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Эффективность дифференциации бактериальных патогенов методом MALDI-TOF масс-спектрометрии 
зави сит от качества проведения пробоподготовки, соблюдения параметров анализа и от используемых статис-
тических подходов, реализованных различными современными программными средствами. В обзоре дана 
краткая характеристика наиболее известного программного обеспечения, используемого при обработке и биоин-
фор мационном анализе данных времяпролетной масс-спектрометрии. Представлен перечень компьютерных 
платформ, программ и сред как коммерческих, так и находящихся в общем доступе. Приведены результаты индика-
ции и идентификации возбудителей особо опасных и природно-очаговых инфекций методом MALDI-TOF масс-
спектрометрии с помощью общедоступного программного обеспечения – язык программирования R, Mass-Up, 
Microbe MS, лицензированного – MatLab, ClinProTools, а также бесплатных веб-приложений, в том числе Speclust, 
Ribopeaks. Представлена информация об опыте использования таких известных платформ, как MALDI BioTyper, 
SARAMIS Vitek-MS и Andromas, для меж- и внутривидовой дифференциации штаммов близкородственных ви-
дов патогенных микроорганизмов. Приведены результаты идентификации и дифференциации микроорганиз-
мов методом MALDI-TOF MS на основании выявления специфических белков для перекрестного сравнения – 
биомаркеров. Показано, что среда языка программирования R представляет собой одну из общедоступных 
универсальных платформ с оптимальным сочетанием алгоритмов обработки и интерпретации большого массива 
масс-спектрометрических данных.
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Abstract. The effectiveness of differentiation of bacterial pathogens using MALDI-TOF mass spectrometry depends 
on the quality of sample preparation, compliance with mass spectrometric analysis parameters and statistical approaches 
used, implemented by various modern software tools. The review provides a brief description of the most known software 
used in the processing and bioinformation analysis of time-of-flight mass spectrometry data. A list of computer platforms, 
programs and environments, both commercial and publicly available, is presented. The results of indication and identifi-
cation of pathogens of particularly dangerous and natural-focal infections by MALDI-TOF mass spectrometry using pub-
licly available software – programming language R, Mass-Up, MicrobeMS, licensed – MatLab, ClinProTools, as well as 
free web applications, including, Speclust, Ribopeaksare provided. The data on usage of such well-known platforms as 
MALDI BioTyper, SARAMIS Vitek-MS and Andromas (Andromas SAS, France) for inter- and intra-specific differen-
tiation of closely related species are presented. Results of identification and differentiation of microorganisms applying 
MALDI-TOF mass spectrometry based on detection of specific proteins for cross-comparison – biomarkers – are given. 
The analysis shows that the programming language R environment is one of the publicly available universal platforms 
with an optimal combination of algorithms for processing and interpreting of a large array of mass spectrometric data.
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В настоящее время наравне с классическими 
методами индикации и идентификации микроорга-
низмов все чаще применяются молекулярно-
биологи чес кие, к которым принято относить метод 
исследования белковых профилей – времяпролет-
ную масс-спектрометрию с матричной лазер ной 
десорб цией/ионизацией (MALDI-TOF MS). Ее 
мож но рассматривать в качестве альтерна ти вы 
комп лексу традиционных методов иденти фи ка ции 
микро организмов, в частности бактериологи чес-
кому, иммунологическому, молекулярно-генетичес-
кому (метод полимеразной цепной реакции) [1]. 
Опубликованы результаты эффективного приме не-
ния метода MALDI-TOF MS для индикации, иден-
ти фикации возбудителя чумы, сибирской язвы, 
бруцеллеза, микроорганизмов рода Vibrio и др. [2–4]. 

Детекцию патогенных микроорганизмов мето-
дом MALDI-TOF MS, как правило, осуществляют 
на основании выявления на масс-спектрах пиков, 
характерных для основных рибосомных белков 
в диапазоне масс от 1000 до 20000 Да [5–9], метод 
экстракции которых ацетонитрилом и муравьиной 
кислотой после предварительной обработки 70 % эта-
нолом зарекомендовал себя как эффективный способ 
пробоподготовки для широкого круга микроор-
ганизмов, обеспечивая образование достаточного 
количества изолированных спектральных пиков при 
низкой интенсивности шумовых сигналов [10–13]. 

Рибосомные белки как объект исследования 
MALDI-TOF MS. Общеизвестно, что большинство 
отдельных сигналов на масс-спектрах соответствует 
рибосомным белкам (РБ), которые обладают средней 
гидрофобностью и кодируются более чем 50 генами, 
рассеянными в основном в хромосомных локусах 
[10]. РБ большей частью представлены наиболее 
распространенными цитозольными белками, коли-
чество которых в клетках микроорганизма не зави-
сит от стадии жизнедеятельности или условий роста 
[14]. Диапазон масс для РБ колеблется в пределах 
от 4 до 30 кДа, что определяет возможность их 
использования в качестве надежных биомаркеров 
для рутинной идентификации микроорганизмов 
методом MALDI-TOF MS.

Метод MALDI-TOF MS позволяет осуществлять 
достоверную дифференциацию бактериальных пато-
ге нов на основании выявления на масс-спектрах 
биомар керов посредством комплекса статистических 
под хо дов, которые реализованы различными сов ре-
мен ными программными средствами. 

Цель обзора – охарактеризовать наиболее извест-
ные в настоящее время биоинформационные подходы, 
используемые для индикации и идентификации пато-
генных микроорганизмов методом MALDI-TOF MS, 
реализованные в различном программном обес пе-
чении (ПО).

Для корректной интерпретации полученных 
данных необходимо специализированное ПО, способ-
ное устранить погрешности визуального анализа 
спектров. Обработка исходных данных – необходимая 

процедура, позволяющая дифференцировать аналити-
чески значимые сигналы от шума. Выполнение основ-
ных этапов данной процедуры в сочетании с алго-
ритмами биоинформационного анализа опреде ляет 
успех при решении конкретной научной задачи. 

ПО, используемое для интерпретации данных 
MALDI-TOF MS. Востребовано и общедоступное 
ПО, например, язык программирования R, Mass-Up, 
MicrobeMS, и лицензированное (MatLab, ClinProTools), 
и бесплатные веб-приложения, в том числе Speclust, 
Ribopeaks.

ClinProTools (Bruker Daltonics, Германия) – 
коммерческое ПО для быстрого и точного выявления 
биомаркеров в многокомпонентных бактериальных 
смесях. ClinProTools сочетает многочисленные ком-
би нации вариантов визуализации и функции ста-
тис тического анализа, в частности метод опорных 
векторов (Supported Vector Machine), искусственную 
нейронную сеть (Supervised Neural Network), комп-
лексное использование которых позволяет проводить 
классификационное или прогностическое моделиро-
вание, например, оценивать значимость белковых 
маркеров в качестве предикторов рецидива и тяжести 
заболевания. Относительно высокая стоимость 
ClinProTools выступает в качестве ограничивающего 
фактора для использования данного ПО.

S.Y. Hsieh et al. (2008) провели исследование по 
определению чувствительности метода MALDI-TOF 
MS для идентификации изолятов Staphylococcus 
aureus и Escherichia coli в пробах клинического 
материала с использованием ClinProTools [15]. 
В ходе эксперимента определено минимальное ко-
личество бактериальных клеток в пробе, необхо-
димое для достоверной идентификации патогенов, 
в частности для E. coli оно составило 5,8·103 м.к./мл 
и 5,5·103 м.к./мл – для S. aureus. При работе с бак-
териальными смесями, включающими штаммы раз-
ных видов, минимальная концентрация составила 
3·104 м.к./мл. При указанной концентрации досто-
верно выявлено присутствие белковых биомарке-
ров для каждого из микроорганизмов: E. coli (4532, 
5097, 9069 Да) и S. aureus (3038, 5529 Да). Следует 
отметить, что указанные концентрации, характе-
ризующие чувствительность метода MALDI-TOF 
MS, при выявлении других микроорганизмов мо-
гут не соответствовать описанным величинам. По-
видимому, минимальное количество бактериальных 
клеток в пробе, к примеру, для внутриклеточных воз-
бу дителей, может возрасти на несколько поряд ков.

M.L. Faron et al. (2017) опубликовали резуль-
таты исследования белковых профилей экстрактов 
гемокультур шести видов микроорганизмов без 
какой- либо дополнительной экстракции с примене-
нием ClinProTools [16]. Обработку полученных 
спектров проводили с использованием Genetic Algo-
rithm: классификатора (Quick Classifier), метода опор-
ных векторов (Support Vector Machine). На основании 
выявления групп уникальных биомаркеров досто-
верно идентифицировали 57 изолятов 6 видов 
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бактерий (S. aureus, Streptococcus serogroup B, 
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica se-
rogroup B, Pseudоmonas aeruginosa). Достоверность 
подтверждали методом перекрестной проверки 
(за критический уровень статистической значимости 
принимался p-критерий ≤0,05). Экспериментально 
установили, что для достоверной идентификации 
каждого вида бактерий необходимо и достаточно 
присутствие на масс-спектрах шести биомаркеров.

Известно, что индикация и дифференциация 
Bacillus anthracis от близкородственных бацилл 
затруднена высокой степенью их родства. С целью 
улучшения качества внутривидовой дифферен-
циации штаммов B. anthracis и B. cereus методом 
MALDI-TOF MS была разработана модель машин-
ного обучения на основе алгоритма Genetic Algorithm 
ПО ClinProTools, что привело к значительному ро-
сту чувствительности (100 %) и специфичности 
(100 %) анализа. В качестве основы используемой 
модели выбрали десять биомаркеров, позволяющих 
правильно идентифицировать изоляты возбудителя 
сибирской язвы от остальных представителей 
группы B. cereus [17].

Показано, что проведение биоинформационного 
анализа масс-спектрометрических данных с помо-
щью алгоритма Genetic Algorithm ПО ClinProTools 
позволяет успешно дифференцировать 12 видов 
Yersinia spp. Кроме того, разработана и успешно 
апробирована модель машинного обучения, по-
зволяющая проводить дифференциацию изолятов 
Yersinia pestis в зависимости от принадлежности 
к биоварам Antiqua, Medievalis и Orientalis [18].

Идентификация патогенных штаммов Leptospi-
ra spp. с помощью масс-спектрометрического анали-
за затруднительна из-за отсутствия эталонных масс-
спектров в коммерческих таксономических базах. 
Представленные в литературе данные свидетельству-
ют об эффективном использовании метода MALDI-
TOF MS на основе локальных баз данных в комплексе 
с биоинформационными подходами [19]. По данным 
авторов, для установления специфичных биомаркеров, 
позволяющих достоверно (99,2 %) дифференцировать 
штаммы видов Leptospira interro gans, L. kirschneri, 
L. borgpetersenii, наиболее эффек тивно использовать 
алгоритм Genetic Algorithm. Кроме того, применение 
этого алгоритма позволило выявить группы биомарке-
ров, используемые для серотипирования патогенных 
лептоспир с точностью 98,1 %.

Высокая прогностическая способность модели 
машинного обучения, основанной на алгоритме 
Genetic Algorithm, позволила правильно (100 %) 
дифференцировать штаммы Leptospira spp. в зависи-
мости от принадлежности к сероварам Sejroe, Ballum, 
Tarassovi; Copenhageni, Mozdoc, Grippotyphosa и 
Patoc [20]. Специфичные сигналы на масс-спектрах 
этого возбудителя были воспроизводимо обнаружены 
с помощью указанного биоинформационного ана-
лиза также для сероваров Saxkoebing, Pomona, 
Australis, Icterohaemorrhagiae и Grippotyphosa [21].

Очевидно, что возможность использования сово-
куп ности биомаркеров для дифференциации раз ных 
видов бактерий делает перспективным при менение 
этого подхода для межвидового типи рования. Ана лиз 
всего белкового профиля, учиты вающего при сутст-
вие всех сигналов, может способ ст вовать уста нов-
лению родства отдельных изолятов, что существенно 
расширяет возможности в области интерпретации 
данных. 

Таким образом, опыт успешного использования 
времяпролетной масс-спектрометрии за последнее 
десятилетие подтверждает достоверность результа-
тов идентификации бактерий до рода, вида и в неко-
торых случаях до штамма на основании выявления 
уникальных белков, специфичных для конкретного 
патогена.

FLOSS (Free/Libre and Open Source Software) – 
ПО, находящееся в общем доступе.

Ribopeaks – веб-ресурс для определения таксо-
но мического положения бактерий на основе срав-
нительного анализа результатов масс-спектро метри-
ческого исследования и репозиториев Ribo peaks 
Database и Genbank. Результат анализа представляет 
собой график, ось абсцисс которого содержит зна-
чения m/z для каждого пика, ось ординат – частоту 
регистрации каждого пика. Рибосомным белкам, 
выявленным при идентификации исследуе мого 
микроорганизма, присваиваются аббревиатуры L и 
S, относящиеся к большой или малой единице ри-
босомы соответственно. Веб-ресурс, использующий 
алгоритмы машинного обучения, позволяет прово-
дить таксономическую классификацию на уровне 
рода, вида и штамма микроорганизма [22]. 

К достоинствам веб-приложений, на примере 
Speclust (Lund University, Швеция), можно отнести 
удобный интерфейс, возможность загрузки неограни-
ченного количества исходных данных, что особенно 
важно при наличии большого количества реплик для 
каждого образца. Кроме того, в арсенал приложения 
включена опция по выявлению гомологичных сигна-
лов для разных спектров, учитывая ошибки по ве-
личине m/z до нескольких Да, присутствие которых 
на масс-спектрах может быть обусловлено влиянием 
аппаратного дрейфа при регистрации ионов в среде 
вакуума. К недостаткам можно отнести полное 
отсутствие для оператора возможности участвовать 
в выборе алгоритма, используемого для анализа 
данных.

Использование приложения Speclust в ходе 
срав ни тельного анализа белковых профилей 38 бак-
те риаль ных изолятов Streptococcus spp. позво лило 
провести дифференциацию видов и подвидов: 
Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis, 
S. canis, S. parauberis, S. salivarius, S. equinus и 
S. gallolyticus. Кроме того, установили специфичные 
для представителей рода Streptococcus сигналы 
(2112, 4452 и 5955 Да) [23].

В публикации R. El-Jeni et al. (2019) описан 
при мер эффективного применения Speclust для 
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кластер ного анализа белковых профилей штаммов 
Leuconostoc spp., это позволило провести дифферен-
циацию представителей вида Leuconostoc pseudo-
mesenteroides, а также выявить положительную кор-
реляционную связь данных с результатами, получен-
ными с использованием метода 16S рРНК [24].

ПО Mass-Up (Biomedical Research Center, Испа-
ния) сочетает алгоритмы машинного обучения 
(Machi ne Learning), реализованные с помощью язы ка 
Java, и платформы с открытым исходным ко дом для 
обработки и анализа данных MALDI-TOF MS. Данное 
ПО позволяет проводить предва ри тельную обработку 
исходных данных посредст вом интегрированных 
функций двух пакетов языка программирования R 
(MALDIquant и MassSpecWavelet), выполнять различ-
ные виды ана ли зов (например, обнаружение био-
мар керов, класте ри зацию, бикластеризацию и т.д.). 
Построение дендрограмм проводится с по мощью 
ал го ритмов агломеративной (объединитель ной) 
иерар хи ческой кластеризации, реализованных с ис-
поль зо ванием адаптированной версии JTreeView 
(http://jtreeview.sourceforge.net). Для построения 3D- 
визуа лизации на основе результата классифи ка-
ции данных методом главных компонентов (PCA) 
исполь зуется библиотека Java с открытым исходным 
кодом Jzy3d (http://www.jzy3d.org/). К достоинствам 
Mass-Up можно отнести открытый доступ, удобный 
пользовательский интерфейс в сочетании с арсеналом 
эффективных инструментов интерпретации MALDI- 
TOF MS данных и то, что ПО не требует от поль-
зователя навыков программирования.

В качестве примера эффективного применения 
ПО Mass-Up можно привести опубликованные 
резуль таты исследований Y. Torres-Corral et al. (2019) 
[25]. Согласно данным для микроорганизмов рода 
Streptococcus выявлен единственный биомаркер с 
массой в 4451,6 Да, который соответствовал белку 
L-36 (большая субчастица 50S). Остальные группы 
биомаркеров определили как видоспецифичные и 
предположительно отнесли к рибосомным субъе-
диничным белкам и гистонам. В сравнении с этим 
ана лиз в программе MALDI BioTyper (Bruker 
Daltonics, Германия) позволил идентифицировать на 
уровне вида только 40 % от общей выборки штаммов 
Streptococcus parauberis и S. iniae. Остальные проте-
стированные штаммы идентифицировали только на 
уровне рода.

Результаты исследования патогенных микроор-
ганизмов с использованием ПО Mass-Up описаны 
в статье S. Christoforidou et al. [26]. В ходе работы 
идентифицировали до рода и вида 75 (100 %) изо-
лятов возбудителя бруцеллеза. Для 47 (75,81 %) из 
62 штам мов Brucella melitensis правильно установили 
принадлежность к третьему биовару. Кроме того, 
на основании данных MALDI-TOF MS выявили 
биомаркеры, позволяющие дискриминировать вак-
цин ный штамм B. melitensis Rev. 1 от остальных 
представителей Brucella spp. 

Характеристики биомаркеров, позволяющих 

проводить определение серовара, а также обнару-
жение фрагментов генов островов патогенности для 
бактерий рода Legionella, с использованием плат-
формы Mass-Up изложены в работе M.A. Kyritsi 
et al. [27]. Так, для 115 из 132 штаммов Legionella 
pneumophila выявили 5 биомаркеров, определяющих 
принадлежность к серовару с чувствительностью – 
87,5 %, специфичностью – 86,7 % и точностью – 
87,1 %. Установление фрагмента гена острова пато-
генности rtxA L. pneumophila проводили на основании 
присутствия двух биомаркеров (чувствительность – 
100 %, специфичность – 76,5 % и точность – 
97,4 %). Для обнаружения фрагмента гена острова 
патогенности lvhL. pneumophila использовали один 
биомаркер с получением следующих характеристик: 
чувствительность – 82,5 %, специфичность – 100 % 
и точность – 84,1 %.

Дифференцирующая способность метода 
MALDI- TOF MS при диагностике энтеровирусного 
менингита изучена в работе I. Torres et al. (2018) 
[28]. С помощью ПО Mass-Up выявили 30 биомар-
керов, позволяющих правильно дифференцировать 
91 % отрицательных от 90 % положительных проб 
спинномозговой жидкости. По мнению авторов, 
метод MALDI-TOF MS может быть успешно исполь-
зован в качестве экспресс-метода при диагностике 
энтеровирусного менингита.

ПО MicrobeMS – программный пакет, который 
распространяется бесплатно, позволяет загружать 
данные не только в оригинальном формате, опре-
де ленном Bruker Daltonics, но также включает 
функ цию импорта, обработки и преобразования 
данных в формате MatLab. Доступны стандартные 
манипуляции по обработке данных: сглаживание, 
коррекция базовой линии, нормализация, обнару же-
ние пиков и другие функции. Количество загружае-
мых данных при использовании ПО ограничено 
лишь объемом доступной памяти. Наличие закры-
того исходного кода в программе не требует от 
поль зователя навыков программирования и позво-
ляет проводить широкий спектр преобразований 
данных, формировать электронные базы масс-
спектров с достаточно ограниченным комплексом 
возможностей для графического представления 
полученного результата. Среди широкого переч-
ня доступных функций статистического ана лиза 
данных следует отметить возможность скринин га 
биомаркеров в ансамблях масс-спектров, проявля-
ющих определенную степень сходства. Результат 
выводится в формате таблицы с перечнем маркеров, 
каждому значению m/z которых соответствуют 
достоверно рассчитанные абсолютные и относи-
тельные значения частоты встречаемости.

ПО MatLab – язык программирования/интер ак-
тивная среда для вычислительных расчетов, визуали-
зации и программирования. ПО содержит обширную 
библиотеку математических функций для различного 
рода статистических расчетов и встроенные инстру-
мен ты для создания пользовательских графиков 
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функций. Позволяет осуществлять взаимодействие 
с язы ками программирования и библиотеками (C, C++, 
Java, Python и FORTRAN), анализ данных, разработку 
алгоритмов, создание моделей и приложений с графи-
ческими интерфейсами. ПО MatLab предназначено 
для решения широкого спектра научных задач любой 
сложности. Основным ограничением для активного 
использования этого коммерческого ПО является 
относительно высокая стоимость. 

Результаты дифференциации представителей рода 
Burkholderia методом времяпролетной масс-спектро-
метрии опубликованы P. Martina et al. (2018) [29]. 
Анализ изолятов 18 видов Burkholderia spp. с помощью 
коммерческой системы MALDI BioTyper показал 
высокое сходство масс-спектров белковых экстрактов 
для микроорганизмов этого рода (score – 2,38–2,41). 
Использование программного пакета MicrobeMS на 
основе ПО MatLab позволило дифференцировать 
62 штамма 18 видов Burkholderia spp. на отдель-
ные группы, в частности Burkholderia pyrrocinia, 
B. cenocepacia, B. stableis, B. gladioli и др.

Выявление фенотипов и маркеров антибиотико-
резистентности патогенных микроорганизмов методом 
белкового профилирования – актуальное направление в 
области клинической микробиологии. С помощью ПО 
MicrobeMS, MatLab и данных библиотеки UniProtKB/
Swiss-Prot C. Blumenscheit et al. (2020) определили 
детерминанты устойчивости к противомикробным 
препаратам и провели идентификацию 29 изолятов 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter 
freun dii, Enterobacter hormaechei, Salmonella spp. [30]. 
Выявили 11 детерминант антибиотикорезистентно-
сти, представленных 13 изоморфными белками, что 
позволяет говорить о высокой эффективности метода: 
чувствительность – 96 % (по отношению к ванкомици-
ну) и специфичность – 100 %. 

Положительную корреляционную связь резуль-
татов масс-спектрометрического исследования и 
мето дов молекулярного типирования установили 
R. Dieckmann et al. (2016) при изучении Klebsiella 
oxy toca [31]. Использование для интерпретации масс-
спектров ПО MALDI BioType подтвердило высо-
кое сходство масс-спектров для бактерий этого вида 
(score – 2,2). Только результаты кластерного анализа, 
полученные с помощью ПО MicrobeMS, позволи-
ли выявить внутривидовое разнообразие штаммов 
K. oxytoca. Обнаруженные белки L25 и S15 с массой 
10095 и 10677 Да соответственно, специфичные для 
исследуемой группы изолятов K. oxytoca, по мне-
нию авторов, могут быть использованы как биомар-
керы при сравнении с остальными представителями 
Klebsiella spp., что подтверждает высокую дифферен-
цирующую способность метода MALDI-TOF MS.

Среда языка программирования R относится к ши-
роко используемым инструментам анализа экспери-
мен тальных данных и клинических наблюдений. Тер-
мин «среда» предназначен для того, чтобы охарак-
теризовать R как единую полноценную систему, 
которая содержит алгоритмы интерактивного анализа 

данных и в которой реализованы разнообразные 
классические и современные статистические подходы. 
Некоторые из них встроены в базу и представляют 
собой основу среды языка программирования R, но 
многие представлены в виде пакетов. Существует 
около 25 пакетов, загружаемых при инсталляции 
данного ПО (так называемые стандартные и рекомен-
дуемые), и множество дополнительных ресурсов, 
распространяемых через репозитории Bioconductor и 
другие доступные интернет-сайты семейства CRAN 
(https://CRAN.R-project.org), а также личные веб-сайты.

В открытом доступе находится более сотни 
пакетов с открытым исходным кодом для масс-
спектро метрического анализа, в частности, пакет 
MALDIquant, позволяющий осуществлять полно-
цен ную обработку, количественный и качествен-
ный анализ данных. Все пакеты доступны на веб-
сайтах разработчиков и по следующим ссылкам: 
CRAN (http://cran.r-project.org), Bioconductor 
(http://bioconductor.org/packages/release/BiocViews.
html#MassSpectrometry).

В статье A. Daumas et al. (2018) приведены ре-
зультаты эксперимента по выявлению маркеров 
E. coli, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus и Strepto-
co ccus agalactiae в пробах крови здоровых и больных 
сепсисом людей с использованием среды языка 
программирования R [32]. Установлено 10 пиков, 
общих для всех образцов отрицательного контроля, 
и 18 сигналов, ассоциированных с протеканием 
воспалительных процессов. По мнению авторов, 
метод MALDI-TOF MS позволяет воспроизводимо и 
точно выявлять маркеры, ассоциированные с проте-
ка нием бактериальной инфекции, в пробах крови 
больных людей, что можно успешно использовать 
при лабораторной диагностике болезни.

Времяпролетная масс-спектрометрия также ис-
пользуется для сравнения полученных белковых 
профилей с базой данных референсных масс-спект-
ров. Для этого спектры белковых экстрактов бакте-
риальных культур в режиме онлайн сопостав ляются 
с референсными спектрами базы данных, предостав-
ляемой производителем, или с in-house биб лиоте кой, 
созданной пользователем, что позволяет за корот кое 
время с высокой точностью выявить и иден ти фи-
цировать возбудителей многих бактериальных инфек-
ций. В настоящее время индикация, иден тификация 
бактерий, вирусов и грибов методом MALDI-TOF 
MS проводится с использованием таких известных 
платформ, как MALDI BioTyper (Bruker Daltonics, 
Германия), SARAMIS Vitek-MS (Biomerieux, Фран-
ция) и Andromas (Andromas SAS, Франция). Качест-
во эталонных масс-спектров и гетерогенность кол-
лекции штаммов в базе данных определяют успеш-
ность проведения идентификации близкородственных 
микро организмов, которые характеризуются высокой 
степенью сходства белковых профилей. Основным 
недостатком этого подхода является отсутствие в от-
крытом доступе баз данных масс-спектров возбудите-
лей I–II групп патогенности [33]. 
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W.C. Cheng et al. (2015) исследовали эффек-
тивность системы MALDI BioTyper для достоверной 
идентификации 56 штаммов Vibrio spp., выделенных 
от пациентов с подтвержденными бактериальными 
инфекциями кровотока [34]. Идентичность изолятов 
подтверждена с помощью молекулярно-генетичес-
ких методов исследования путем секвенирования 
участков гена rpoB и 16S рРНК. На первом этапе 
все штаммы, не относящиеся к Vibrio cholerae, были 
правильно идентифицированы до уровня вида, за ис-
ключением представителей V. cholerae серогрупп О1 
и О139. Обновление базы данных масс-спектрами 
штаммов вида V. cholerae, которые не включены 
в исходную версию используемой базы данных, по-
зволило правильно идентифицировать все изоляты 
V. cholerae. 

Параллельно J. Rychert et al. (2015) оценили ре-
зультаты идентификации микроорганизмов V. cho-
le rae, используя платформу SARAMIS Vitek-MS. 
Следует отметить, что все штаммы V. cholerae 
серогрупп О1 и О139 были правильно идентифи-
цированы до уровня вида; что касается остальных 
представителей Vibrio spp., корректная идентифи-
кация получена только для 78 % штаммов [35]. 

Оценка эффективности использования MALDI-
TOF масс-спектрометрического анализа для опреде-
ления таксономической принадлежности культур 
патогенных микроорганизмов при оперативном 
эпи де миологическом анализе и ретроспективном 
ис сле довании коллекционных изолятов проведена 
С.В. Балахоновым с соавт. (2016). Экспериментально 
подтверждена высокая информативность видовой 
идентификации патогенов (104 штамма Y. pestis, 
92 – V. cholerae и 97 – Francisella tularensis) на осно-
вании масс-спектров рибосомных белков микробной 
клетки с использованием расширенной базы данных 
MALDI BioTyper [36].

Л.В. Мироновой с соавт. (2014) проведено комп-
лексное определение масс-спектрометрическим и 
бактериологическим методами таксономической 
при над лежности 583 морфологически сходных с хо-
лер ным вибрионом колоний в пробах из объек тов 
окружающей среды Иркутска. Для этого использо-
вали базу данных MALDI BioTyper в комплексе  
с in-house библиотекой, которая включала референс-
ные спектры штаммов V. cholerae. Резуль таты иден-
ти фи кации микроорганизмов рода Vibrio на ос но-
вании анализа структуры генов 16SrRNA и rpoB 
показали высокую диагностическую чувстви тель-
ность (100 %) и спе цифичность (85,4 %) ме то да 
MALDI-TOF MS, что, по мнению авторов, обус-
ловливает целесообразность включения его в схему 
микро биоло гического исследования при мони торинге 
вибриофлоры поверхностных водоемов [37]. 

Оценка возможности использования масс-
спект ро метрического анализа для меж- и внутри-
видовой дифференциации возбудителя чумы от 
дру гих представителей рода Yersinia проведена 
М.В. Афанасьевым с соавт. [38]. С помощью базы 

данных MALDI BioTyper дифференцировали штам-
мы Y. pestis подвида pestis от подвида altaica. Отме-
чена 100 % положительная корреляция результатов 
масс-спектрометрической идентификации и класси-
ческого культурального метода. Эффективность при-
менения MALDI-TOF масс-спектрометрического 
анализа для меж- и внутривидовой дифференциации 
изолятов Y. pestis, по мнению авторов, обусловливает 
возможность рассматривать этот метод как весьма 
перспективный для лабораторной диагностики 
возбудителя чумы.

Другой группой исследователей проведена 
диффе рен циация 11 штаммов Y. pestis от таксоно-
ми чес ки близкородственных видов, в том числе 32 
штам мов Yersinia enterocolitica, 18 штаммов Y. pseu-
do tuberculosis с помощью ресурсов платформы 
SARAMIS Vitek-MS и среды языка программирова-
ния R [39]. M. Wittwer et al. (2011) экспериментально 
определили, что для правильной дифференциации 
изолятов Y. pestis от представителей Y. enterocolitica 
и Y. pseudotuberculosis необходимо и достаточно 
присутствие на масс-спектрах исследуемых штам-
мов 15 биомаркеров. Эффективность разработан-
ного протокола MS анализа возбудителя чумы 
подтверждена результатами корректной идентифи-
кации штаммов Y. pestis, выращенных в различных 
условиях культивирования. 

Противоположные результаты анализа штам-
мов Y. enterocolitica и Y. pseudotuberculosis с исполь-
зованием системы MALDI BioTyper описаны в ра-
боте L.O. Rouffaer et al. (2017). Поиск биомаркеров, 
позволяющих дифференцировать штаммы чумы, 
относящиеся к разным биотипам, проводили в среде 
языка программирования R. В ходе работы авторы 
выявили следующие трудности. Во-первых, кор-
рект ные результаты идентификации и дифферен циа-
ции получены только для штаммов Y. enteroco litica 
и Y. pseudotuberculosis, для остальных предста ви-
телей рода Yersinia было определено низкое сходст-
во белковых профилей (score – до 1,7). Во-вторых, 
биомаркеров, позволяющих проводить диф ферен-
циацию штаммов чумы относительно принад леж-
ности к разным биотипам, на полученных масс-
спектрах не выявлено. Низкие значения score, по мне-
нию авторов, связаны с отсутствием масс-спектров 
этих видов в базе данных MALDI BioTyper [40].

Описаны результаты идентификации фило ге-
не тически наиболее близких друг другу (близко-
родственных) видов микроорганизмов методом 
MALDI-TOF MS с помощью модели машинного 
обу че ния и среды языка программирования R [41]. 
Способность модели машинного обучения пра-
вильно идентифицировать штаммы видов Staphy lo-
co ccus capitis, S. epidermidis, S. hemolyticus, S. homi-
nis, S. sciuri, S. simulans, S. warneri вне зави си мости 
от питательной среды и фазы роста исследуе мой 
культуры подтверждали следующими характе-
ристиками: чувствительность – 100 %, специфич-
ность – 97,8 %, точность – 98,5 % 
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Проведен сравнительный анализ результатов 
идентификации изолятов Klebsiella spp., Entero-
bacter cloacae, Listeria spp., Burkholderia cepacia, 
Bordetella spp., Staphylococcus aureus и Streptococcus 
viridans с использованием платформ MALDI 
BioTyper, SARAMIS Vitek-MS и базы данных 
PAPMID (Mabritec AG, Швейцария), представляю-
щей собой библиотеку молекулярных масс рибосом-
ных белков, рассчитанных на основе частичных 
или полных последовательностей бактериальных 
гено мов [42]. Поиск биомаркеров, позволяющих 
прово дить меж- и внутривидовую дифференциа-
цию штаммов, осуществляли в среде языка програм-
мирования R с использованием пакета ggpubr. 
Вы со кой воспроизводимостью (100 %) обладали 
био мар керы, специфичные для штаммов видов 
Ente ro bacter cloacae, Burkholderia cepacia и Strepto-
coccus viridans. При идентификации штаммов 
Staphylococcus aureus, S. argenteus и S. schweitzeri 
с помощью MALDI BioTyper правильно идентифи-
цировано 94,4 % штаммов, тогда как при использо-
вании системы SARAMIS Vitek-MS – только 30,6 %. 
Полученные результаты авторы объяснили тем, что 
в базе данных MALDI BioTyper содержались масс-
спектры только трех видов (S. aureus, S. argenteus 
и S. schweitzeri), тогда как в базе данных SARAMIS 
Vitek-MS были представлены белковые профили 
только для S. aureus. К тому же получение score >2 
сразу для нескольких штаммов близкородственных 
видов микроорганизмов, по мнению авторов, значи-
тельно затрудняет интерпретацию результатов иден-
ти фикации с помощью платформы MALDI BioTyper.

Подтверждение эффективности систем MALDI 
BioTyper и Andromas представлено в ходе масс-
спектрометрического анализа 88 и 29 изолятов 
Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis [43]. При 
использовании MALDI BioTyper правильно иденти-
фи цировали 24- и 48-часовые культуры N. meningitidis 
с точностью 94,4 и 100 % соответственно. Для 
Andromas точность идентификации была ниже 
и составляла 88,9 и 94,4 % для 24- и 48-часовых 
культур N. meningitidis соответственно. Изоляты 
N. gonor rhoeae идентифицировали со 100 % вероят-
ностью обеими системами. Установили, что точ-
ность идентификации культур N. gonorrhoeae 
с помощью Andromas снижается с увеличением 
времени инкубации. Аналогичный эффект для 
культур N. meningitidis получен в системе MALDI 
BioTyper. Вероятно, это может быть вызвано раз-
личиями в конструкции обеих систем, например, 
использовании разных математических алгоритмов 
для анализа данных.

Важно отметить положительный опыт MS 
идентификации микроорганизмов I–II групп пато-
генности на основе in-house библиотек. Регулярное 
обновление локальных баз данных в сравнении с 
коммерческими базами масс-спектров позволяет по-
высить точность идентификации методом времяпро-
летной масс-спектрометрии возбудителей таких осо-

бо  опасных инфекций, как чума [18, 44, 45], холера 
[46–47], туляремия [48–51].

Эффективность использования среды языка 
программирования R и Mass-Up оценена нами в ходе 
собственных исследований для биоинформационной 
обработки данных MALDI-TOF MS в целях инди-
кации и идентификации B. anthracis, Brucella spp. 
Исполь зуемый подход обеспечил достаточную 
внутри видовую дискриминирующую способность, 
под тверждаемую кластеризацией штаммов возбуди-
теля сибирской язвы, соответствующей достигаемой 
при филогенетической оценке родства на основе ге-
нетического типирования [52]. Кроме того, указанное 
ПО успешно использовали при исследовании проб 
крови больных бруцеллезом людей [53].

Очевидно, что для повышения точности инди-
кации и идентификации патогенных микроорга-
низмов методом MALDI-TOF MS, помимо коммер-
ческого ПО, для проведения биоинформационной 
обработки полученных данных необходимо допол-
нительное ПО. Опыт использования MALDI BioType, 
SARAMIS Vitek-MS и Andromas для иден ти фикации 
патогенных микроорганизмов, во-первых, определил 
необхо димость создания in-house библиотек масс-
спектров возбудителей I–II групп патогенности. 
Во-вторых, при использовании указанных плат-
форм актуальна проблема получения корректных 
результатов меж- и внутривидовой дифференциа-
ции штаммов близкородственных видов. В-третьих, 
существующие различия конструкций этих систем 
обусловливают невозможность обмена данными 
между ними. 

Учитывая ошибочные результаты идентифи ка-
ции видов и биоваров микроорганизмов с помощью 
платформ MALDI BioTyper, SARAMIS Vitek-MS и 
Andromas, ряд исследователей предложили стати-
стическое моделирование на основе коммерческого 
ПО ClinProTools. Возможность построения класси-
фи кационных моделей, способных дифференци-
ро вать штаммы по рассматриваемым признакам, 
опре делила востребованность этого ПО для MS 
анализа возбудителей особо опасных и природно-
очаговых инфекций. Основными ограничениями для 
эксплуатации ПО ClinProTools выступают относи-
тельно высокая стоимость лицензии и расходных 
материалов, необходимость стандартизации условий 
культивирования штаммов микроорганизмов и 
протоколов пробоподготовки. 

При определении таксономического поло-
жения бактерий на основе сравнительного ана лиза 
результатов масс-спектрометрического исследо-
вания с помощью общедоступных веб-приложений 
необходимо учитывать полное отсутствие возмож-
ности для оператора участвовать в выборе алго-
ритма, используемого для анализа данных. Вероят-
но, этим обусловлено малое количество публи-
каций об использовании этих ресурсов. Соче та-
ние алгоритмов машинного обучения, открытого 
исходного кода в совокупности с удобным пользо-
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вательским интерфейсом обеспечили эффективность 
ПО Mass-Up при идентификации и дифференциации 
микроорганизмов I–IV групп патогенности. Био-
инфор мационная обработка данных белкового про-
фи лирования с помощью программного пакета 
MicrobeMS на основе коммерческого ПО MatLab 
поз воляет повысить точность идентификации микро-
ор ганизмов, выявить особенности внутривидовых 
так со номических единиц. Интересно, что число 
пуб ли каций зарубежных исследователей, активно 
использующих ПО Mass-Up, MicrobeMS, превышает 
количество российских публикаций, что позволяет 
говорить о высокой востребованности данных прог-
рам мных продуктов за рубежом. 

Многообразие современных биоинформацион-
ных программных продуктов обусловливает реа-
ли зацию широкого круга задач по обработке и 
интер претации MALDI-TOF MS данных. Очевидно, 
что наибольшей востребованностью обладает ПО, 
сочетающее в себе экономическую доступность с 
комплексом функциональных возможностей для 
ана лиза информации. На наш взгляд, среда языка 
програм мирования R – общедоступная универ-
сальная платформа, в которой успешно совмещены 
алгоритмы поиска и выявления аналитически зна-
чимых сигналов (биомаркеров) с возможностью 
проведения различных видов статистического ана-
лиза большого массива данных с последующей визуа-
лизацией результата, представляет собой эффек-
тивное для биоинформационного анализа данных 
времяпролетной масс-спектрометрии програм мное 
обеспечение.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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