах вида микроорганизма. 
Чувствительность метода MALDI-TOF MS составля-
ет 103–106 м.к./мл [18]. При этом точность микробио-
логической идентификации зависит от количества 
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исследуемого материала. Специфичность видовой 
идентификации составляет до 97,6 % [13], время ана-
лиза занимает от 6 до 8,5 мин, стоимость анализа ме-
тодом MALDI TOF составляет 17–32 % от стоимости 
идентификации традиционными бактериологически-
ми методами [43]. Для повышения чувствительности 
метода MALDI был предложен иммуноаффинный 
вариант MALDI MS/MS (iMALDI) анализа [27] с 
применением специфических антител иммобилизо-
ванных на аффинных частицах. Чувствительность 
iMALDI анализа составила 10 м.к./мл и 10–100 атто-
моль белковых молекул.

А.Cherkaoui et al. [17] использовали метод 
MALDI–TOF масс-спектрометрии для идентифика-
ции 416 клинических изолятов семейства Entero bac-
teraciae (216 – Escherichia coli, 38 – Kleb siel la pneu-
monia, 35 – Enterobacter cloacae, 32 – Proteus mirabi-
lis, 24 – Serratia marcescens, 19 – Kleb siella oxytoca, 
12 – Citobacter koseri, 12 – Morganella mor ganii и др.). 
При этом специфичность родовой идентификации 
была близка к 100 %, а сами результаты MALDI-TOF 
идентификации были подтверждены традиционны-
ми биохимическими тестами, при этом проблема 
несовпадающих результатов разрешалась секвени-
рованием гена 16S рРНК. Точность идентификации 
видов для родов Enterobacteraciae составила 97,7 % 
при анализе 311 изолятов [45]. Результаты MALDI-
TOF идентификации были подтверждены традици-
онными биохимическими тестами.

А.Mellmann et al. [35] провели MALDI-TOF MS 
идентификацию 78 штаммов неферментирующих 
грамотрицательных микроорганизмов. Все штаммы 
параллельно были проанализированы секвенирова-
нием гена 16S рРНК, использованного в качестве ре-
ференсного метода. MALDI-TOF масс-спектро метрия 
идентифицировала 85,9 % изолятов, согласующихся с 
результатами секвенирования, при этом 82,5 % изоля-
тов были правильно определены на видовом уровне и 
95,2 % на уровне рода. S.Q. van Veen et al. [48] иденти-
фицировали 88 изолятов неферментирующих бактерий 
до рода 94,3 % и 92 % до вида. Бактериологические 
методы с использованием автоматических анализато-
ров Vitek-2, API-тест-систем в указанных исследова-
ниях позволили определить 93,2 % микроорганизмов 
до рода и 87,5 % до вида. A.Cherkaoui et al. [17] про-
вели исследование 80 изолятов неферментирующих 
бактерий методом MALDI. В результате точность из-
мерений составила 100 % при родовой и 97,5 % при 
видовой идентификации.

S.Q. van Veen et al. [48] провели MALDI-TOF MS 
исследование грамположительных кокков, предвари-
тельно идентифицированных традиционными ме-
тодами (Vitek-2, API-тест-системы, биохимические 
тесты). Для подтверждения идентификации, в случае 
несоответствия результатов, проводилось дополни-
тельно секвенирование гена 16S рРНК. Анализ 261 
клинического изолята стафилококков показал 100 % 
результат соответствия на родовом уровне и 94,3 % 
на видовом, а для 165 штаммов стрептококков точ-

ность родовой и видовой идентификации составила 
98,8 и 84,8 % соответственно. Традиционные методы 
при этом показали 99,2 % родовой и 63,2 % видовой 
идентификации стафилококков, для стрептококков 
эти значения составили 100 и 87,9 % соответствен-
но. Для 111 изолятов стафилококков специфичность 
MALDI-TOF родовой идентификации составила 100 
и 98,2 % видовой, а для 87 изолятов стрептококков – 
100 и 73,6 % соответственно [17]. L.G.Harris et al. 
[25] идентифицировали 158 изолятов стафилококков 
со 100 % точностью на уровне рода и вида. 

A.Cherkaoui et al. [17] применили метод масс-
спектрометрического анализа при идентификации 
анаэробных бактерий. При 100 % определении рода, 
процент видовой идентификации для анаэробов со-
ставил от 17 до 57 %.

Трудности лабораторной внутриродовой и вну-
тривидовой дифференциации бактерий связаны с на-
личием общих биохимических свойств, морфологи-
ческих, тинкториальных характеристик, присутстви-
ем родоспецифических и перекрестно реагирующих 
антигенов. Указанные проблемы присутствуют при 
лабораторной диагностике возбудителей особо опас-
ных инфекций.

Правильная идентификация является необходи-
мой для дифференциации непатогенных видов рода 
Yersinia от патогенных видов: Y. pestis, Y. pseu do-
tuberculosis Y. enterocolitica. S.Ayyadurai et al. [12] со-
ставили базу данных референтных масс-спектров 39 
различных штаммов Yersinia, представляющих 12 раз-
личных видов Yersinia, включая 13 штаммов Y. pestis 
биоваров Antiqua, Medievalis и Orientalis. Полученные 
масс-спектры природных и клинических изолятов 
Y. pestis (n=2) и Y. entero co li tica (n=11) были сопостав-
лены с референтными масс-спектрами базы данных 
масс-спектрометра и определены корректно. Таким 
образом, Y. pestis была однозначно идентифицирована 
на видовом уровне, а MALDI-TOF была успешно при-
менена для дифференциации трех биотипов. 

E.Seibold et al. [40] идентифицировали 45 штам-
мов F. tularensis четырех подвидов (F. tula ren sis tula-
rensis, F. tularensis holarctica, F. tularensis mediasiati-
ca, F. tularensis novicida) со 100 % специфичностью 
на уровне вида и подвидов. Результаты MALDI-TOF 
MS идентификации подтверждены с помощью сек-
венирования гена 23S рРНК.

P.Lasch et al. [32] составили базу данных масс-
спектров 374 штаммов рода Bacillus, среди кото-
рых 102 штамма B. anthracis и 121 штамм B. cereus. 
V.Ryzhov et al. [39] провели MALDI-TOF масс-
спектрометрический анализ 14 микроорганизмов 
группы Bacillus cereus. Полученные масс-спектры 
показали большое сходство между видами B. anthra-
cis, B. cereus и B. thuringiensis, так как содержали об-
щие для данных видов биомаркеры, которые отсут-
ствовали у B. mycoides. 

L.Ferreira et al. [20] провели MALDI-TOF MS ис-
следование 131 клинического изолята рода Brucella, 
включая виды B. melitensis, B. abortus, B. suis, пред-
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варительно идентифицированных традиционными 
методами и ПЦР. Точность родовой идентификации 
составила 100 %, а видовой – 20,6 %. F.Lista et al. 
[34] определили с точностью 99,3 % видовую при-
надлежность 152 изолятов рода Brucella, при этом 
B. suis биоваров 1 и 2 были идентифицированы до 
уровня биовара.

Л.Г.Гриднева и соавт. [2] использовали MALDI-
TOF масс-спектрометрический анализ для опреде-
ления таксономической принадлежности холерных 
вибрионов на основании определения спектра кон-
стантных белков дополнительно к биохимическим 
тестам. T.Hazen et al. [26] показали возможность 
применения метода MALDI-TOF MS для диффе-
ренциации вида V. parahaemolyticus от других видов 
рода Vibrio (V. alginolyticus, V. vulnificus, V. cholerae, 
V. mimicus, V. harveyi, V. fischeri, V. camp bellii, V. flu-
vialis, V. mediterranei) и определения биомаркерных 
пиков, специфичных для V. parahaemolyticus. 

Помимо исследования цельных клеточных ли-
затов, MALDI масс-спектрометрия используется 
для анализа отдельных биологических молекул (ну-
клеиновых кислот, белков, липидов, полисахаридов, 
жирных кислот), имеющих диагностическое и/или 
патогенетическое значение, и представляет альтер-
нативу традиционным хроматографическим методам 
их определения. Так, F.Kirpekar et al. [29] провели 
MALDI секвенирование тех фрагментов ДНК, кото-
рые не могли быть секвенированы традиционными 
методами из-за наличия многочисленных неспеци-
фичных конечных продуктов, природа которых мо-
жет быть определена с помощью MALDI-TOF-MS. 
E.Nordhoff et al. [37] разработали протокол для бы-
строго секвенирования с использованием MALDI-
TOF-MS коротких последовательностей ДНК, со-
стоящих из 15–20 п.н., основанный на концепции 
Сэнгера. Продукты секвенирования разделялись и 
выявлялись методом MALDI-TOF-MS, а последова-
тельность определялась путем сравнения измерен-
ных молекулярных масс с ожидаемыми значениями. 
B.Schilling et al. [41] применили метод вакуумной 
MALDI масс-спектрометрии (vMALDI) для получе-
ния масс-спектров и определения структуры липида 
А трех видов рода Francisella (F. tu la ren sis, F. novi-
cida и F. philomiragia). A.Silipo et al. [45] провели 
MALDI анализ вторичной структуры жирных кис-
лот, входящих в состав липида А для видов E. coli, 
K. pneumoniae, K. oxytoca, P. reactans и B. ca ryophylli. 
J.Gidden et al. [23] осуществили MALDI-TOF масс-
спектрометрический анализ липидов E. coli и B. sub-
tilis. S.M.A.B.Batoy et al. [15] с помощью MALDI 
масс-спектрометрии с преобразованием Фурье полу-
чили липидные и фосфолипидные профили генети-
чески модифицированных дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae. Показана эффективность использования 
MALDI-MS для идентификации бактериальных 
токсинов, таких как ботулинический нейротоксин, 
столбнячный токсин, стафилококковый энтероток-
син [3]. Разработан масс-спектрометрический метод 

на основе MALDI, который позволяет определять 
эндопептидазную активность ботулинических ток-
синов различных серотипов в клинических образцах 
[22, 28]. S.J.Shields et al. [44] методом MALDI-TOF-
MS провели характеризацию С-фрагмента столбняч-
ного токсина и его комплексов с дексорибуцином. 
Описаны подходы к идентификации энтеротоксина 
B методом MALDI-TOF в различных средах [16, 36, 
42, 47]. Разработан высокочувствительный метод 
(500 фмоль) для определения энтеротоксина в слож-
ных биологических образцах [30]. Метод MALDI-
TOF MS использовался для обнаружения цитоток-
сина K1 (CytK1) и негемолитического энтеротокси-
на (NHE), продуцируемых патогенными штаммами 
группы B. cerus [46], а также дельта-ток сина S. aureus 
[21] и шига-токсина E. coli O157 [19].

Основными преимуществами MALDI-масс-
спектрометрии являются: анализ биологических мо-
лекул массой до 500 кДа без их разрушения, высокая 
чувствительность (10–12–10–21 моль вещества), толе-
рантность к солесодержащим материалам, возмож-
ность работы с многокомпонентными веществами, 
возможность получения информации о структуре 
молекул [3].

Внедрение масс-спектрометрического анализа 
в практику лабораторий федерального уровня по-
зволит проводить быструю идентификацию более 
2000 видов микроорганизмов, в том числе неуста-
новленной этиологии и атипичных форм. При этом 
для идентификации микроорганизмов методом масс-
спектрометрического анализа не требуется проведе-
ние биохимических тестов. Метод позволяет прове-
сти анализ образца в количестве нескольких нано-
граммов в течение 1–2 мин.

Таким образом, метод масс-спектро метри че ского 
анализа является современным высокоточным инстру-
ментом идентификации и дифференциации микроор-
ганизмов, позволяющим повысить эффективность ла-
бораторной диагностики инфекционных болезней. 
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