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MALDI-TOF МАСС-
СПЕКТРО-МЕТРИЧЕСКАЯ 
ИДЕНТИфИКАЦИЯ 
МЕДИЦИНСКИ 
ЗНАЧИМЫХ 
МИКРОМИЦЕТОВ (ОБЗОР)
Полищук А.Г. (ведущий научный 
сотрудник)*

НИИ медицинской микологии им. П.Н. Кашкина 
Северо-Западного государственного медицинского 
университета им. И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, 
Россия 

© Полищук А.Г., 2011

Времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-акти-
вированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MС) 
– это метод идентификации микроорганизмов, основанный на 
анализе их белкового содержимого. Высокая точность идентифи-
кации бактерий этим методом была подчеркнута в большом ко-
личестве публикаций. Метод экономичен по затратам времени 
и финансовых средств, в сравнении с обычно применяемыми био-
химическими системами идентификации (БСИ), и подходит для 
рутинной диагностики, базирующейся на высокой пропускной 
способности. В статье описано текущее состояние MALDI-TOF 
MС систем для идентификации медицински значимых микроми-
цетов. Для нитчатых грибов метод MALDI-TOF MC находится 
на ранней стадии развития. 

Ключевые слова: идентификация видов, MALDI-TOF масс-
спектрометрия, медицински значимые микромицеты

IDENTIFICATION OF 
CLINICALLY RELEvANT 
FUNGI BY MALDI-TOF 
MASS-SPECTRO-METRY
Polischuk a.G. (leading scientific 
collaborator)
Kashkin Research Institute of Medical Mycology of 
North-Western State Medical University named after I.I. 
Mechnikov, St. Petersburg, Russia

© Polischuk A.G., 2011

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS) is a method for identification of 
microorganisms based on analysis of their protein content. Numerous 
studies have demonstrated the accuracy of this technology for bacterial 
identification. It is a time-saving and less expensive alternative to 
conventional biochemical identification systems (BIS), and it is suitable 
for high-throughput routine diagnostics. In this article a current status 
of development of MALDI-TOF systems for identification of clinically 
relevant fungi is described. For filamentous fungi, the technique is at 
early stage of development. 

Key words: clinically relevant fungi, MALDI-TOF mass-
spectrometry 

* Контактное лицо: Полищук Анна Генриховна
 Тел.: (812) 303-51-40

bВЕДЕНИЕ

Прямое белковое профилирование с помощью 
времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-
активированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF MS от англ. matrix-assisted laser de-
sorption/ionization time-of-flight mass-spectrometry) 
является методом быстрой видовой идентификации 
патогенных микроорганизмов. 

Масс-спектрометрия (МС) – измерение молеку-
лярной массы ионов по их поведению в электриче-
ских или магнитных полях. Она осуществляется по-
средством разделения разных масс в пространстве и 
времени. МALDI-TOF – это вариант МС, в котором 
применяют технологию «мягкой» ионизации под 
действием лазерного излучения, позволяющую ана-
лизировать молекулы с большой молекулярной мас-
сой, в частности, молекулы белков [1]. С помощью 
метода можно анализировать белковую фракцию 
микробной клетки без фракционирования и очистки 
отдельных белков (прямое белковое профилирова-
ние) и получать с высокой точностью и разрешением 
уникальные для данного вида микроорганизма масс-
спектры, характеризующие исследуемый объект по 
типу «отпечатков пальцев». Метод был разработан 
23 года назад [2, 3], его начали использовать для 
идентификации бактерий в научно-исследователь-
ских лабораториях с конца 1990 годов, а для рутин-
ной диагностики бактерий в микробиологических 
лабораториях – с 2009 г. [4]. Первая публикация по 
идентификации патогенных грибов c использовани-
ем технологии МALDI-TOF МС появилась в 2007 г. 
[5]. 

Процедура идентификации

Первый этап видовой идентификации патогенных 
грибов с использованием МALDI-TOF МС – получе-
ние чистой культуры гриба из клинического матери-
ала. Следующими этапами являются пробоподготов-
ка, получение белковых спектров лизированного ма-
териала с применением масс-спектрометрического 
оборудования, обработка полученных спектров с ис-
пользованием специального программного обеспе-
чения и сравнение полученного спектрального про-
филя с теми, что имеются в белковой спектральной 
базе данных. В спектральной базе данных каждому 
виду микромицета соответствует специфический 
набор масс-спектров, в чем и заключается принцип 
видовой идентификации грибов. Процесс пробопод-
готовки включает в себя лизис клеток гриба и кокри-
стализации на подложке лизированного материала 
с веществом-матрицей, функция которой заключа-
ется в способствовании перехода молекул лизата в 
газовую фазу и их ионизации. Подложку затем по-
мещают в МALDI-TOF МС инструмент, в котором 
под воздействием импульсов лазерного излучения 
на матрицу с анализируемым веществом происходят 
его десорбция (переход в газовую фазу) и ионизация, 
образовавшиеся ионы разделяются в электрическом 
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поле и детектируются, а их масса анализируется с 
помощью специального программного обеспечения. 
В настоящее время для рутинной идентификации 
микроорганизмов используют МALDI-TOF МС обо-
рудование производства компаний Bruker Daltonik 
GmbH (Германия) и Shimadzu (Япония). Bruker Dal-
tonik GmbH предлагает, в сочетании с МALDI-TOF 
МС инструментом, свое программное обеспечение 
и белковую спектральную базу данных (Biotyper). В 
МALDI-TOF МС систему от Shimadzu входит про-
граммное обеспечение этой компании (Launchpad 
software) и база данных SARAMIS, разработанная 
компанией AnagnosTec GmbH (Германия) и недавно 
приобретенная компанией BioMérieux (Франция). 
Описана и другая система (программное обеспече-
ние с базой данных) – Andromas (Франция), которая 
может быть использована с масс-спектрометрами 
обеих компаний Bruker Daltonik и Shimadzu.

Для получения чистой культуры патогенных 
микромицетов требуется от трех-пяти дней (дрож-
жевые организмы) до трех недель (дерматомице-
ты), в то время как для всех остальных этапов масс-
спектрометрической идентификации – ~1-2 часа. 
Поэтому исключение этапа получения культуры гри-
ба из процедуры идентификации является ключевым 
моментом для существенного сокращения времени 
идентификации. Получение четкой белковой масс-
спектральной картины, специфичной для патогенно-
го микроорганизма, непосредственно в клинических 
образцах методически затруднено из-за наличия в 
лизированном материале комплекса белковых мо-
лекул, принадлежащих клеткам пациента, а также в 
случае использования жидких сред для выращивания 
патогена, белковых компонентов сред. В связи с этим 
в настоящее время проводят интенсивные исследо-
вания с целью разработки способа очистки белков 
гриба от контаминирующего материала, присутству-
ющего в клинических образцах. Ко времени написа-
ния этой статьи опубликованы три работы, в кото-
рых представлены результаты усовершенствования 
этапа пробоподготовки для идентификации дрожже-
подобных микромицетов непосредственно в образ-
цах крови. В работе Marinach-Patrice С. c соавторами 
использовали кровь здоровых людей, инокулирован-
ную определенным количеством клеток Candida sp. 
Образцы крови культивировали в гемокультиваторе 
Bactec до тех пор, пока они не регистрировались при-
бором как положительные, и, затем, проводили МС 
анализ. Для получения масс-спектров, достаточных 
для анализа качества, авторы использовали 2 мл по-
ложительной культуры и 1,5 мл 0,1% додецилсульфа-
та натрия в качестве лизирующего агента. Используя 
этот метод пробоподготовки, они смогли правильно 
идентифицировать все образцы Candida spp. [6]. Fer-
roni А. с коллегами использовали 5% раствор сапони-
на для селективного разрушения эритроцитов крови 
и высвобождения интактных дрожжевых клеток, 
которые затем концентрировались центрифугирова-
нием. Клеточный концентрат далее анализировали 

в масс-спектрометре. Таким образом значительно 
снижался белковый спектральный фон от клеточных 
компонентов крови и обеспечивался читаемый масс-
спектр, специфичный для анализируемого микроми-
цета. В этой работе была успешно проведена иденти-
фикация Candida spp. не только в инокулированных 
клетками дрожжей образцах крови здоровых людей, 
но и в положительных образцах крови пациентов [7]. 
И, наконец, Yan Y. с соавторами использовали набор 
реактивов для пробоподготовки (MALDI Sepsityper 
kit), разработанный Bruker Daltonik и предназначен-
ный для идентификации бактерий и дрожжеподоб-
ных микромицетов непосредственно из образцов 
крови. С применением этого набора не была получе-
на надежная видовая идентификация. Авторы статьи 
добавили к процедуре пробоподготовки две отмыв-
ки образцов водой (до этапа лизиса с использовани-
ем Sepsityper) и с помощью этой модификации доби-
лись 100% корректной идентификации Candida spp. 
в 43 образцах крови пациентов, зарегистрированных 
в Bactec FX культиваторе как положительные [8].

Диагностическая чувствительность  
MALDI-TOF МС

В одиннадцати из двенадцати исследований чув-
ствительность масс-спектрометрической идентифи-
кации микромицетов была 95-100% и только в одном 
исследовании – 85%. Чувствительность идентифика-
ции измеряли как процент совпадения результатов 
масс-спектрометрического анализа с результатами 
референсного метода идентификации. Референсным 
методом для идентификации нитчатых Aspergillus 
spp., Fusarium spp. и дерматомицетов было сикве-
нирование определенных фрагментов их ДНК и ис-
следование морфологии этих грибов [5, 9-11]. Для 
дрожжей и дрожжеподобных грибов в качестве ре-
ференсного метода использовали либо определение 
эффективности метаболических процессов в клетках 
грибов (биохимический метод), либо сочетание этого 
метода с сиквенированием фрагментов генов рибо-
сомальной ДНК грибов [8, 12-17]. В последнем слу-
чае, сначала сравнивали результаты биохимических 
тестов и МС анализа, а затем, в случае несовпадения 
результатов этих двух анализов, использовали метод 
сиквенирования для подтверждения результата. В 
качестве биохимических систем идентификации ис-
пользовали API тесты и VITEK колориметрические 
карты компании BioMérieux, Murex/Remel (США) и 
Auxacolor тест компании Bio-Rad (США). С приме-
нением API и VITEK биохимических систем измеря-
ют способность дрожжевых грибов утилизировать 
углеводы, кроме этого, с помощью VITEK анализи-
руют активность некоторых ферментов углеводного, 
белкового и жирового обменов и способность ути-
лизировать некоторые источники азота (всего 63 
биохимические реакции). В случаях несовпадения 
результатов МС и биохимической идентификации, 
сиквенированием обычно подтверждали видовую 
идентификацию, полученную МС методом, что сви-
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детельствовало о его большей чувствительности по 
сравнению с биохимическим методом. Еще раз под-
черкнем, что в случае дрожжевых изолятов сиквени-
ровались только те образцы, для которых результаты 
МС и биохимической идентификации не совпадали 
(5-9% всех проанализированных образцов), и, таким 
образом, истинный процент совпадения результатов 
МС и сиквенирования не известен. Однако в случае 
нитчатых микромицетов сиквенировались все об-
разцы, которые проходили МС идентификацию, и 
доля совпавших результатов этих двух анализов со-
ставила 98,5-100%.

MALDI-TOF МС обладает большей дискримина-
ционной способностью по сравнению с биохимиче-
скими методами идентификации. Например, с помо-
щью API/VITEK системы не удается разделить гене-
тически гетерогенную популяцию Саndida parapsilo-
sis на группы, в то время как с помощью MALDI-TOF 
МС были выделены 3 группы, составляющие вид 
C. parapsilosis: C. parapsilosis, C. metapsilosis и С. or-
thopsilosis [12]. Разделение вида С. parapsilosis на три 
новых вида подтверждено результатами сиквениро-
вания и других молекулярных методов [12]. Дискри-
минация между этими видами может быть важна с 
терапевтической точки зрения, поскольку недавно 
было показано, что C. parapsilosis, C. metapsilosis и 
С. orthopsilosis имеют разные профили чувствитель-
ности к эхинокандинам [18].

Аналитическая чувствительность  
MALDI-TOF МС

Yan Y. с соавторами оценили минимальную кон-
центрацию обнаруживаемых дрожжевых клеток в 
позитивных культурах крови пациентов, которая 
обеспечивает надежную видовую идентификацию 
методом MALDI-TOF МС. Она оказалась равна 
600  000 КОЕ/мл [8]. Для сравнения, MALDI-TOF 
масс-спектрометрическая чувствительность обнару-
жения бактерий составляет ≈1000 КОЕ/мл [19,20], а с 
помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) воз-
можно обнаружить одну клетку патогенного гриба в 
1 мл крови [21].

факторы, влияющие на эффективность 
идентификации

Одним из основных условий для успешной ви-
довой идентификации микроорганизмов является 
качество референсной масс-спектрометрической 
базы данных. В качестве референсных баз данных в 
работах использовали или коммерческие базы дан-
ных – Biotyper 2.0, SARAMIS, Andromas [7, 8, 11-14, 
17], или базы данных, созданные самими авторами 
работ [5, 6, 9, 10]. Был и промежуточный вариант, 
когда коммерческие базы данных дополняли в ходе 
выполнения работы [15, 16]. Ярким примером, иллю-
стрирующим влияние наполненности референсной 
базы данных на эффективность видовой идентифи-
кации, является работа Marklein G. с соавторами по 
видовой идентификации дрожжевых изолятов. При 

первом раунде идентификации, когда авторы ис-
пользовали коммерческую масс-спектральную базу 
данных Biotyper 2.0 в качестве референсной, удалось 
правильно идентифицировать 90% образцов. Однако 
после того, как авторы дополнили Biotyper 2.0 масс-
спектрометрическими «фингерпринтингами» тех 
видов рода Candida, которые отсутствовали в этой 
базе, но присутствовали (по результатам сиквени-
рования) в анализируемой выборке, оставшиеся 10% 
образцов были также успешно идентифицированы 
[16].

Качество референсной базы масс-спектров также 
зависит от того, насколько она полно отражает фи-
зиологические особенности грибов. Каждую минуту 
в клетке живых организмов происходят мириады со-
бытий, изменяющих ее белковый состав качественно 
и количественно. Эти изменения необходимы для 
пространственной и временной регуляции физиоло-
гических процессов в клетке, в частности, для пере-
хода гриба из одного физиологического состояния 
в другое (например, из фазы активного роста в фазу 
споруляции). Учитывая это, Alanio А. с коллегами 
создали масс-спектральную базу Aspergillus spp., ко-
торая включила спектры белков, полученных из ма-
териала молодых и спорулирующих колоний. Таким 
образом, стало возможным получение высоко вос-
производимых результатов в независимости от зре-
лости тестируемого изолята [9].

Еще одним важным фактором, влияющим на каче-
ство получаемых спектров и на воспроизводимость 
результатов, является изменение спектрального со-
става клетки в ходе адаптации грибов к различным 
условиям существования. Так, например, было по-
казано, что масс-спектральная картина клеток гриба 
изменяется в зависимости от температуры и време-
ни выращивания, а также состава питательной среды 
[10, 22, 23]. Таким образом, стандартизация условий 
выращивания является еще одним ключом к успеш-
ной видовой идентификации микромицетов с ис-
пользованием масс-спектрометрического анализа.

ЗАКЛюЧЕНИЕ
Технология МALDI-TOF масс-спектро мет ри-

ческой идентификации микромицетов имеет ряд 
преимуществ перед биохимическими методами 
идентификации. Она обладает высокой скоростью 
измерения, низкой стоимостью используемых ре-
активов и материалов и простой пробоподготов-
кой. В экспериментальных работах показано, что 
МALDI-TOF МС обладает высокой диагностической 
чувствительностью и дискриминационной способ-
ностью. Хотя пока не оценено, как МALDI-TOF МС 
функционирует в рутинной диагностике микроми-
цетов, эти ее качества отвечают требованиям, предъ-
являемым к технологиям, используемым в рутин-
ной диагностической практике. Технология имеет, 
однако, на данном этапе развития существенный 
недостаток – она обладает низкой аналитической 
чувствительностью, поэтому идентификация микро-
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мицетов напрямую в клиническом материале остает-
ся проблемой. Для повышения порога обнаружения 
патогенных грибов необходимо введение допол-
нительной процедуры в процесс пробоподготовки, 
позволяющей «обогащать» материал клинического 
образца грибными белками. Уже достигнуты опре-

деленные успехи в этом направлении, а принимая во 
внимание стремительность развития МALDI-TOF 
МС технологии, вполне вероятно, что идентифи-
кация микромицетов в клиническом материале без 
предварительного получения чистой культуры гриба 
будет возможна в скором будущем.
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