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Резюме

В последнее время во многих микробиологических лабораториях по всему миру активно применяется время-

пролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией. MALDI-TOF MS —  

современный метод масс-спектрометрии, позволяющий быстро и точно определять массу ионов в образце. В ста-

тье представлено краткое описание метода MALDI-TOF MS и основные принципы его функционирования. Ав-

торы полагают, что успех данного метода прежде всего обусловлен низкими расходами в эксплуатации, скоростью 

выполнения анализа и удобством расшифровки его результатов. Отмечено, что метод хорошо зарекомендовал 

себя при идентификации бактерий, однако при идентификации плесневых и дрожжевых грибов его применение 

сталкивается с целым набором сложностей: преаналитическая подготовка, подбор различных матриц, исполь-

зование различных библиотек и баз данных спектров. Одними из важнейших проблем в MS-идентификации 

грибов являются: ограничения, связанные с базой данных и влияющих на точность идентификации, сложность 

разрушения белковых стенок для получения спектров, особенность строения нитчатых грибов на различных их 

этапах цикла роста. Авторы полагают, что помимо разных подходов к подготовке образцов на результат будет 

влиять тип использованной матрицы, которая необходима для поглощения энергии лазера, чтобы ионизировать 

крупные молекулы без их фрагментации, в статье представлен перечень наиболее используемых матричных со-

единений. В таблицах приведены сведения об основных представителях плесневых грибов, их морфологическая 

характеристика и значение для человека, а также свойства и значение для человека ряда представителей дрож-

жевых и дрожжеподобных грибов. Представлены данные литературы об особенностях идентификации низших 

грибов при использовании метода MALDI-TOF MS. На основании результатов рассмотренных исследований, 

авторы заключают, что точность идентификации во многом зависит от качества подготовки образца, включая 

выбор питательной среды, сроков инкубации и метода экстракции белков. Из-за прочной клеточной стенки гри-

бов требуются специальные протоколы, включающие механическое дробление и обработку кислотами. Резуль-

тат также определяется составом библиотеки спектров — её ограниченность может привести к ошибочной или 

неполной идентификации. Расширение референсных баз данных позволяет значительно повысить долю пра-

вильно определённых изолятов. Однако для сложных случаев, особенно с редкими или клинически значимыми 

видами, требуется тщательная валидация метода.

Ключевые слова: MALDI-TOF MS, идентификация микроорганизмов, матрицы, библиотека данных.
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Summary

Recently, time-of-flight mass spectrometry with matrix-assisted laser desorption/ionization has been actively used 

in many microbiological laboratories around the world. МALDI-TOF MS is a modern mass spectrometry method that 

allows for the rapid and accurate determination of the mass of ions in a sample. This article provides a brief descrip-

tion of the MALDI-TOF MS method and its underlying principles. The authors believe that the success of this method 

is primarily due to its low operating costs, fast analysis time, and easy interpretation of the results. It has been noted 

that the method has proven to be effective in identifying bacteria, but its application in identifying mold and yeast 

fungi faces a number of challenges, including pre-analytical preparation, selection of different matrices, and the use of 

various libraries and spectrum databases. Some of the most important challenges in MS-based fungal identification in-
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clude database limitations that affect the accuracy of identification, the difficulty of breaking down protein walls to 

obtain spectra, and the unique structure of filamentous fungi at different stages of their growth cycle The authors be-

lieve that in addition to different approaches to sample preparation, the result will be influenced by the type of matrix 

used, which is necessary for absorbing laser energy in order to ionize large molecules without fragmentation. The arti-

cle provides a list of the most commonly used matrix compounds.. The tables provide information about the main rep-

resentatives of mold fungi, their morphological characteristics, and their significance for humans, as well as the prop-

erties and significance of a number of yeast and yeast-like fungi for humans. The literature data on the identification 

of lower fungi using the MALDI-TOF MS method is presented. Based on the results of the reviewed studies, the au-

thors conclude that the accuracy of identification largely depends on the quality of sample preparation, including the 

choice of growth medium, incubation time, and protein extraction method. Due to the strong cell wall of fungi, special 

protocols are required, including mechanical crushing and acid treatment. The result is also determined by the com-

position of the spectrum library, which can lead to erroneous or incomplete identification. Expanding reference data-

bases can significantly increase the proportion of correctly identified isolates. However, for complex cases, especially 

those involving rare or clinically significant species, careful validation of the method is required.

Keywords: MALDI-TOF MS, microorganism identification, matrices, database.

Введение
В последнее время во многих микробиологиче-

ских лабораториях по всему миру активно приме-

няется времяпролетная масс-спектрометрия с ма-

трично-активированной лазерной десорбцией/

ионизацией — MALDI-TOF MS. Успех данного метода 

прежде всего обусловлен низкими расходами в экс-

плуатации, скоростью выполнения анализа и удоб-

ством расшифровки результатов. Метод хорошо за-

рекомендовал себя при идентификации прежде всего 

бактерий, что же касается идентификации плесневых 

и дрожжевых грибов, то применение его сталкивается 

с целым набором сложностей: преаналитическая под-

готовка, подбор различных матриц, использование раз-

личных библиотек и баз данных спектров для прове-

дения идентификации.

Одними из важнейших проблем в MS-идентифи-

кации грибов являются: ограничения, связанные с ба-

зой данных и влияющих на точность идентификации, 

сложность разрушения белковых стенок для получе-

ния спектров, особенность строения нитчатых грибов 

на различных их этапах цикла роста.

Краткое описание метода  
MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/

Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) — совре-

менный метод масс-спектрометрии, позволяющий бы-

стро и точно определять массу ионов в образце. Ме-

тод основан на нескольких принципах:

	– матрично-активированной лазерной десорбция — 

исследуемый образец смешивается с матрицей, кото-

рая защищает молекулы от разрушения при облуче-

нии лазером;

	– ионизация — лазерный импульс вызывает де-

сорбцию и ионизацию молекул;

	– времяпролетная масс-спектрометрия — ионы 

ускоряются в магнитном поле и разделяются по массе, 

которую можно измерить.

Метод с момента своего изобретения в 1987 году 

начал активно применяться для решения различных 

научных задач во многих областях. Около 15 лет на-

зад его начали применять в биологических исследо-

ваниях, так как при использовании минимального 

количества образца наблюдается высокая точность 

определения массы молекул и высокая производи-

тельность (низкие времязатраты), а также имеется 

возможность автоматизации [1]. На данный момент 

метод используется в широком спектре биологиче-

ских исследований: протеомика (идентификация бел-

ков, анализ посттрансляционных модификаций, изуче-

ние белкового состава клеток); генетика (анализ ДНК 

и РНК, определение мутаций, секвенирование корот-

ких фрагментов); метаболомика (анализ малых моле-

кул, изучение метаболических путей, скрининг био-

маркёров). Метод используется в микробиологической 

практике (идентификация микроорганизмов, определе-

ние антибиотикорезистентности, эпидемиологический 

мониторинг), а также в целом в клинической лабора-

торной диагностике, например, в таких направлениях, 

как выявление биомаркёров заболеваний, мониторинг 

терапии, диагностика некоторых болезней [2]. Однако 

удачно решая определённый комплекс задач, метод 

требует поиска новых подходов для повышения эф-

фективности и точности, расширения спектра анали-

зируемых образцов, а также возможность интеграции 

с другими методами анализа. Например, сокращение 

времени получения результата микробиологического 

исследования поставило задачу возможности исполь-

зования MALDI-TOF MS для обнаружения и иденти-

фикации микроорганизмов непосредственно в образ-

цах. Кроме того, в настоящее время MALDI-TOF MS 
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комбинируют с другими технологиями, такими как 

проточная цитометрия, чтобы расширить сферу кли-

нического применения [3].

В основе видовой идентификации микроорганиз-

мов лежит анализ белкового профиля клеток. На дан-

ный момент существуют три общих стратегии иден-

тификации белков:

•	 «классическая» стратегия «снизу вверх»; осно-

вана на разделении белковых смесей, их протеолитиче-

ском расщеплении на пептиды, которые подвергаются 

масс-спектрометрическому анализу, что позволяет 

определить так называемый пептидный массовый от-

печаток (peptide-mass fingerprint, PMF);

•	 дробовая протеомика; подход включает протео-

литическое расщепление неразделенных сложных сме-

сей белков, за которым следует капиллярное хрома-

тографическое или электрофоретическое разделение 

пептидов из гидролизатов и тандемная масс-спектро-

метрия (МС/МС), позволяющая определить метки по-

следовательности;

•	 нисходящая протеомика: здесь изолирован-

ные белки получают с помощью сложных процедур 

очистки в виде целых молекул, и они подвергаются 

фрагментации в масс-спектрометре [4].

В двух последних случаях секвенирование с помо-

щью тандемной или многоступенчатой МС позволяет 

однозначно идентифицировать белок. Масс-спектро-

метрия пептидов для идентификации белков обычно 

выполняется с использованием двух подходов: PMF 

и секвенирование пептидов с поиском в базе данных 

и de novo секвенирование пептидов плюс поиск по-

следовательности-подобия для белков, последователь-

ности которых еще не представлены в базах данных 

белков [5, 6].

Помимо разных подходов к подготовке образцов на 

результат будет влиять тип использованной матрицы, 

которая необходима для поглощения энергии лазера, 

чтобы ионизировать крупные молекулы без их фраг-

ментации. Для достижения этого матрицу в избытке 

смешивают с образцом. Перечень наиболее используе-

мых матричных соединений представлен в таблице 1.

При выборе матричного соединения важно учи-

тывать специфику исследуемых образцов и техниче-

ские возможности оборудования. Рекомендуется на-

чинать с наиболее распространенных матриц (CHCA 

или DHB) и при необходимости проводить тестиро-

вание других вариантов для оптимизации условий 

анализа. Например, при идентификации дрожжевых 

грибов предпочтительна CHCA для лучшей иониза-

ции [7, 8]. Для плесневых грибов по результатам не-

которых исследований рекомендуется DHB или SA 

[9,10]. Однако рекомендуется в каждом случае про-

водить предварительный тест с несколькими матри-

цами, а также учитывать технические характеристики 

масс-спектрометра.

Особенности идентификации низших 
грибов

Плесневые грибы образуют видимые налёты на раз-

личных субстратах. По биологическим признакам от-

личаются следующими особенностями: не имеют пло-

довых тел; образуют мицелий в виде пушистого или 

бархатистого налёта; одноклеточные (несептирован-

ные) или многоклеточные (септированные); размно-

жение преимущественно бесполое. В хозяйственной 

деятельности человека эти грибки оказывают как по-

ложительное, так и отрицательное влияние. Положи-

тельное сводится к возможности их использования 

в медицине и фармацевтике, пищевой промышленно-

сти, биотехнологических процессах и сельском хозяй-

стве. Отрицательное значение проявляется в том, что 

некоторые представители являются патогенными для 

Наименование Длина волны Применение Обозначение

α-циано‑4‑гидроксикоричная 
кислота 337 нм, 355 нм пептиды, липиды, нуклеотиды CHCA

2,5‑дигидроксибензойная кислота 337 нм, 355 нм
пептиды, нуклеотиды, 

олигонуклеотиды, олигосахариды, 
белки

DHB

Синапиновая кислота 337 нм, 355 нм, 
266 нм белки, пептиды, липиды SA

3‑гидроксипиколиновая кислота 337 нм, 355 нм олигонуклеотиды, ДНК HPA

Пиколиновая кислота 266 нм олигонуклеотиды PA

Феруловая кислота 337 нм, 355 нм, 
266 нм белки FA

9‑аминоакридин 337 нм липиды, метаболиты 9AA

Таблица 1. 
Основные типы матриц, используемых для проведения МС
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человека и животных, а также вызывают порчу про-

дуктов питания и наносят материальный ущерб — раз-

рушение строительных материалов, порча документов 

и тканей (Табл. 2).

Такое разнообразие плесневых грибов и слож-

ность их идентификации требует поиска новых спо-

собов их идентификации. Например, одни из са-

мых часто встречаемых грибов в окружающей среде 

являются представители рода Aspergillus, который 

включает в себя около 300 видов, играющих важ-

ную роль в экосистемах и жизни человека, будучи 

одновременно патогенами и объектами промышлен-

ного использования. Первоначально представители 

этого рода были разделены на различные группы 

или секции (также называемые комплексами) на ос-

нове перекрывающихся морфологических призна-

ков, что делает идентификацию различных видов 

в пределах рода Aspergillus весьма проблематичной 

при использовании традиционных макроскопиче-

ских анализов [1]. Широкая распространённость 

Aspergillus в окружающей среде и их патогенное влия-

ние на человека и материалы ставит вопрос о спо-

собах быстрой и точной идентификации основных 

видов рода Aspergillus: A. flavus, A. niger, A. terreus,  

A. versicolor, A. calidoustus и A. nidulans. Эти обозначе-

ния на самом деле представляют собой секции (или 

комплексы) близкородственных видов (также назы-

ваемых криптовидными), которые невозможно чётко 

различить по морфологическим признакам [11].

Поскольку культуры грибов остаются неотъем-

лемой частью современной микробиологической 

лаборатории, идентификацию колониеобразующих 

Aspergillus из образцов пациентов или окружаю-

щей среды можно ускорить с помощью технологии 

MALDI-TOF MS. В настоящее время наиболее рас-

пространёнными инструментами MALDI-TOF MS  

для рутинного микробиологического исследования 

являются Bruker Daltonics (Германия) и bioMérieux 

(Франция). Для первого инструмента MALDI 

Biotyper есть оригинальные программное обеспечение 

и база данных, для второго программное обеспече-

ние Vitek MS и базы данных SARAMIS (Anagnos Tec, 

Германия), которые в совокупности известны под си-

стемой Vitek MS IVD. Третья система, Andromas SAS 

Грибы, род
Морфологическая 
характеристика

Значение для человека

Mucor

Белая плесень, образует пуши‑
стый налет. Мицелий состоит 
из одной многоядерной клетки. 
Споры формируются в шаро‑
образных спорангиях

Положительное: используется в азиатской кухне как за‑
кваска для соевого сыра и других продуктов, применяется 
для борьбы с насекомыми-вредителями.
Отрицательное: вызывает порчу продуктов, может прово‑
цировать заболевания у людей и животных

Penicillium

Образует зеленоватый налет. 
Мицелий септированный, с ки‑
сточками на концах гиф. Споры 
мелкие.

Положительное: источник антибиотика пенициллина, ис‑
пользуется в производстве некоторых сортов сыра (рокфор, 
камамбер).
Отрицательное: может вызывать порчу продуктов.

Aspergillus

Многоклеточные грибы с при‑
земистым мицелием. Споры 
располагаются цепочками на 
булавовидных вздутиях.

Положительное: Aspergillus niger используется для промыш‑
ленного получения лимонной кислоты, другие виды — для 
производства ферментов.
Отрицательное: вызывает аспергиллёз, портит пищевые 
продукты.

Rhizopus

Ватообразный мицелий с дуго‑
образно изогнутыми гифами. 
Спорангии содержат много 
спор.

Положительное: некоторые виды используются в произ‑
водстве алкогольных напитков и соевых продуктов (темпе, 
тофу).
Отрицательное: вызывает гниение овощей, фруктов, зер‑
новых.

Fusarium

Мицелий толстый или тонкий, 
с нерегулярным ветвлением. 
Окраска белая, розовая или 
красная.

Положительное: некоторые виды используются в биокон‑
троле вредителей.
Отрицательное: поражает зерновые культуры, вызывает 
болезни растений, может продуцировать микотоксины.

Botrytis
Древовидная плесень с харак‑
терным строением мицелия.

Положительное: некоторые виды используются в виноделии 
для улучшения качества десертных вин.
Отрицательное: вызывает серую гниль растений, портит 
плоды и овощи.

Таблица 2. 
Основные представители плесневых грибов
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(Франция), предоставляет другой тип базы данных 

и программного обеспечения [6].

Для идентификации изолятов нитчатых грибов 

было установлено чёткое разделение между иссле-

дованиями, в которых используется подход IC (от-

дельная колония наносится непосредственно на це-

левую пластину MALDI и покрывается кислотным 

органическим матричным раствором), и исследова-

ниями, в которых используется подход лизиса кле-

ток (CL) (процедура применения этанол-муравьиной 

кислоты для полной экстракции белка, состоящая 

из коротких этапов инкубации и центрифугирова-

ния перед нанесением супернатанта на мишень). Со-

гласно протоколам производителей, второй вариант 

подготовки культур к MS является наиболее эффек-

тивным для идентификации на системах SAR-AMIS, 

Andromas и Vitek MS. Такая обработка позволяет 

наносить культуру на мишень с последующим ли-

зисом на ней же с помощью 25–70% раствора му-

равьиной кислоты. Исключением стали виды, кото-

рые отсутствовали в библиотеке, такие как A. sydowii,  

A. terreus, A. tubeingensis, A. calidoustus, A. nidulans, 

и А. puniceus. Их идентификация происходила за 

счёт сравнения спектров [6].

В одном из исследований использовали базу 

данных MALDI-TOF MS со спектрами 109 штам-

мов коллекции культур, представляющих 55 ви-

дов Aspergillus (33), Fusarium (12) и Mucorales (10), 

по которой проверили 103 слепо закодирован-

ных изолятов. В результате 81 образца были отне-

сены к 14 видам Aspergillus, а 22 изолята относи-

лись к другим 15 видам, имеющимся в базе данных. 

За исключением изолятов, которые не содержа-

лись в базе данных, с помощью MALDI-TOF MS  

были идентифицированы 91 из 94 изолятов (96,8%) 

Aspergillus, Fusarium, и Mucorales, в соответствии 

с их обозначенными видами. Также обратил на 

себя внимание тот факт, что значения score у 91 

изолята с правильной идентификацией были >2,0, 

а оставшиеся 3 изолята (Emericella nidulans, A. niger,  

и A. versicolor), могли быть про идентифицированы 

только на уровне видов, так как их значения score 

были 1,817, 1,874 и 1,796, соответственно, что под-

тверждает специфичность идентификации MALDI-

TOF MS [12].

Для более точной идентификации представителей 

рода Aspergillus проводилось многократное увеличе-

ние и создание новых баз данных. Например, была 

разработана комплексная база данных для иденти-

фикации плесени методом MALDI-TOF MS, включа-

ющая 294 изолята (из которых 58 эталонных штам-

мов из нескольких хорошо сохранившихся коллекций 

и 236 клинических штаммов). Всего в этой базе дан-

ных содержались 76 родов и в общей сложности 152 

вида, а Aspergillus представляли большую часть за-

писей в базе данных. Для извлечения белка образцы 

брали с чашки, культивирование проводилось на 

нескольких типах питательных сред (среда Сабуро, 
Candida хромогенный агар, дрожжевой экстракт с бу-

фером и древесным углем, агар с сердечно-мозговым 

экстрактом с кровью, среды с добавлением хлорамфе-

никола и гентамицина). Непосредственно в экспери-

менте по проверке базы данных был использован 421 

изолят, которые инкубировали при различных темпе-

ратурах (от 28 до 42 °C), также учитывался возраст 

колоний (от 2 до 7 дней). Снятые с питательных сред 

образцы помещали в абсолютный этанол, смешан-

ный с цирконий-силикатными шариками. Образцы 

эмульгировали путем многократного сдавливания 

стерильной деревянной палочкой у стенки пробирки, 

встряхивали и центрифугировали. Оставшийся оса-

док был ресуспендирован в 70% муравьиной кис-

лоте и обработан повторным центрифугированием 

с добавлением ацетонитрила. Для исследования 

использовали супернатант. При сравнении с 421 

изолятом база данных позволила получить точную 

скорость идентификации видов около 90%. Кроме 

того, с помощью MALDI-TOF MS удалось обнару-

жить ошибки фенотипической идентификации, на-

пример, A. aculeatus, A. sclerotiorum и A. tubingensis  

были морфологически ошибочно приняты за  

A. niger, а A. sydowii — за A. versicolor. Также уда-

лось быстро идентифицировать комплексы Fusarium 

solani, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis/

posadasii [13].

В исследовании при сравнении разных подходов 

к пробоподготовке 137 музейных изолятов было 

установлено, что ключевое значение имеет режим 

культивации культур для получения воспроизводи-

мых спектров: необходимо ротационное культиви-

рование мицелия в жидкой среде Сабуро или отбор 

свежих белых фрагментов мицелия на агаре Сабуро 

(в этом случае следует избегать захвата спор) [14].

Другой большой группой грибов, которые имеют 

практическое значение в хозяйственной деятельности 

человека и медицине являются дрожжевые и дрож-

жеподобные грибы (Табл. 3). Их видовая идентифи-

кация во многих случаях не вызывает особых про-

блем, однако некоторые из представителей порой 

достаточно сложно идентифицировать классическими 

методами, и для точной диагностики необходимо ис-

пользовать современные молекулярно-генетические 

методы, но также с определённым успехом приме-

няют и масс-спектрометрию.
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Достаточно большое количество исследований 

проведено с успешной идентификацией таких пред-

ставителей дрожжевых грибов как Candida spp., их 

идентификация лишь улучшается и модернизируется, 

а иногда и вовсе используется стандартный протокол 

от MALDI Biotyper. Так, например в одном из иссле-

дований все изоляты Candida spp. были успешно иден-

тифицированы согласно у протоколу [15]. Нередко 

используются и другие наборы для пробоподготовки 

данных микроорганизмов, в одном из исследований 

использовали Bioyong (Bioyong Technologies Inc.) [16].

Одним из самых распространенных направле-

ний в улучшении идентификации дрожжевых гри-

бов является расширение библиотек баз данных, 

в том числе для выявления определенных видов. На-

пример, в одном из исследований целью было созда-

ние новой базы данных для точной идентификации 

Candida auris и 11 видов комплекса C. haemuli, вклю-

чая C. chanthaburiensis, C. duobushaemuli, C. haemuli,  

C. heveicola, C. khanbhai, C.konsanensis, C. metrosideri,  

C. ohialehuae, C. pseudohaemuli, C. ruelliae и C. vulturna [17].

Разработана новая база данных CMDB, кото-

рая содержит 22 средних спектральных проекции  

C. auris и 4 других родственных вида (C. haemulonii,  

C. duobushaemulonii, Candida krusei и Kodameae ohmeri). 

При использовании базы данных CMDB все 23 кли-

нических изолята C. auris плюс 10 архивных штаммов 

были идентифицированы правильно (100%). Иденти-

фикация 22 из этих изолятов была подтверждена се-

квенированием внутреннего транскрибируемого спей-

сера их рибосомной ДНК (рДНК) [18].

Проведено крупное расширение библиотеки данных 

для комплексной идентификации дрожжей и мицели-

альных грибов, по результатам которого была создана 

новая база данных MALDI-TOF MS под названием 

EMALiMB, которая расширяет существующую спра-

вочную библиотеку и позволяет точно идентифици-

ровать более широкий спектр видов микроорганиз-

мов. Новая справочная библиотека включала 75 родов 

и 430 видов аскомицетов, 77 родов и 213 видов бази-

диомицетов, то есть в общей сложности 643 вида гри-

бов и шесть видов, относящихся к роду Prototheca [19].

Времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-

активированной лазерной десорбцией/ионизацией 

MALDI-TOF стала перспективной технологией для 

быстрой и надёжной идентификации дрожжей. Было 

показано, что изоляты, принадлежащие к роду Candida, 

можно легко идентифицировать на видовом уровне 

как по отдельным колониям, так и непосредственно 

по биологическим образцам с помощью МС. Однако 

дрожжи, не относящиеся к Candida, по-прежнему пред-

ставляют собой проблему для этой технологии, осо-

бенно при идентификации родов, которые плохо пред-

ставлены или вовсе отсутствуют в базах данных.

Вид гриба Биологические свойства Значение для человека

Дрожжевые грибы

Saccharomyces 
cerevisiae

Одноклеточные овальные формы, размно‑
жение почкованием, способность к спирто‑
вому брожению, оптимальная температура 
25–30 °C

Производство хлеба, виноделие, пивоваре‑
ние, производство биотоплива

Kluyveromyces 
marxianus

Устойчивость к высоким температурам, 
способность расти в молоке, анаэробное 
брожение

Производство молочных продуктов, био‑
технологическое производство ферментов

Zymomonas 
mobilis

Грамотрицательная бактерия с дрожже‑
подобным ростом, высокая скорость спир‑
тового брожения

Производство этанола из растительного 
сырья, биотехнологическое применение

Дрожжеподобные грибы

Candida 
albicans

Формирование псевдомицелия, способность 
к диморфизму, устойчивость к антибиоти‑
кам

Возбудитель кандидоза, оппортунистиче‑
ский патоген, инфекции слизистых оболо‑
чек

Cryptococcus 
neoformans

Наличие полисахаридной капсулы, устой‑
чивость к фаголизису, способность к росту 
при 37 °C

Возбудитель криптококкоза, особенно опа‑
сен для иммунодефицитных пациентов

Malassezia 
furfur

Липидозависимый рост, образование спор, 
рост на коже человека

Возбудитель себорейного дерматита, при‑
чина отрубевидного лишая

Geotrichum 
candidum

Образование истинного мицелия, формиро‑
вание артроспор, рост при низких pH

Порча молочных продуктов, в некоторых 
случаяхусловно-патогенный

Таблица 3. 
Представители дрожжевых и дрожжеподобных грибов
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Для расширения баз данных спектров было про-

ведено исследование, в котором культуры выращи-

вали на колумбийском агаре с добавлением 5% овечьей 

крови при температуре 35 °C в течение 24 часов. 

Кроме того, предварительно все изоляты были иденти-

фицированы с помощью анализа ДНК в области ITS1, 

5.8S, ITS2 и AFLP-анализа. В данном исследовании 

молекулярная идентификация считалась эталонной. 

Во время создания новой библиотеки спектров ис-

пользовалась следующая пробоподготовка: несколько 

колоний отбирали, повторно ресуспендировали в 300 

мкл воды для ВЭЖХ (высокоэффективной жидкост-

ной хроматографии) и 900 мкл этанола и подвергали 

5‑минутному встряхиванию. После непродолжитель-

ного центрифугирования надосадочную жидкость сли-

вали, осадок полностью высушивали при комнатной 

температуре. Была проведена стандартная экстракция 

белков с использованием муравьиной кислоты и аце-

тонитрила, после чего 1 мкл супернатанта был нане-

сён в двух экземплярах на мишень MALDI. После 

высыхания пятен они были покрыты 1 мкл матрицы 

α-циано‑4‑гидроксикоричной кислоты (HCCA) (Bruker 

Daltonics), приготовленной в соответствии с инструк-

циями производителя [20].

В другом исследовании для предварительной об-

работки использовали смесь 50% ацетонитрила, 47,5% 

дважды дистиллированной воды и 2,5% трифторуксус-

ной кислоты. нанесённую на подготовленные 48‑лу-

ночные планшеты из нержавеющей стали (Bruker 

Daltonics GmbH, Бремен, Германия) для коррекции 

пиков. Затем α-циано‑4‑гидроксикоричную кислоту 

тщательно перемешали с 250 мкл стандартного бу-

фера, приготовленного в качестве матрицы MALDI 

для измерений [21].

Заключение

Метод MALDI-TOF МС уверенно вошёл в прак-

тику микробиологических лабораторий как быстрый 

и надёжный способ идентификации микроорганизмов. 

Он особенно эффективен при работе с бактериями, 

но всё чаще применяется и для распознавания дрож-

жевых, а также плесневых грибов. Точность иденти-

фикации во многом зависит от качества подготовки 

образца, включая выбор питательной среды, сроков ин-

кубации и метода экстракции белков. Из-за прочной 

клеточной стенки грибов требуются специальные про-

токолы, включающие механическое дробление и обра-

ботку кислотами. Результат также определяется соста-

вом библиотеки спектров — её ограниченность может 

привести к ошибочной или неполной идентификации. 

Расширение референсных баз данных позволяет значи-

тельно повысить долю правильно определённых изо-

лятов. Однако для сложных случаев, особенно с ред-

кими или клинически значимыми видами, требуется 

тщательная валидация метода.
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