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ВИДОВАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ НЕТУБЕРКУЛЁЗНЫХ МИКОБАКТЕРИЙ С 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МЕТОДОВ MALDI-TOF МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ И 
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Цель исследования – провести сравнительный анализ результатов видовой идентификации нетуберкулезных микобактерий, 
полученных разными методами – MALDI-TOF масс-спектрометрии и полногеномного секвенирования на платформе NGS 
(WGS).
Изоляты нетуберкулезных микобактерий (НТМ) выделены из образцов клинического материала, полученного от 94 паци-
ентов, проходивших дифференциальную диагностику туберкулеза и других заболеваний органов дыхания в ФГБУ «НМИЦ 
ФПИ» Минздрава России. Культуральное исследование и пробоподготовка проводились согласно стандартным методикам. 
Видовую идентификацию изолятов НТМ проводили с помощью методов MALDI-TOF масс-спектрометрии, с помощью на-
лизатора Microflex LT (Bruker Daltonics, Германия) и WGS на приборе MGISEQ-200RS (BGI, Китай) согласно инструкциям 
производителей. Обработка данных секвенирования проводилась пакетом программ – basecalling, FastQC, FastP, Kraken2, 
BWA MEM, Samtools, Snippy, snpEff, Clustal Omega, iTOL.
Полное совпадение результатов видовой идентификации НТМ методами MALDI-TOF масс-спектрометрии и WGS было вы-
явлено для 88 из 94 изолятов. Расхождение при видовой идентификации НТМ методом MALDI-TOF масс-спектрометрии в 
сравнении с методом секвенирования, как «золотого» стандарта низкая и составила 6,38%.
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Kazyulina A.A., Panova A.E., Vinokurov A.S., Baybekov K.S., Bayrakova A.L., Samoylova A.G., Vasilyeva I.A. 

SPECIES IDENTIFICATION OF NONTUBERCULOUS MYCOBACTERIA USING MALDI-TOF MASS 
SPECTROMETRY AND FULL-GENOME NGS SEQUENCING: A COMPARATIVE ANALYSIS

FSBI "National Medical Research Center for Phthisiopulmonology and Infectious Diseases" of the Ministry of Health of the 
Russian Federation, 127473, Moscow, Russia

Сomparatively analyze the results of species identification of nontuberculosis mycobacteria obtained by different methods - MALDI-
TOF mass spectrometry and whole-genome sequencing on the NGS (WGS) platform.
Isolates of nontuberculosis mycobacteria (NTM) were isolated from samples of clinical material obtained from 94 patients undergoing 
differential diagnosis of tuberculosis and other respiratory diseases in FGBU “NMRC FPI” of the Ministry of Health of the Russian 
Federation. Culture and sample preparation were performed according to standard methods. Species identification of NTM isolates 
was performed by MALDI-TOF mass spectrometry, using Microflex LT (Bruker Daltonics, Germany) and WGS on MGISEQ-200RS 
(BGI, China) according to the manufacturer’s instructions. Sequencing data processing was performed with a package of programs - 
basecalling, FastQC, FastP, Kraken2, BWA MEM, Samtools, Snippy, snpEff, Clustal Omega, iTOL.
Complete concordance of NTM species identification by MALDI-TOF mass spectrometry and WGS was found for 88 out of 94 isolates. 
The discrepancy in NTM species identification by MALDI-TOF mass spectrometry compared to sequencing as the “gold” standard is 
low and amounted to 6.38%
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Введение. Нетуберкулезные микобактерии (НТМ) 
широко распространены в окружающей среде и могут 
вызывать микобактериозы различных локализаций. 

Микобактериозы часто маскируется под туберкулёз 
по своим симптомам, но вместе с тем лечение боль-
ных туберкулезом и микобактериозом отличается, т.к. 
НТМ обладают природной резистентностью ко многим 
противотуберкулезным препаратам. Кроме этого, отли-
чаются и схемы проведения лечения антимикробными 
препаратами для разных видов НТМ. Для правильного 
установления диагноза и назначения адекватного ле-
чения при микобактериозах, при получении культуры 
НТМ в ходе лабораторного исследования, необходимо 
проведение видовой идентификации [1].

Видовая принадлежность НТМ устанавливается 
с помощью комплекса методов, включающих в себя 
культуральные, биохимические, хроматографические, 
в том числе иммунохроматографические, а также мо-
лекулярно-генетические (включая секвенирование) 
методы идентификации [2, 3]. Одним из наиболее бы-
стрых и точных методов видовой идентификации ми-
кобактерий по литературным данным является метод 
матричной лазерной десорбционной ионизационной 
времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF-
MS) [4, 12]. Однако метод секвенирования является 
«золотым стандартом» при определении видовой при-
надлежности микроорганизмов, что отражено в совре-
менной классификация микроорганизмов LPSN [5], 
которая основана на универсальной таксономической 
системе бактерий – анализе нуклеотидной последова-
тельностей гена 16S рРНК [6]. В связи с этим, особый 
интерес представляет проведение сравнительного ана-
лиза результатов 2-х методов видовой идентификации 
нетуберкулезных микобактерий – MALDI-TOF масс-
спектрометрии и полногеномного секвенирования на 
платформе NGS (WGS).

Цель исследования – провести сравнительный 
анализ результатов методов видовой идентификации 
нетуберкулезных микобактерий – MALDI-TOF масс-
спектрометрии и полногеномного секвенирования.

Материалы и методы. 94 изолята НТМ выделены 
из образцов клинического материала (мокрота, жид-
кость бронхоальвеолярного лаважа, операционный 
материал, кровь, моча, кал), полученного от 94 паци-
ентов, проходивших дифференциальную диагностику 

туберкулеза и других заболеваний органов дыхания в 
ФГБУ «НМИЦ ФПИ» Минздрава России.

Культуральное исследование и пробоподготовка
Предпосевную обработку, посев, микроскопиче-

ское исследование выделенных изолятов микобакте-
рий, осуществляли классическими методами согласно 
стандартным методикам [7]. Посев осадка диагности-
ческого материала произведен в жидкую питательную 
среду Миддлбрука 7H9 c последующей инкубаци-
ей в автоматизированной системе Bactec MIGIT 960 
(Becton Dickinson, USA) и на плотную питательную 
среду Левенштейна-Йенсена. При появлении роста на 
жидкой питательной среде производили посев культур 
на чашки Петри с кровяным агаром. При обнаруже-
нии микобактерий выполняли иммунохроматографи-
ческий метод выявления антигена MPT64 с помощью 
экспресс- теста MGIT TBc Identification Test (Becton 
Dickinson, США), который позволяет дифференци-
ровать Mycobacterium tuberculosis complex от других 
кислотоустойчивых бактерий. При получении отрица-
тельного результата выявления антигена MPT64 видо-
вую принадлежность выделенных изолятов кислотоу-
стойчивых бактерий   определяли с помощью MALDI-
TOF масс-спектрометрии на анализаторе Microflex LT 
(Bruker Daltonics, Германия), согласно инструкции 
производителя.

Для проведения полногеномного секвенирования 
ДНК НТМ экстрагировали с помощью набора Qiagen 
DNeasy Blood&Tissue Extraction Kit (Qiagen, ФРГ). По-
лученную ДНК фрагментировали ультразвуком с помо-
щью соникатора Covaris, а затем готовили библиотеки 
для секвенирования с помощью набора MGI Universal 
Library Prep Set (BGI, Китай). Промежуточные измере-
ния концентраций дцДНК и оцДНК проводили с помо-
щью флуориметра Qubit (ThermoFisher, США). Распре-
деление образцов ДНК по длине фрагмента в библиоте-
ках анализировали на приборе Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent, США). Секвенирование библиотек проводили 
на приборе MGISEQ-200RS (BGI, Китай).

Обработка данных секвенирования
Первичная обработка данных проводилась с помо-

щью basecalling-программы производства BGI, входя-
щей в пакет программ, поставляемых с секвенатором.

Оценка качества секвенирования определялась с по-
мощью пакетов FastQC и FastP. 

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И ИНФЕКЦИОННЫЕ БОЛЕЗНИ, 2024; 29(4) 
https://doi.org/10.51620/3034-1981-2024-29-4-217-221 

EDN: XOYBGD

МИКРОБИОЛОГИЯ



219

Классификация ридов к виду НТМ проводилась с 
помощью пакета KRAKEN2.

Деконтаминация и выравнивание на референсный 
геном производились с помощью пакетов BWA MEM 
и Samtools.

Подобраны параметры, оптимально подходящие 
для субвидовой дифференциации (seed_size=23, k=21) 
и сформирована база данных референсных геномов, 
позволяющая разделять сиквенсы близкородственных 
видов [8]. 

Был осуществлён вызов вариантов (Snippy) (мини-
мальное покрытие - 12, минимальная частота встречае-
мости – 90 % [9] и их аннотация (snpEff).

Для построения филогенетического дерева был ис-
пользован метод множественного локального выравни-
вания с помощью пакетов Clustal Omega. Визуализа-
цию дерева осуществляли с помощью онлайн инстру-
мента iTOL.

Статистическая обработка результатов исследова-
ния проводилась с помощью прикладной программы 
«Мiсrosоft Ехсеl».

Результаты исследований. Результаты видовой 
идентификации изолятов НТМ с помощью WGS пред-
ставлены на филогенетическом дереве, построенном 
по гену 16s, рисунок 1. Во всех образцах количество 
квалифицированных ридов к одному виду составляет 
от 91,76-98,7%

Большинство изолятов НТМ, в нашей выборке были 
представлены видами, входящими в Mycobacterium avium 
complex (MAC): 90 из 94 (94,7 %) изолятов. Из 12 видов, 
относящихся к MAC, в нашем исследовании встречались 
только Mycobacterium avium (88 из 94, 93,6 % изолятов) и 
Mycobacterium intracellulare (2 из 94, 2,1 %). Кроме MAC 
идентифицированы изоляты входящие в Mycobacterium 
kansasii complex и M. chelonae – M. abscessus complex: по 
2 из 94, (2,1 %) изолятов.

Рис. 1. Филогенетическое дерево НТМ, построенное по гену 16S рРНК, n=94
Примечание – Обозначения: красным цветом – Mycobacterium kansasii complex, желтым- Mycobacteroides abscessus complex, зеленым – Mycobacterium 
intracellulare и голубым – Mycobacterium avium. На вершинах дерева указаны лабораторные номера образцов.  

Из 6 видов, входящих в Mycobacterium kansasii 
complex, в нашем исследовании выявлен только 
Mycobacterium kansasii (2 из 2 изолятов). Из 5 видов, 
входящих в M. chelonae – M. abscessus complex, выяв-
лен только Mycobacterium abscessus (2 из 2 изолятов).

Идентификация методом WGS позволила опре-
делить подвиды Mycobacterium avium и подвиды 
Mycobacterium abscessus. Из 4 подвидов M. avium 
большинство было представлено подвидом Mycobacte-

rium avium subsp. hominissuis (87 из 88, 98,9 % изоля-
тов), один изолят относится к подвиду Mycobacterium 
avium subsp. avium (1 из 88, 1,13 %). Из 3 подвидов 
M. abscessus был идентифицирован один подвид M. 
abscessus subsp. abscessus (2 из 2 изолятов)  

Результаты видовой идентификации изолятов НТМ 
с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии и срав-
нительный анализ с результатами WGS представлен в 
таблице 1. 
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Т а б л и ц а  1
Результаты видовой идентификации НТМ методами MALDI-TOF MS и WGS, n=94

Результаты идентификации
Количество образцов %

MALDI-TOF масс-спектрометрия WGS
Идентичные результаты идентификации, n=88

M. avium M. avium subsp. hominissuis 86
93,62M. avium M. avium subsp. avium 1

M. kansasii M. kansasii 1
Расходящиеся результаты идентификации, n=6

M. lentiflavum M. abscessus subsp. abscessus 2

6,38
M. avium M.kansasii 1
M. avium M. intracellulare 1
M. conspicuum M. intracellulare 1
M. murale/tokaiense M. avium subsp. hominissuis 1

При сравнительном анализе результатов видовой 
идентификации изолятов НТМ, полученных методами 
MALDI-TOF масс-спектрометрии и WGS, полное со-
впадение было выявлено для 88 изолятов, что соответ-
ствует 93,6 %. Расхождения результатов идентификации 
по видам микобактерий было выявлено для 6 изолятов 
НТМ (6,38 %). По данным других исследовательских 
работ, расхождение в результатах идентификации НТМ 
методами MALDI-TOF масс-спектрометрии и секвени-
рования не превышает 10% [11; 12]. В нашем исследо-
вании расхождения результатов идентификации видов 
НТМ были выявлены для двух изолятов идентифици-
рованных методом MALDI-TOF масс-спектрометрия 
как M. lentiflavum, но по методу полногеномного сек-
венирования изоляты были идентифицированы как 
M. abscessus subsp. аbscessus. Два изолята методом 
MALDI-TOF масс-спектрометрия определены как M. 
avium, но по методу полногеномного секвенирования – 
как M. kansasii и M. intracellulare. Также расхождения 
были выявлены для изолятов НТМ идентифицирован-
ных MALDI-TOF, как редко встречающиеся виды – M. 
conspicuum и M. murale/tokaiense, по методу секвениро-
вания они являлись M. intracellulare и M. avium subsp. 
hominissuis, соответственно. Такого рода расхождения 
могут возникнуть в следствие особенностей строения 
микобактерий, а именно их клеточной стенки. Еще од-
ной причиной может быть соответствие масс-спектров 
анализируемых изолятов сразу двум видоспецифич-
ным профилям одного рода, или по причине атипич-
ного масс-спектра, или из-за неудовлетворительного 
качества полученного масс-спектра.

В целом, хотя эти наблюдения и иллюстрируют 
ограничения MALDI-TOF MS, данный метод остается 
точным методом идентификации и/или скрининга па-
тогенных микроорганизмов. А преимущества в скоро-
сти получения результата и простоты проведения ана-
лиза делают его незаменимым в клинико-лабораторной 
практике [12; 13]. Кроме того, специфичность метода 
довольно высока и составляет 93,6 % относительно 
полногеномного секвенирования.

Заключение. Метод полногеномного секвениро-
вания позволил провести идентификацию не только 
на уровне вида НТМ, но и идентифицировать подви-
ды, которые могут иметь клиническое значение. Из 4 
подвидов M. avium в нашем исследовании наиболее 
часто встречался подвид Mycobacterium avium subsp. 

hominissuis (87 из 88, 98,9 % изолятов), один изолят от-
носился к подвиду Mycobacterium avium subsp. avium (1 
из 88, 1,13 %). Из 3 подвидов M. abscessus был иденти-
фицирован один подвид M. abscessus subsp. Abscessus 
(2 из 2 изолятов). Расхождение при видовой идентифи-
кации НТМ методом MALDI-TOF масс-спектрометрии 
в сравнении с методом секвенирования, как «золотого» 
стандарта было низким и составило 6,38 %.
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