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Введение. Метод матрично-ассоциированной лазерной масс-спектрометрии широко применяется в микробиологии в силу точности и быстроты 
получения результатов. Однако применение этого метода для плесневых грибов представляет ряд трудностей и не всегда эффективно.
Цель и задачи исследования – определить целесообразность практического применения удлинённого протокола с культивированием в жидкой среде 
и предварительной экстракцией белков в рутинной идентификации плесневых грибов, выделенных из окружающей среды.
Материалы и методы. Проводили анализ музейной коллекции плесневых грибов ФГБУ «ЦСП» ФМБА России методом MALDI-TOF-масс-
спектрометрии для видовой идентификации микроорганизмов с помощью системы идентификации Biotyper (Bruker) с предварительным куль-
тивированием в жидкой среде и белковой экстракцией муравьиной кислотой и ацетонитрилом по удлинённому оптимизированному протоколу.
Результаты. Проанализировано 137 образцов из коллекции лаборатории микробиологии и паразитологии. Качественные спектры получе-
ны для 71,5% изолятов. Идентификация по базе MBT Filamentous Fungi Library с достоверным скором (>  1,7) получена для 55% образцов  
(26% со скором > 2). Проанализированные образцы включали в себя представителей 19 семейств и 27 родов, 16% образцов демонстрировали 
спектры высокого качества, но не идентифицировались по базе MBT Filamentous Fungi Library (Bruker).
Ограничения исследования: при изучении возможности использования метода времяпролётной масс-спектрометрии для идентификации плесневых 
грибов был произведён анализ 137 изолятов плесневых грибов из окружающей среды, что представляет собой достаточную референтную выборку. 
Проанализированные образцы включали в себя представителей 19 семейств и 27 родов, что позволяет применить полученные выводы по крайней 
мере к этим представителям мицелиальных грибов. В рамках данного исследования не удалось идентифицировать 22 образца со спектрами высоко-
го качества, поэтому предметом дальнейших исследований будет их идентификация молекулярно-генетическими методами, выявление подобных 
образцов и создание из них новой собственной базы спектров для MALDI-TOF-биотипирования. Предстоит также расширить перечень изучаемых 
семейств.
Заключение. Для эффективной идентификация плесневых грибов с помощью масс-спектрометрических методов целесообразно применять 
культивирование чистой культуры в жидкой среде, оптимизированный протокол пробоподготовки и создание собственной внутрилабораторной 
базы данных спектров.
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Introduction. MALDI-TOF identification method is widely used in microbiology due to its accuracy and rapid results achievement. However, applying this method 
to mold fungi faces some difficulties and is not always effective. 
Purpose of the study was to evaluate the profits of using the long cultivation and protein extraction protocol in routine identification of mold fungi isolates from 
environment. 
Materials and methods. The analysis of molds museum collection from Centre for Strategic Planning of FMBA of Russia was performed by MALDI-TOF mass-
spectrometry Biotyper (Bruker Daltonics) with cultivation in liquid media and long optimized protein extraction protocol with acetonitrile and formic acid. 
Results. One hundred thirty seven isolates were analyzed. Quality spectra were achieved for 71.5% of samples. Identification with MBT Filamentous Fungi Library 
database with the high confidence score (> 1.7) was achieved for 55% of isolates (26% with score > 2). Samples analyzed included members of nineteen families 
and 27 genera. 16% of samples were not identified despite producing high-quality spectra. 
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Материалы и методы
Изоляты. В  данном исследовании анализировали му-

зейную коллекцию выделенных из окружающей среды 
плесневых грибов, собранную в ФГБУ «ЦСП» ФМБА. Для 
137 изолятов проведена микроскопическая идентификация 
мицелия и культивирование в жидкой среде.

Микроскопическая идентификация. Идентификацию плес-
невых грибов проводили методами микроскопического и 
макроскопического наблюдения мицелиальных культур, вы-
росших на плотной среде Сабуро при температуре плюс 27 ○С 
за время от 3 до 5 дней. Определение рода и вида грибов про-
водили в соответствии с указаниями определителей [18–22].

Культивирование изолятов плесневых грибов для MALDI-
TOF-идентификации. Образцы из музейной коллекции высе-
вали на плотные среды Сабуро с 2%-м агаром и инкубирова-
ли при температуре плюс 27 ○С в течение 48 ч. По результатам 
анализа мицелия, выросшего на чашке, проводили под-
тверждение микроскопической идентификации образца и 
отсутствия загрязнения культурами других видов.

Для дальнейшего масс-спектрометрического анализа 
проводили культивацию образцов в жидкой среде Сабуро 
при температуре плюс 27 ○С и перемешивании со скоростью 
30 об./мин. После 24 ч культивирования материал осаждали 
центрифугированием, удаляли питательную среду и трижды 
промывали осадок (с перемешиванием и осаждением цен-
трифугированием) 1 мл деионизованной воды. При необхо-
димости осадок хранили при минус 20 ○С.

Экстракция белков. Для экстракции белков используется 
оптимизированный протокол Bruker с модификацией [23]. 
К  промытым осадкам культивированных изолятов плесне-
вых грибов добавляли 0,3 мл деионизованной воды и 0,9 мл 
95%-го этанола, перемешивали. Центрифугировали при 
13 000 g в течение 2 мин, отбрасывали супернатант. Осадок 
сушили 15 мину при температуре плюс 30  ○С. К осадку до-
бавляли 10–30 мкл (в зависимости от объёма осадка) 70%-й 
муравьиной кислоты, перемешивали. Инкубировали в тече-
ние 10 мин на столе, добавляли объём ацетонитрила, равный 
объёму муравьиной кислоты, перемешивали и продолжали 
инкубирование в течение 10 мин на столе. Образец переме-
шивали, центрифугировали при 13 000 g в течение 2 мин, за-
тем 1 мкл супернатанта наносили на MALDI-мишень. После 
высыхания покрывали 1 мкл матрицы HCCA и высушивали.

Введение
Идентификация бактерий методом MALDI-TOF MS 

(Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) признана «золотым стан-
дартом» клинической микробиологии, поскольку обеспе-
чивает быстроту и высокую точность идентификации при 
невысокой стоимости анализа одного образца [1]. В  то же 
время идентификация плесневых грибов, имеющих важное 
клиническое и экологическое значение, представляется за-
труднительной [2–4].

В  настоящее время идентификация плесневых грибов 
основывается на макроскопических и микроскопических 
наблюдениях роста колоний на селективных средах. Адек-
ватная фенотипическая идентификация плесневых грибов 
требует привлечения миколога высокой квалификации, что 
не всегда возможно в клинических лабораториях. Помимо 
этого некоторые фенотипически неразличимые грибы могут 
быть идентифицированы на основании анализа последова-
тельности рибосомальной РНК. Генетический метод иден-
тификации имеет определённые ограничения: низкое коли-
чество выделяемой ДНК за счёт трудностей лизиса клеток, 
ингибирование ПЦР-реакции веществами, содержащимися 
в культуре, длительность идентификации до 7 дней, что не-
гативно сказывается на лечении пациента [5–7].

Метод MALDI-TOF MS-идентификации основан на 
анализе спектра белков («белкового отпечатка пальцев») 
культивированного микроорганизма. Неизвестная культу-
ра определяется по сравнению её спектра с референтными 
спектрами известных микроорганизмов из базы данных. 
Этот метод быстр, достаточно точен и эффективен, однако 
для плесневых грибов результаты подвержены влиянию ус-
ловий культивирования, процедур экстракции и т. д.

Коммерческий продукт фирмы Bruker позволяет выпол-
нять идентификацию 152 видов плесневых грибов. В ряде ис-
следований сообщается о создании внутрилабораторных баз 
данных для идентификации, включающих широкий спектр 
видов плесневых грибов – от 140 до 200 и более [8–12].

Исследователи высказывают разное мнение о точности 
метода MALDI-TOF в этой области – идентификации под-
даются 54–87% тестируемых образцов [13–17].

Цель работы – оценить применимость метода MALDI-TOF 
для клинической идентификации плесневых грибов и отрабо-
тать протоколы его применения.

Limitations. When studying the possibility of using the time-of-flight mass spectrometry method to identify mold fungi, a sample of 137 isolates of mold fungi from 
the environment was analyzed, which is a sufficient reference sample. The analyzed samples included representatives of 19 families and 27 genera, which makes 
it possible to apply the findings to at least these representatives of micellar fungi. In this study 22 samples with good quality spectra, were not identified with MBT 
Filamentous Fungi Library database. In the future studies, these samples, along with other samples like that, will be identified by genetic molecular methods and 
added to the new home-made database for filamentous fungi MALDI-TOF identification.
Conclusion. Effective identification of filamentous fungi by mass-spectrometry methods requires pure culture achieved from liquid media, long optimized 
protocol of protein extraction and building an in-house database of spectra not presented in Bruker database.
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нако есть и случаи прямого необъяснимого расхождения. 
Например, четыре образца, определённые как Aspergillus по 
микроскопии и типированные как Penicillium.

Также было выявлено 27 образцов (19,7%) со спектра-
ми высокого качества, не идентифицируемые по базе MBT 
Filamentous Fungi Library (см. рис.  1). Для части из них 
это объясняется отсутствием предполагаемого рода или 
вида грибов в базе данных Bruker (например, Gliocladium, 
Vetricillium). Для остальных это можно было бы объяснить 
загрязнением образца (чему противоречит воспроизведение 
спектров в двух биологических и двух механических повто-
рах) или несоответствием микроскопического определения 
вида реальному (отсутствующему в базе данных). В  целом 
сравнение эффективности микроскопической и MALDI-
TOF-идентификации показывает корректность последней. 
При этом для 13 изолятов, не имевших микроскопической 
идентификации, идентифицировать методом MALDI-TOF 
удалось только три, хотя качественные спектры получены 
для девяти.

Обсуждение
В  отличие от бактериальных и дрожжевых культур ин-

струкция производителя Bruker предлагает после высевания 
плесневых грибов на селективные плотные среды культиви-
рование образцов в жидкой среде.

В  наших опытах показано ключевое значение режима 
культивации культур для получения воспроизводимых спек-
тров. Необходимо ротационное культивирование мицелия 
в жидкой среде Сабуро или отбор свежих белых фрагментов 
мицелия на агаре Сабуро, причём во втором случае следует 
избегать захвата спор.

MALDI-TOF-идентификация. Видовую идентификацию 
изолятов проводили методом матрично-активированной 
лазерной десорбции/ионизации с времяпролётной масс-
спектрометрией (MALDI-TOF MS) на анализаторе Microflex 
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics GmbH  & Co. KG) с ис-
пользованием базы бактериальных белковых спектров и про-
граммного обеспечения MALDI Biotyper (Bruker Daltonics 
GmbH  & Co. KG). Идентификацию выполняли согласно 
протоколу производителя (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) 
с использованием базы данных для плесневых грибов MBT 
Filamentous Fungi Library (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG).

Результаты
Проанализировано 137 образцов из коллекции лаборато-

рии микробиологии и паразитологии ФГБУ «ЦСП» ФМБА. 
Качественные спектры получены для 105 образцов (76,6%). 
Из них идентифицировано по базе MBT Filamentous Fungi 
Library с достоверным скором (> 1,7) 78 образцов (36 образ-
цов со скором > 2) (рис. 1).

Проанализированные образцы включали в себя пред-
ставителей 19 семейств и 27 родов (см. таблицу). Для  
55 (40%) образцов идентификация методом MALDI-TOF 
MS не противоречила идентификации микроскопическим  
методом.

Для 23 образцов (17%) идентификация методом MALDI-
TOF  MS расходилась с микроскопической, причём пра-
вильность масс-спектрометрической идентификации под-
тверждалась при анализе биологических повторов. Такое 
высокое число расхождений не должно смущать, так как 
расхождения в подавляющем большинстве случаев неприн-
ципиальны. Например, у Penicillium отличался конкретный 
вид (предполагался citrinum, а определялся chrysogenum). 
Может показаться странным случай Paecilomyces без еди-
ного совпадения идентификаций. Однако разночтения эти 
мнимые: определявшиеся виды таксономически чрезвы-
чайно близки роду Paecilomyces, будучи либо выделенны-
ми из него недавно (Purpureocillium lilacinum), либо являясь 
анаморфой Paecilomyces (Byssochlamys spectabilis). Такие 
моменты следует учитывать, но они не свидетельствуют об 
ошибочности идентификации каким-либо методом. Од-

Идентификация со скором выше 2
Identified with score > 2
Идентификация со скором выше 1,7
Identified with score > 1.7
Нет идентификации, спектр высокого качества
No identification, but high quality spectra
Нет идентификации, нет качественного спектра
No identification, no quality spectra

36

42
27

32

Рис. 1. Эффективность идентификации плесневых грибов с исполь-
зованием MALDI-TOF Biotyper (Brukers Daltonics). Указано количество 
изолятов для каждой группы идентификации.

Fig. 1. The efficiency of filamentous fungi samples identification by 
MALDI-TOF Biotyper (Brukers Daltonics). Number of isolates is indicated 
for every identification group.
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Рис. 2. Сравнение спектров различных культур Aspergillus niger: 
а – мицелий белого цвета без спор; б – мицелий чёрного цвета со 
спорами.

Fig. 2. Comparison of spectra of Aspergillus niger cultures: а – white 
mycelium with no spores; б – black mycelium with spores.
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После культивирования отобранные осадки могут хра-
ниться в замороженном виде без потери эффективность 
определения.

Также в наших экспериментах показана эффективность 
соблюдения удлинённого протокола экстракции белков (оп-
тимизации к протоколу Bruker, предложенные [23]). В  со-
четании с культивированием в жидкой среде он позволяет 
повысить процент качественных спектров до 71%.

Тот факт, что для 29% проанализированных образцов 
не удалось получить качественные спектры, пригодные 
для идентификации, говорит о необходимости дальнейшей 
оптимизации протокола. Введение в протокол различных 
методов разрушения клеток мицелия (замораживание и 
размораживание, ультразвуковая и механическая гомоге-
низация, как предложено [24–26]), не привело к получе-
нию спектра образцов, для которых не срабатывал прото-
кол [23]. Трудности с получением качественных спектров 
не выглядят связанными с конкретным родом плесневых 
грибов (см. таблицу)  – наибольшее количество образцов 
с плохими спектрами получено для Aspergillus и Penicillum, 
но качественно определённых образцов для этих родов  
не меньше. Возможно, оптимизации требуют условия куль-
тивирования.

Данная методика существенно удлиняет и усложняет 
анализ, но она является необходимой для обеспечения эф-
фективного и высоковоспроизводимого определения родов 
и видов плесневых грибов. Причины этого следующие.

1.	 Культивированием в жидкой среде удаётся создать 
более равномерные условия роста для отдельных клеток. Та-
ким образом клетки становятся более гомогенными и про-
дуцируют идентичные спектры, что необходимо для воспро-
изводимой идентификации.

2.	 Культивирование в жидкой среде позволяет избе-
жать формирования плотного мицелия из клеток плесневых 
грибов с жёсткими оболочками, поскольку они затрудняют 
клеточный лизис и экстракцию белков.

3.	 Культивирование в жидкой среде позволяет избе-
жать образования спор. Как показывает наш опыт, споры 
продуцируют в спектре ряд ионов очень высокой интенсив-
ности, которые не поддаются типированию, а на фоне их не 
видны ионы белков обычных клеток (рис. 2). Для сравнения 
рисунок демонстрирует спектры молодой культуры белого 
мицелия (периферического) и чёрного мицелия (старого со 
спорами) Aspergillus niger. Спектр со спорами содержит доми-
нирующие пики, которых нет в свежем мицелии, и не опре-
деляется алгоритмом Bruker Biotyper.

Образцы плесневых грибов, идентифицированные с использованием MALDI-TOF Biotyper (Brukers Daltonics)
Mold fungi samples, identified by MALDI-TOF Biotyper (Brukers Daltonics)

Род / вид,  
согласно микроскопии 

Genus or species according  
to microscopy 

Идентифицировано 
Identified

MALDI-TOF 
идентификация 

отличается 
от микроскопии 

MALDI-TOF 
identification differs 

from microscopy

Неидентифицированные 
хорошие спектры 

Non-identified  
high quality spectra

Спектров 
нет 

No quality 
spectra

Присутствует в базе Filamentous Fungi
Species and genus in Filamentous Fungi database

Acremonium 1 Acremonium cereale
Alternaria 1 2 Alternaria alternata
Aspergillus 14 4 2 5 33 вида и род spp. / Thirty three species and genus spp.
Botrytis 1 Botrytis cinerea
Byssochlamys spectabilis 1 4 вида / Four species
Chaetomium 1 2 Chaetomium globosum
Cladosporium 1 1 3 вида и род spp. /Three  species and genus spp.
Colletotrichum gloesporioides 1 Присутствует / Present
Cryptococcus 1 20 видов / Twenty species
Cunninghamellaceae 1 Cunninghamella elegans
Fusarium 7 2 2 2 13 видов и spp. / Thirteen species and genus spp.
Gliocladium 1 –
Lichtheimia corymbifera 1 Присутствует / Present
Microsporum canis 1 Присутствует / Present
Mucor 6 2 2 8 7 видов / Seven species
Paecilomyces 4 1 2 вида / Two species
Penicillium 15 2 5 26 видов и род spp. / Twenty six species and genus spp.
Plectosphaerella cucumerina 1 Присутствует / Present
Pseudogymnoascus 1 Pseudogymnoascus pannorum
Purpureocillium 1 Purpureocillium lilacinum
Rhizopus 2 4 вида / Four species
Scopulariopsis brevicaulis 2 1 Присутствует / Present
Syncephalastrum racemosum 1 Присутствует / Present
Trichoderma 1 2 4 1 3 вида и род spp. / Three species and genus spp.
Trichophyton 2 1 8 видов / Eight species
Trichosporon 1 19 видов и род spp. / Nineteen species and genus spp.
Verticillium 3 –
Неизвестно 3 6 4 –
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Ограничения настоящего исследования позволяют при-
менить полученные выводы к представителям по крайней 
мере 19 семейств и 27 родов мицелиальных грибов, вошед-
шим в изученную, достаточно представительную выборку 
(137 изолятов).

Заключение
Идентификация плесневых грибов с помощью культи-

вирования в жидкой среде, оптимизированного протокола 
пробоподготовки и системы Bruker Biotyper (база плесневых 
грибов) весьма перспективна. При необходимости рутинной 

идентификации плесневых грибов целесообразно создание 
собственной базы данных с помощью генной идентифика-
ции образцов, что позволит повысить процент идентифи-
кации плесневых грибов не менее чем на 16%. Удлинённый 
протокол культивирования и пробоподготовки образцов 
хотя и требует дополнительного времени, но при этом су-
щественно повышает процент идентификации образцов 
плесневых грибов методом MALDI-масс-спектрометрии. 
Сочетание этих оптимизаций метода позволяет определить 
больше 70% образцов с точностью до вида (группы видов) 
с высокой достоверностью и без затрат рабочего времени  
высококвалифицированного специалиста.
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