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Streszczenie
Jednym z problemów współczesnej medycyny jest diagnozowanie, leczenie i zapobieganie zakażeniom wywoływanym przez wielole-
kooporne szczepy bakterii. Bardzo ważna jest ich niezwłoczna i prawidłowa identyfikacja, umożliwiająca wczesne wdrożenie skutecznej 
terapii. Dlatego też niezwykle cenne są szybkie, nowoczesne i ekonomiczne metody, umożliwiające przeprowadzenie wiarygodnej 
analizy w bardzo krótkim czasie. Jedną z takich technik jest MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry), która w ostatnich latach jest coraz częściej wykorzystywana w klinicznych laboratoriach mikrobiologicznych. Metoda 
ta umożliwia tanią, szybką i wiarygodną identyfikację drobnoustrojów w oparciu o ich profil białkowy. Obecnie możliwości zastosowania 
metody MALDI-TOF MS są coraz szersze, np. do identyfikacji drobnoustrojów bezpośrednio w dodatnich próbkach krwi na posiew, typo-
wania szczepów bakteryjnych w dochodzeniu epidemiologicznym w ognisku zakażeń oraz wykrywania szczepów wielolekoopornych, 
w tym wytwarzających karbapenemazy.

Abstract
One of the problems of modern medicine is diagnosis, treatment and prophylaxis of infections caused by multidrug-resistant strains 
of bacteria. Fast and correct identification of these pathogens is of utmost importance, as it enables early implementation of effective 
therapy. Therefore, rapid, modern and affordable methods are of outstanding value as they make it possible to conduct a reliable analysis 
in a very short period of time. One of such techniques is matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS), which in recent years is increasingly used in clinical microbiological laboratories. This method enables cheap, fast and 
reliable identification of microorganisms based on their protein profiles. At present the possibilities of use of MALDI-TOF MS method 
become more broad, e.g. for identification of microorganisms directly in positive blood culture samples, typing of bacterial strains in 
epidemiological investigation of an outbreak as well as detection of multidrug-resistant strains, including producers of carbapenemases.
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Wstęp
Współczesna diagnostyka mikrobiologiczna do niedawna opie-
rała się na tradycyjnych metodach identyfikacji drobnoustrojów, 
polegających na charakterystyce fenotypowej szczepów. Techniki 
te wymagają jednak dużego nakładu pracy i nigdy nie będą tak 
dokładne i wiarygodne, jak analiza mikroorganizmów przy użyciu 
technik biologii molekularnej. W ciągu ostatnich lat można zaob-
serwować duży postęp w dziedzinie chemii i biologii, prowadzący 
do pojawienia się nowych możliwości szybkiej i precyzyjnej iden-
tyfikacji drobnoustrojów w bardzo krótkim czasie i przy stosun-
kowo niewielkich kosztach.
Nową metodą, która ostatnio coraz powszechniej jest stosowana 
z powodzeniem w klinicznych laboratoriach mikrobiologicznych, 

jest identyfikacja mikroorganizmów na podstawie ich profilu 
białkowego z wykorzystaniem spektrometrii masowej – MALDI-
-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry) [1–7]. Pomimo, że spektrometria mas po raz 
pierwszy została opisana już w 1912 r., a jej zastosowanie do iden-
tyfikacji bakterii zostało zaproponowane w 1975 r., to jednak do-
piero odkrycie w 1985 r. wspomaganej matrycą jonizacji laserem 
z analizatorem czasu przelotu jonów zapoczątkowało rewolucję 
w laboratoriach diagnostycznych [1, 8, 9]. Za opracowanie tej me-
tody Kōichi Tanaka otrzymał w 2002 r. nagrodę Nobla w dziedzi-
nie chemii [10]. Technika spektrometrii mas z użyciem desorpcji/
jonizacji laserowej wspomaganej matrycą z analizatorem czasu 
przelotu (MALDI-TOF) szybko zaczęła być wykorzystywana do 
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identyfikacji drobnoustrojów w laboratoriach mikrobiologicznych 
i obecnie jest coraz powszechniej stosowana [1–7, 11]. Podkreśla 
się też niewielki koszt tych badań [12, 13].

Zasada metody MALDI-TOF MS i dotychczasowe zastosowanie 
w laboratoriach mikrobiologicznych
Metoda MALDI-TOF MS opiera się na analizie białek rybosomal-
nych, które w mikroorganizmach występują w dużych ilościach, 
lecz są unikatowe dla danej rodziny, rodzaju i gatunku, a nawet 
szczepu drobnoustroju. Umożliwia to identyfikację zarówno bak-
terii, jak i grzybów drożdżopodobnych oraz pleśniowych [1–4]. 
Obecnie na rynku znajdują się dwa systemy do identyfikacji drob-
noustrojów oparte na technologii MALDI-TOF MS: MALDI Biotyper 
firmy Bruker (częściej stosowany i szerzej opisany w publikacjach 
naukowych) i VITEK MS firmy BioMérieux [1]. Wykorzystanie tych 
systemów skraca czas analizy pojedynczej próbki do kilku minut, 
czyli nawet o kilkadziesiąt godzin w porównaniu do metod kon-
wencjonalnych.
Metoda MALDI-TOF MS polega na przeniesieniu niewielkiej ilości 
badanego materiału, zawierającego 105 komórek bakteryjnych 
(w praktyce jest to pojedyncza kolonia z 18–24 h hodowli na pod-
łożu stałym) na płytkę do analizy. W następnym etapie na te ko-
mórki nanoszony jest roztwór matrycy zawierający kwas α-cyjano-
4-hydroksy-cynamonowy w rozpuszczalniku organicznym (50% 
acetonitryl i 2,5% kwas trifluorooctowy). Tak przygotowana i osu-
szona próbka umieszczana jest w komorze analizatora, w której 
pod wpływem działania lasera dochodzi do desorpcji (uwalniania) 
i jonizacji cząsteczek matrycy i białek bakteryjnych. W tym procesie 
kluczową rolę odgrywa matryca, ponieważ silnie absorbuje energię 
światła laserowego, przyczyniając się do uwalniania (desorpcji) 
cząsteczek analitu. Stan jonizacji matrycy jest przenoszony na czą-
steczki badanego drobnoustroju. Wynik pomiaru tych cząsteczek 
(podlegających przyspieszeniu w kolumnie analizatora zawierającej 
próżnię) rejestrowany jest w postaci widma mas, reprezentującego 
jony wykrywane przez detektor (ryc. 1). W tym procesie do detekto-
ra docierają początkowo cząsteczki o małej masie, a następnie coraz 
większe. W kolejnym etapie widmo, stanowiące rodzaj „odcisku 
palca” unikatowego i niezmiennego dla każdego gatunku bada-
nego mikroorganizmu, w sposób automatyczny jest analizowane 
i porównywane z bazą zawierającą widma charakterystyczne dla 
konkretnych gatunków drobnoustrojów (ryc. 2 i 3).
Prawdopodobieństwo poprawnej identyfikacji drobnoustroju 
w systemie MALDI Biotyper wyrażane jest w postaci tzw. wskaź-
nika punktowego mieszczącego się w zakresie od 0 do 3000, 
określającego stopień podobieństwa do widm referencyjnych 
(tab. I). Jednocześnie można odczytać identyfikację aż 96 izolatów 
w ciągu zaledwie ok. 1,5 godz., co jest wielką zaletą tego systemu. 

System zaprojektowany przez Bruker Daltonics pozwala też na 
identyfikację mikroorganizmów, które wcześniej należy poddać 
ekstrakcji.
Pomimo wielu zalet, bardzo dużej czułości i dokładności, metoda 
ta ma też jednak swoje ograniczenia, np. w przypadku wystę-
powania między mikroorganizmami wysokiego pokrewieństwa 
filogenetycznego. W praktyce obserwuje się też, że uzyskanie 
identyfikacji danego izolatu może być trudne w przypadku małych 
lub śluzowatych kolonii, a także przy zastosowaniu niektórych 
podłoży agarowych do namnożenia badanego drobnoustroju 
[1]. Należy też unikać błędów technicznych podczas nanoszenia 
izolatu na płytkę do analizy. Błędy w identyfikacji lub brak wyniku 
identyfikacji najczęściej spowodowane są brakiem profilu białko-
wego danego gatunku w bazie danych. Jednak należy zauważyć, 
że metoda ta jest cały czas udoskonalana, pojawiają się nowe 
możliwości diagnostyczne, a baza danych jest systematycznie 
aktualizowana i rozszerzana [1–5].
Przykładem praktycznego wykorzystania metody MALDI-TOF 
MS w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej jest możliwość 
identyfikacji szczepów Candida auris. Jest to nowo opisany ga-
tunek grzybów drożdżopodobnych z rodzaju Candida, obecnie 
stanowiący duży problem kliniczny na świecie [14–20]. Patogen 
ten łączy w sobie czynniki wirulencji Candida albicans i możliwość 
wywoływania zakażeń inwazyjnych z wyjątkową opornością na 
leki z grupy azoli (nawet 80–100% szczepów opornych na fluko-

nazol) i inne grupy leków przeciw-
grzybiczych oraz z wyjątkowym 
potencjałem do epidemicznego 
szerzenia się w szpitalach i innych 
jednostkach ochrony zdrowia [15, 
16, 17, 21–26]. Wykazano, że w ru-
tynowej diagnostyce mikrobiolo-
gicznej przy użyciu powszechnie 

Tabela I. Interpretacja wyników identyfikacji drobnoustrojów w systemie MALDI Biotyper.

Zakres wskaźnika Opis prawdopodobieństwa identyfikacji
2,300 – 3,000 Wysoce prawdopodobna identyfikacja do poziomu gatunku
2,000 – 2,299 Pewna identyfikacja do rodzaju, prawdopodobna identyfikacja do gatunku
1,700 – 1,999 Prawdopodobna identyfikacja do rodzaju
0,000 – 1,600 Niewiarygodna identyfikacja

Rycina 1. Schemat metody MALDI-TOF MS
1. kolonie drobnoustroju na podłożu agarowym, 2. roztwór matrycy, 3. płytka do 
analizy, 4. osuszenie próbki, 5. światło laserowe, 6. jonizacja i desorpcja (uwal-
nianie) cząsteczek matrycy i analitu, 7. rozdział jonów w kolumnie analizatora, 
8. detektor TOF, 9. profil białkowy (widmo) badanego drobnoustroju.
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dostępnych systemów identyfikacji opartych na testach bioche-
micznych (np. API AUX 20C, VITEK-2 YST, MicroScan, Auxacolor 
czy Phoenix Automated Microbiology System) gatunek ten nie 
jest identyfikowany lub jest oznaczany błędnie, najczęściej jako 
Candida haemulonii, rzadziej C. duobushaemulonii, C. famata, 
C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. sake, 
C. catenulata, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae lub Rhodotorula 
glutinis [17, 23, 27–29]. Obecnie uważa się, że wiarygodna iden-
tyfikacja tego gatunku jest możliwa tylko przy użyciu systemu 
MALDI-TOF MS lub metod molekularnych [23, 27–31]. Tak więc 
identyfikacja tego groźnego patogenu w rutynowej diagnostyce 
mikrobiologicznej jest możliwa tylko w klinicznych laboratoriach 
wyposażonych w system MALDI-TOF MS.

Nowe możliwości zastosowania techniki MALDI-TOF MS w ru-
tynowej diagnostyce mikrobiologicznej
Stosunkowo niedawno jeden z producentów systemu MALDI-TOF 
MS zaproponował metodę szybkiej identyfikacji drobnoustrojów 
bezpośrednio w pozytywnych próbkach krwi na posiew, przy uży-
ciu zestawu MBT Sepsityper Kit (Bruker Daltonics) [1, 32–38]. Wy-
nik identyfikacji tą techniką uzyskiwany jest już po kilkudziesięciu 

minutach. Jest to niezwy-
kle cenna metoda, ponie-
waż sepsa jest ciągle jedną 
z  najczęstszych przyczyn 
wysokiej śmiertelności pa-
cjentów, a czas wdrożenia 
odpowiedniej i skutecznej 
antybiotykoterapii ma klu-
czowe znaczenie. Popraw-
ność wyników identyfikacji 
otrzymanych tą  metodą 
jest bardzo wysoka i  na 
podstawie licznych danych 
literaturowych wynosi od 
63% do nawet >90%, choć 
niektórzy badacze zwraca-
ją uwagę na stosunkowo 
większy odsetek identy-
fikacji tą  techniką bak-
terii Gram-ujemnych niż 
Gram-dodatnich [34–39]. 
Nonnemann i  wsp. uzy-
skali przy użyciu tego testu 
identyfikację 77% izolatów 
grzybów bezpośrednio 
w  dodatnich próbkach 
krwi [39].
Niedawno pojawiły się 
doniesienia naukowe na 
temat możliwości szybkiej 
identyfikacji drobnoustro-
jów (zwłaszcza bakterii 
Gram-ujemnych) wywo-
łujących zakażenia układu 

moczowego bezpośrednio w próbce moczu przy użyciu metody 
MALDI-TOF MS [40, 41, 42].
System MALDI Biotyper umożliwia również analizę pokrewień-
stwa szczepów w obrębie tego samego gatunku [6, 43]. Obecnie 
prowadzone są prace naukowe badające nie tylko podobieństwo 
szczepów tego samego gatunku w ramach dochodzenia epide-
miologicznego w ognisku epidemicznym, lecz także w zależności 
od obszaru geograficznego, z którego szczepy te były izolowane 
[44, 45, 46]. Metoda ta cieszy się dużym zainteresowaniem ba-
daczy – aktualnie jest przedmiotem licznych badań naukowych 
i w przyszłości może stać się techniką konkurencyjną do drogich 
badań genetycznych [1, 6, 43, 47].
Coraz częściej pojawiają się doniesienia naukowe o wykorzysty-
waniu metody MALDI-TOF MS do wykrywania szczepów antybio-
tykoopornych [48, 49]. System ten okazał się pomocny, np. w od-
różnianiu metycylinoopornych szczepów Staphylococcus aureus 
(MRSA; methicillin-resistant Staphylococcus aureus) od wrażliwych 
na metycylinę (MSSA; methicillin-susceptible Staphylococcus au-
reus) [50, 51]. Szczepy MRSA różnią się od MSSA intensywnością 
piku w widmie masowym przy wartości 3784 Da oraz 5700 Da [51]. 
W podobny sposób odróżnia się szczepy Escherichia coli i Klebsiella 

Rycina 2. Profil białkowy (widmo) szczepu Staphylococcus aureus.

Rycina 3. Profil białkowy (widmo) szczepu Escherichia coli.
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pneumoniae oporne na antybiotyki β-laktamowe od wrażliwych 
na te leki [49]. Metoda ta jest coraz częściej badana pod kątem 
zastosowania w epidemiologii [52].
W  ostatnim czasie wielolekooporne szczepy Enterobacterales 
(w tym Enterobacteriaceae produkujące karbapenemazy stały się 
bardzo dużym problemem w szpitalach na całym świecie [49, 52, 
53, 54]. Szczepy te stanowią przyczynę wielu ciężkich zakażeń bak-
teryjnych, często kończących się zgonem pacjentów, dlatego też 
szybkie zidentyfikowanie czynnika etiologicznego zakażenia i wy-
krycie ewentualnej produkcji przez dany szczep karbapenemazy 
ma bardzo duże znaczenie w leczeniu pacjentów i zapobieganiu 
rozprzestrzenianiu się patogenu w środowisku szpitalnym. Pojawiły 
się już pierwsze wyniki badania wprowadzonego na rynek przez 
producenta nowego zestawu MBT STAR-Carba (selective testing 
of antibiotic resistance carbapenemase) i oprogramowania. Jest 
to pierwszy test do szybkiej diagnostyki, pozwalający na wykrycie 
aktywnych karbapenemaz klasy A, B lub D u szczepów z rodziny 
Enterobacteriaceae oraz z rodzaju Pseudomonas i Acinetobacter 
z wykorzystaniem spektrometrii mas. Test MBT STAR-Carba z wy-
korzystaniem imipenemu polega na inkubacji badanego szczepu 
w roztworze z antybiotykiem, a następnie na analizie widma gene-
rowanego przez imipenem. Jeżeli badany szczep wytwarza aktywną 
karbapenemazę, dochodzi do hydrolizy pierścienia ß-laktamowego 
antybiotyku, co skutkuje zmianą jego masy cząsteczkowej. System 
ten pozwala również na wykrycie bakterii produkujących karbape-
nemazę nie tylko z wyhodowanych kolonii bakteryjnych, lecz także 
bezpośrednio z pozytywnej próbki hodowli krwi z wykorzystaniem 
zestawu MBT Sepsityper Kit [32, 53, 55, 56, 57].

Podsumowanie
Problem oporności bakterii na antybiotyki to jedno z najwięk-
szych wyzwań dla medycyny zakażeń ostatnich lat. Głównym 
problemem jest pojawianie się i rozprzestrzenianie szczepów 
wielolekoopornych. Szacuje się, że w krajach Unii Europejskiej 
lekooporność drobnoustrojów jest przyczyną śmierci ok. 25 
000 osób rocznie. Powoduje to również wzrost kosztów opieki 
zdrowotnej. Ze względu na brak nowych opcji terapeutycznych 
konieczne jest zapobieganie rozprzestrzenianiu się patogenów 
alarmowych, toteż bardzo ważna jest ich niezwłoczna i wiarygod-
na identyfikacja. Do realizacji tego celu konieczne są skuteczne, 
szybkie i ekonomiczne metody umożliwiające przeprowadze-
nie wiarygodnej analizy w bardzo krótkim czasie, co umożliwia 
wdrożenie racjonalnej i skutecznej antybiotykoterapii. Obecnie 
kładzie się więc największy nacisk na rozwój tych metod, któ-
re usprawniają rutynową diagnostykę mikrobiologiczną, w tym 
system MALDI-TOF MS.
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