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РЕЗЮМЕ

В обзоре систематизированы представленные в литературе сведения об адаптации метода MALDI-TOF к идентификации плесневых грибов. Масс-
спектрометрическая идентификация бактерий методом MALDI-TOF является «золотым стандартом» в современной лабораторной диагностике. 
Точность, скорость, простота и невысокая стоимость одного анализа обеспечивают всё более широкое распространение этого метода. Однако 
применение технологии MALDI-TOF к другим микроорганизмам, в том числе плесневым грибам, затруднено, поскольку прочная стенка клеток 
грибного мицелия препятствует клеточному лизису и ионизации белков, а разнообразие клеток в культуре (гифы, споры, органы размножения) при-
водит к разнообразию ионов белков и усложняет получение единого воспроизводимого спектра для изолята. Для преодоления этих трудностей при-
меняются различные методы культивирования, подготовки образцов, получения и обработки спектров. На рынке присутствуют готовые решения 
в этой области в виде коммерческих систем, однако и они требуют доработки.

Ключевые слова: масс-спектрометрия; MALDI-TOF; плесневые грибы; обзор

Для цитирования: Курбатова И.В., Ракитина Д.В. Идентификация плесневых грибов методом MALDI-TOF: подходы и перспективы (обзор литературы). Гигиена 
и санитария. 2025; 104(4): 503–509. https://doi.org/10.47470/0016-9900-2025-104-4-503-509 https://elibrary.ru/rmxyec

Для корреспонденции: Курбатова Ирина Валентиновна, e-mail: IKurbatova@cspfmba.ru

Участие авторов: Курбатова И.В. – концепция обзора, редактирование; Ракитина Д.В. – подбор литературы, написание текста. Все соавторы – утверждение окон-
чательного варианта статьи и ответственность за целостность всех её частей.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов в связи с публикацией данной статьи.
Финансирование. Исследование проведено в рамках НИР по теме «Разработка унифицированных методов, включающих отбор 8807 проб, для осуществления 
определения микробиологического и паразитологического загрязнения сточных вод» (шифр «Сточные воды»).

Поступила: 27.08.2024 / Принята к печати: 03.12.2024 / Опубликована: 30.04.2025

Irina V. Kurbatova, Daria V. Rakitina 

Identification of filamentous fungi with MALDI-TOF:  
methods and perspectives (literature review)
Centre for Strategic Planning of the Federal medical and biological agency, Moscow, 119121, Russian Federation

ABSTRACT

This review addresses various attempts of adaptation of MALDI-TOF method for identification of filamentous fungi. This method has become a golden standard in 
laboratory diagnostics. Accuracy, simplicity, and low cost per analysis promote making it a widespread technology. However, attempts of applying it to filamentous 
fungi face many problems. Solid cell wall of fungi mycelium is an obstacle to cell lysis and protein ionization. Heterogeneity of cells in culture – old and young 
hyphs, conidia etc, provides variety in ion patterns and prevents forming single reproducible spectra for the analyzed isolate. These issues are addressed by various 
optimizations in methods of cultivation, sampling, protein extraction, spectra recording, and data analysis. Commercial systems exist, offering ready solutions  
of the problem; however, these systems also require adjustments to be effective in the clinical laboratory practice.
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Обзорная статья 

Культивирование плесневых грибов
При MALDI-TOF-анализе применяют различные мето-

ды культивирования плесневых грибов.
Традиционный метод – культивирование на плотных се-

лективных средах, при котором для анализа отбирается пре-
имущественно растущий, молодой край мицелия (растущие 
гомогенные бесцветные гифы без признаков спороношения). 
Используются различные среды: агар Сабуро [10–18], агар 
Сабуро с хлорамфениколом и гентамицином [19, 20], агар с 
экстрактом солода [6, 7, 14], картофельный агар [7, 15, 17, 18], 
агар Микосел [17] и др. Недавно на рынке была представлена 
новая плотная среда IDFP (ID-грибные чашки), разработан-
ная компанией Conidia (Франция). Эта среда, по идее про-
изводителя, должна ускорять рост плесневых грибов, а на 
поверхность агара помещена мембрана, что облегчает сбор 
мицелия. Исследователи, анализирующие эту среду, отме-
чают в публикациях лёгкость сбора материала, но не наблю-
дают ускорения роста грибов. Процент идентификаций при 
использовании среды IDFP несколько выше, чем на агаре 
Сабуро [21–23]. Культивирование на плотных средах прово-
дится в течение 1–21 дня (обычно 3–5 дней) при температуре 
плюс 27–28 °С [15, 16], плюс 30 °С [11, 17, 19], плюс 35 °С [12, 
18]. Коммерческая система идентификации BioMerieux Vitek 
предлагает культивирование именно на плотном агаре.

С целью преодоления перечисленных выше проблем 
идентификации плесневых грибов и получения одинаковых 
клеток в культуре (без спороношения, образования пигмен-
тов и т. д.) используется схема культивирования в жидком 
бульоне с перемешиванием. Эта методика требует дополни-
тельного времени и трудозатрат, однако зарекомендовала 
себя достаточно хорошо, чтобы быть принятой как стан-
дартный протокол при формировании библиотеки спектров 
Bruker и применяться во многих исследованиях [23–31]. Как 
правило, используется бульон Сабуро, культуры инкубиру-
ют при температуре плюс 28 °С, время роста 24–48 ч.

Культивирование в жидкой среде помогает идентифици-
ровать изоляты, не продуцирующие качественных спектров 
при росте на агаре, и существенно увеличивает процент до-
стоверно идентифицированных изолятов (с 55 до 78) [15]. 
Однако есть и работы, описывающие худшие результаты 
идентификации при использовании бульона (62% изолятов) 
по сравнению с плотной средой (87%) [32].

Особый метод культивирования был применён Reeve М.А.  
и соавт. [7]. Они использовали безбелковый бульон  
Чапека – Докса в объёме 5–10 мкл (засевали спорами), сверху 
покрывали минеральным маслом. Инкубировали 1–21 день 
(чаще 10 дней) при температуре плюс 23 °С. Однако этот ме-
тод не показал преимуществ в идентификации по сравнению  
со стандартными культурами на плотном агаре.

Другой метод получения культур [33] был применён для 
возбудителей мукормикоза. С поверхности культур, выра-
щенных на бульоне Сабуро без перемешивания при тем-
пературе плюс 28 °С, собирали плёнчатые мини-колонии. 
Полученные таким образом спектры существенно отлича-
лись от спектров культур из толщи жидкой среды. Как пре-
имущество метода авторы указывали минимизацию загряз-
нения среды аэрозолями аллергенных продуктов и спорами 
микромицетов.

Часто рекомендуется культивировать анализируемые 
образцы в тех же условиях, как и штаммы, входящие в базу 
данных, поскольку условия культивирования существенно 
влияют на спектры [34], что приводит к низкой эффектив-
ности идентификаций: менее 65% [23], менее 2% [10] и т. д. 
Reeve М.А. и соавт. [4] сообщают о том, что спектры куль-
тур из жидкой и плотной сред были настолько различны, 
что вызывали сомнение в традиционной гипотезе, согласно 
которой спектры плесневых грибов основаны на хауски-
пинг-белках, в основном рибосомных. С другой стороны, 
Vidal-Acuna и соавт. [27] показали высокую эффектив-
ность идентификаций образцов Aspergillus с плотных сред 
при использовании базы данных на основе жидких культур  

Введение
Идентификация микроорганизмов методом масс-спектро-

метрии основана на регистрации масс-спектров ионов, полу-
чаемых из клеточной массы в результате воздействия хими-
ческих веществ (матрицы) и облучения лазером. Набор этих 
ионов образуется из клеточных белков и является воспроиз-
водимым и характерным для рода, вида, штамма. Таким об-
разом, получив спектр неизвестного изолята, можно сравнить 
его со спектрами уже охарактеризованных и по степени сход-
ства спектров найти наиболее родственные изоляту организмы 
и идентифицировать его. Метод получил название матрично-
ассоциированной лазерной десорбционно-ионизационной 
времяпролётной масс-спектрометрии (MALDI-TOF).

Плюсы MALDI-TOF: уменьшение времени на анализ 
одного образца, снижение цены, валидированная достовер-
ность, документированные (сохранённые) результаты иден-
тификации, возможность выполнения анализа сотрудни-
ком, не имеющим дополнительной подготовки.

Есть примеры того, что MALDI-TOF гораздо эффектив-
ней, чем традиционные методы. Например, лучше совпадает  
с генетической идентификацией по сравнению с микроскопи-
ческими методами (99 и 78% совпадений соответственно [1]). 
Или показывает более высокий процент идентификаций 
(89%) по сравнению с микроскопией и биохимическими  
тестами (только 60% изолятов) [2]. Методика MALDI-TOF 
может использоваться не только для видовой идентифика-
ции, но и с целью определения чувствительности к лекар-
ственным препаратам [3], дифференциации токсин-про-
дуцирующих и непродуцирующих штаммов (Aspergillus)  
и выявления региона происхождения возбудителей болезни 
(отличие Пакистанских штаммов ржавчинного рака пихты 
Melampsorella caryophyllacearum от Индийских) [4]. Однако 
применение метода лазерной масс-спектрометрии для иден-
тификации плесневых грибов встречает ряд серьёзных пре-
пятствий и ограничений. Описанию этих трудностей и мето-
дов их преодоления посвящён данный обзор.

Проблемы MALDI-TOF идентификации  
плесневых грибов

Идентификация плесневых грибов методом MALDI-TOF 
затруднена из-за нескольких причин [5].

1. Ионизация белков из цельных клеток, хорошо рабо-
тающая для бактерий и дрожжей, часто неэффективна из-за 
высокопрочной клеточной стенки, состоящей из глюканов 
и хитина.

2. Гетерогенность клеток в культуре, присутствие ми-
целия, спор и органов размножения. Различные клетки со-
держат разный набор белков и, следовательно, продуциру-
ют различные спектры, из-за чего спектр данной культуры 
трудно сравнить со спектром культуры из базы данных.

3. В самом мицелии между центром колонии и пе-
риферией имеются существенные различия. Более старые 
клетки, находящиеся в центре, часто производят вторич-
ные метаболиты и пигменты в отличие от молодых недиф-
ференцированных клеток, находящихся на периферии ко-
лонии. Эффект возраста культуры показан, например, на 
Pseudallescheria и Scedosporium – колонии разного возраста 
демонстрировали разные спектры [6]. Reeve M.A. и соавт. [7] 
наблюдали сильные изменения спектров образцов из жид-
кой среды до третьего дня роста, а с третьего по десятый день 
спектр стабилизировался.

4. Некоторые метаболиты, вырабатываемые клетками 
грибов, могут подавлять ионизацию белков (например, пиг-
менты). Имеются различные данные о влиянии пигментов на 
эффективность получения спектров MALDI-TOF. Классиче-
ская работа [8] демонстрирует явное ингибирование ионизации 
белков в присутствии тёмных пигментов Aspergillus. Это мне-
ние считается общепринятым, однако в 2015 г. группа Kondori  
и соавт. не выявила негативного влияния на спектры пигмен-
тов меланизированного мицелия Exophiala dermatitidis [9].
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ных шариков в течение 5–15 мин в 250 мкл 70–100%-го 
этанола [10, 18, 34] с последующим центрифугированием 
и экстракцией белков из осадка муравьиной кислотой и 
ацетонитрилом. Ультразвуковая обработка применяет-
ся гораздо реже, например, в ультразвуковой бане (15 мин 
в присутствии 80%-й муравьиной кислоты) [37]. При этом 
использование ультразвукового и механического методов 
разрушения мицелия не давало существенного повышения 
процента идентификаций на платформе Vitek (75–79%) [38].

Есть вариант упрощённой экстракции белков, когда био-
материал смешивают с насыщенным раствором матрицы  
(в 60%-м ацетонитриле и 2,5%-м растворе трифторуксусной 
кислоты), а затем полученный лизат наносят на мишень [4].

Сравнение различных методов пробоподготовки говорит 
о целесообразности применения как культивации в жид-
кой среде, так и предварительной экстракции. Сочетание 
этих методов позволяет повысить процент идентификаций  
с точностью до вида с 48 до 76% [11], с 55 до 78% [15].  
С другой стороны, есть сообщения, что полная экстракция 
по Bruker (83% идентификаций с точностью до вида, всего 
95% до рода) не давала существенного эффекта по сравне-
нию с инкубацией в 70%-й муравьиной кислоте в течение  
10 мин (76% до вида, 95% до рода) [12].

Повторности образцов
Исследователи сходятся на том, что образцы плесневых 

грибов имеет смысл наносить на мишень MALDI-TOF в по-
вторностях. Например, авторы [19, 23] считают целесообраз-
ным нанесение образца на четыре ячейки и подтверждают 
это результатами многочисленных испытаний. При этом 
учитывается самый высокий из полученных показателей до-
стоверности идентификации при совпадении вида и рода.

Также отмечается, что биолого-механический повтор 
(повторное нанесение того же образца на новую мишень, 
повторная экстракция белков из того же образца, если остал-
ся неиспользованный материал, повторный отбор мицелия  
с чашки, культивация двух повторностей в жидкой среде) 
нередко позволяет получить спектры более высокого каче-
ства и определить изолят, который не удалось идентифици-
ровать с первого раза [39].

Методы измерения (снятия спектров)
Спектры для MALDI-TOF-идентификации микроорга-

низмов получают в положительном режиме – регистрируют 
положительно заряженные ионы.

На платформе Bruker используется масс-спектрометр 
Microflex LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics). Частота ла-
зера 20 Гц, диапазон масс 2–20 кДа, при этом пики для ана-
лиза выбираются в окне 3–15 кДа. По умолчанию в спектр 
суммируются 240 выстрелов лазера из шести точек на мише-
ни, но для проблемных образцов рекомендуется суммировать 
1000 выстрелов с отбором наилучших спектров вручную.

В системе Vitek MS v3.0 измерения проводят на масс-
спектрометре Shimadzu AXIMA. Спектры снимают при 
частоте лазера 50 Гц с ускоряющим напряжением 20 кВ  
и временем отложенной экстракции 200 нс. Диапазон масс 
составлял 2–20 кДа. Для каждого спектра суммировали  
500 выстрелов лазера, собранные в пяти точках на мишени.

Для бактерий и дрожжей снятие спектров производится 
в автоматическом режиме, однако для плесневых грибов это 
не всегда работает. Мицелий в отличие от бактериального 
материала не удаётся распределить равномерно по мишени, 
зачастую луч лазера попадает между клетками, и спектры не 
генерируются. Есть случаи, когда в половине образцов авто-
матический съём спектров не удаётся [23]. Тогда прибегают 
к ручному отстрелу спектров, выбирая точку приложения ла-
зера и контролируя качество получаемого спектра для каж-
дой серии выстрелов. В итоговый спектр суммируют только 
спектры достаточного качества (наличие большого количе-
ства хорошо различимых ионных пиков).

(до 87–96% с точностью до вида). Об успешном анализе 
культур с плотных сред с помощью базы данных Bruker 
MBT Filamentous Fungi Library, составленной на основе  
культур, выращенных на жидких средах, сообщают  
K.R. Barker и соавт. [13].

Пробоподготовка образцов
Подготовка биологического материала для MALDI-TOF 

анализа проводится, как правило, одним из трёх методов: 
прямым нанесением на мишень, экстракцией белков на ми-
шени или методом предварительной экстракции белков.

Для большинства образцов при MALDI-TOF использу-
ется метод прямого нанесения: клеточная масса наносится 
на металлическую мишень, покрывается раствором матрицы 
(раствор α-циано-4-гидроксикоричной кислоты или HCCA 
в 50%-м растворе ацетонитрила и 2,5%-м растворе трифто-
руксусной кислоты в воде), а затем ионизация белков про-
водится на цельных клетках под воздействием лазера. При 
необходимости экстракцию белков проводят непосред-
ственно на мишени обработкой 80%-й муравьиной кислотой 
(именно такой вариант рекомендуется в протоколе к систе-
ме Andromas). Этот метод весьма эффективен для бактерий 
и дрожжей, идентификация достигает до 98% [34] как с при-
менением 80%-й муравьиной кислоты, так и без. Однако во 
многих случаях для плесневых грибов не удаётся получить 
ионизацию из-за того, что лизис клеток на мишени не про-
исходит из-за наличия у них прочной стенки, состоящей из 
глюканов и хитина.

Для преодоления этого препятствия разработан метод 
предварительной экстракции белков [34]. Он заключается 
в следующем. Мицелий 0,2–0,5 см в диаметре отбирают с 
плотного агара, не задевая среды (с переднего края роста), 
или трижды отмывают от жидкой среды деионизирован-
ной водой методом центрифугирования в течение 1–5 мин 
при 13  000 g. Затем мицелий обрабатывают для инактива-
ции 1 мл 70%-го этанола, собирают центрифугированием 
(1–5 мин при 13  000 g), подсушивают в течение 5–10 мин 
при комнатной температуре. Осадок обрабатывают 80%-й 
муравьиной кислотой (10–50 мкл) для клеточного лизиса 
и перевода белков в растворимую форму, затем добавляют 
ацетонитрил до 50%. Полученный лизат наносят на мишень 
масс-спектрометра и покрывают раствором матрицы. Метод 
предварительной экстракции позволяет получить спектры от 
образцов, не дающих спектров при прямом нанесении [18],  
или повысить процент идентифицированных штаммов: с 48 
до 63% (с точностью до вида [11]), с 49 до 100% (для дер-
матофитов [35]). Как сообщают Wilson D.A. и соавт. [36], 
предварительная экстракция белков повышает процент и 
достоверность идентификаций даже для дрожжей с 49 до 
88%. Метод считается настолько эффективным, что компа-
ния Bruker внесла его в стандартный протокол определения 
плесневых грибов и предлагает использовать при обработке 
образцов для создания собственной базы спектров. Такая же 
экстракция рекомендуется в системе VITEK MS. Метод при-
менялся при создании высокоэффективной базы NIH [10]. 
Дополнительным плюсом метода является равномерное по-
крытие биоматериалом поверхности мишени, что облегчает 
автоматическое снятие спектров.

В описанном виде метод предварительной экстракции 
занимает 15–20 мин, не очень удлиняя процедуру иденти-
фикации. Однако в ряде работ советуют продлить стадии 
инкубации с 70%-м этанолом, 80%-й муравьиной кислотой 
и в 50%-м ацетонитриле до 10–15 мин [13]. По мнению авто-
ров, удлинённая инкубация приводит к более полному лизи-
су клеток и растворению белков, что даёт более стабильные 
результаты идентификации с более высокими показателями 
достоверности.

Для повышения эффективности метода в ряде случаев 
дополнительно применяли различные способы разрушения 
мицелия. Чаще других использовали механическую гомоге-
низацию мицелия при помощи циркониевых или стеклян-
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родов, но в ряде случаев это скорее группы видов, так как 
база отмечает невозможность достоверного различия между 
несколькими видами. Например, группа Aspergillus flavus/
oryzae мало отличается от группы Aspergillus minisclerotigenes/
parasiticus. Для формирования базы спектров использовали 
24-, 48-часовые культуры в жидкой среде и полную предва-
рительную экстракцию белков. При валидации в нескольких 
лабораториях база данных FiIamentous Fungi (разных версий) 
демонстрировала высокий процент идентификаций: 99% до 
вида и 100% до рода [40], 84% до рода и 79% до вида (скор 
выше 1,7) [26]. Есть варианты программного обеспечения, 
позволяющие пользователю создавать свои базы данных.

В базе данных bioMérieux VITEK MS V3 содержится  
44 вида (видовых группы) плесневых грибов из 24 родов, в но-
вую версию базы (VITEK MS V3.2.0 IVD CE-marked database)  
добавлены 55 новых видов грибов. Платформа получила 
одобрение FDA. Ранее использовавшаяся bioMérieux база 
Спектральная архивирующая и микробно-идентифициру-
ющая система (SARAMIS), разработанная AnagnosTec (Гер-
мания), была переименована в VITEK MS (RUO – research 
use only, только для исследований). База VITEK MS Plus 
(RUO) объединяет базы VITEK MS и SARAMIS и позволя-
ет пользователю создавать собственную базу данных. С ис-
пользованием базы VITEK MS Knowledge Base version 3.0 
разные группы получали значительно различающиеся по-
казатели эффективности идентификаций до вида: 91% [39],  
68,8% [41], 52% [42]. В работе McMullen AR и соавт. (2016) [41]  
дополнительный анализ в системе SARAMIS увеличивает 
число идентификаций до 77%.

В базу данных Andromas (Andromas SAS, Франция) вклю-
чены только представители Aspergillus spp. При использо-
вании быстрой экстракции муравьиной кислотой эта база 
показывает высокий процент идентификаций для предста-
вителей этого рода – 98% [43].

В последние годы на рынок вышел целый ряд китайских 
масс-спектрометрических систем. Из них сведения о базе 
для идентификации плесневых грибов удалось найти только 
для Autof MS 1000 (Autobio Diagnostics, Китай). Сообщается 
о высокой эффективности этой базы: 95% идентифициро-
вано с точностью минимум до рода, 76% – с точностью до 
вида [12], но в настоящее время печатных работ на эту тему 
очень мало.

Следует отметить, что эффективность коммерческих 
баз данных неравномерна для разных групп плесневых 
грибов. Например, с использованием базы данных Vitek в 
работе [41] были идентифицированы корректно 99% изоля-
тов Aspergillus, но только 65% Fusarium. Внутри одного рода 
эффективность идентификации также может сильно разли-
чаться для разных видов, например, от 100% для Trichophyton 
rubrum до 38% Trichophyton violaceum [39]. Противоречивые 
результаты получены и при исследовании меланизирован-
ных клинических изолятов грибов. В одной работе и база 
Bruker, и внутрилабораторная показывают максимальную 
идентификацию – 100% [44]. В то же время другое иссле-
дование [45] выявило низкую эффективность базы Bruker 
для идентификации данной группы грибов (25%).

Сравнение коммерческих баз друг с другом. Немногие 
исследования сравнивают коммерческие базы напрямую. 
Это затруднено в первую очередь невозможностью крос-
сплатформенного сравнения – базы Vitek и Bruker могут 
быть использованы только для спектров, снятых в соот-
ветствующих системах. Экспорт спектров из одной систе-
мы в другую выполнить очень сложно, однако некоторые 
сравнительные данные есть. Например, при сравнении баз 
Vitek и Bruker [46] только четверть анализируемых изоля-
тов была идентифицирована в обеих системах (50% в Vitek  
и 77% в Bruker). В работе [47] было показано, что для си-
стемы Bruker характерно более строгое определение. При 
сравнении тех видов, которые имелись в двух базах дан-
ных, Vitek MS идентифицировал больший процент (85 и 8% 
определены неверно) в сравнении с Bruker Biotyper (64%, 
без ошибочных определений). Из отсутствующих в базах 

Некоторые исследователи применяют улучшения метода 
на уровне режима съёмки спектров – изменения интенсив-
ности, расширение диапазона и др. Серьёзные изменения 
метода съёмки спектров предлагает метод PEAK MALDI [14].  
Изменялись следующие параметры масс-спектрометра:  
существенно увеличивалось число лазерных выстрелов  
(до 10  000), минимальное значение сигнала уменьшали до 
трёх единиц, был включён рандомизированный поиск точки 
для лазерного выстрела. Использовалась предварительная 
экстракция белков. Новые параметры (при 2000 выстрелов) 
позволили увеличить как число пиков, так и соотношение 
«сигнал – шум» и показатели достоверности идентификации 
для образцов Penicillum.

Обработка результатов
Количественный показатель достоверности идентифи-

кации. Масс-спектрометр MALDI-TOF регистрирует набор 
сигналов от ионов, пролетающих от образца до детектора 
ионов. Получается набор сигналов, для которых вычисляют 
сравнительную интенсивность и соотношение массы иона  
к его заряду по времени, за которое ион пролетает времяпро-
лётную трубу. Стандартный алгоритм обработки результатов 
анализа заключается в том, что сырые масс-спектры кон-
вертируются (нормализацией, вычитанием базовой линии, 
отбором пиков и т. д.) в списки пиков (100 максимальных 
пиков для образца). Полученные списки пиков использу-
ют для сравнения образцов с референтными обобщёнными 
спектрами, записанными в базе данных.

При сравнении набора пиков измеренного образца с ба-
зой данных вычисляют скор – показатель сходства образца с 
каждой записью в базе, числовое выражение достоверности 
идентификации. Скор в системе Bruker учитывает долю со-
впадающих пиков от всех пиков образца, от всех пиков дан-
ной записи в базе, относительные интенсивности совпадаю-
щих пиков. Полученное значение умножают на 1000 и берут 
десятичный логарифм. Максимальное значение итогового 
скора равно 3 (показатель при сравнении спектра с самим 
собой). Для бактерий и дрожжей скор достоверной иденти-
фикации вида должен быть ≥ 2, а показатель от 1,7 до 1,99 
обозначает идентификацию с точностью до рода.

В ряде работ исследователям удаётся достигать соответ-
ствия требованиям скора, принятым для бактерий и дрож-
жей [13]. Вместе с тем показано, что для филаментных гри-
бов снижение значения скора достоверности до 1,7 (а не 2,  
как для бактерий) приводит к более высокому проценту  
(в среднем на 20–30%) идентифицированных изолятов,  
при этом точность определения не снижается [11, 23, 26, 35]. 
Это же рекомендуется протоколом Bruker.

На платформе bioMérieux Vitek при сравнении спектра 
образца с записями в базе данных алгоритм вычисляет про-
цент вероятности (доверительное значение), выражающий 
сходство в терминах наличия (отсутствия) определённого 
пика. Полное совпадение выражается как 99,9%. Достовер-
ным считается сходство, выражаемое как более 60%. Такие 
же требования сохраняются при идентификации образцов 
плесневых грибов.

Базы данных
Коммерческие базы. В настоящее время четыре платфор-

мы MALDI-TOF лицензированы в Европе для диагностики 
филаментных грибов в клинических лабораториях: Bruker 
Biotyper (Bruker Daltonics, Германия), Vitek MS (bioMérieux, 
Франция) (единственная система, лицензированная для 
плесневых грибов в США), Axima@Saramis (Shimadzu/
AnagnosTec, Германия) и Andromas System (Франция).

Фирма Bruker Daltonics представляет на рынок уже тре-
тью версию MBT HT FiIamentous Fungi Library как часть 
платформы MALDI Biotyper, одобренной FDA (Food and 
Drug Administration) в США для применения в диагностиче-
ских целях. Она включает 222 вида плесневых грибов из 52 
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обеспечивала всего 39,8%. Анализ коллекции Mucorales, вы-
полненный [57], показал идентификацию с помощью Bruker 
FilFungi Library на уровне 50% до вида, 67% до рода, а по-
сле добавления к этой библиотеке собственной базы – 81 
и 100% соответственно. В работе Honsig [11] лабораторная 
база повышала процент идентификаций более чем на 20%. 
Сравнение базы, созданной [23], и библиотеки Bruker пока-
зало идентификацию 92,2% изолятов со скором выше 1,7 для 
собственной базы и 15% таких идентификаций для Bruker.

Масштабное сравнение коммерческой базы Bruker MBT 
Filamentous Fungi Library с двумя общедоступными библи-
отеками NIH и MSI было проведено [17]. Наиболее высо-
кий процент идентификаций до вида показала MSI (72%)  
в сравнении с NIH (20%) и Bruker (14%). При этом коррект-
ность идентификаций была сравнимой (95–98% совпадало  
с результатами генетического анализа).

Для конкретных групп процент идентификаций может 
отличаться: Aspergillus (своя база 93%, Bruker 69%), Fusarium 
(своя база 84%, Bruker 42%), Scedosporium (своя база 94%, 
Bruker 18%) [58]. Другой пример [10] – база NIH в сравне-
нии с Bruker: Aspergillus (NIH 93%, Bruker 69%), Fusarium 
(NIH 84%, Bruker 42%), Scedosporium (NIH 94%, Bruker 18%). 
В анализе Zvezdanova М.Е. и соавт. [18] процент идентифи-
каций против базы Bruker был низким в целом (40% до рода), 
но высоким для отдельных представителей (80% Fusarium с 
точностью до вида, 100% Mucor circinelloides до вида). При 
этом собственная база обеспечивала идентификацию 91% 
изолятов до вида и 100% до рода.

Всё вышеописанное приводит к выводу о целесообраз-
ности создания собственной базы данных в аналитической 
(клинической) лаборатории. Показательно, что большин-
ство авторов строят свои базы, а не используют чужие.

Требования к созданию внутрилабораторной базы данных. 
Спектры для включения в базу данных необходимо сни-
мать с использованием корректной калибровки точности, 
охватывающей используемый диапазон масс. В работах 
группы Lau A.F. и соавт. [10] предписывают использование 
спектров от четырёх биологических и десяти технических 
повторов одного изолята. Необходимо проводить предва-
рительную оценку качества спектров перед добавлением их 
к суммированию для создания референтного спектра, вно-
симого в базу. Спектр должен включать минимум 25 пиков 
с разрешением выше 400 и 2 пика с разрешением выше 500. 
Normand А.С. и соавт. [19] показали, что идентификация 
существенно улучшалась при повышении числа изолятов 
в базе для каждого вида (минимум до трёх) и числа рефе-
рентных спектров для изолята (до четырёх), в том числе 
после культивирования на разных средах. Напротив, число 
сырых спектров, суммированных для создания референт-
ного спектра, входящего в базу данных, не оказывало су-
щественного влияния (от 40 до 10 или 4). Система Bruker 
требует наличия 20 спектров для создания записи в базе 
данных (референтного спектра).

Заключение
На основании выполненного аналитического обзора 

установлено, что в большинстве случаев применяется следу-
ющий алгоритм использования MALDI-TOF при идентифи-
кации плесневых грибов: начинать с выращивания на плот-
ной среде и прямого нанесения на мишень в повторностях 
(с применением муравьиной кислоты). При неудаче в авто-
матической съёмке спектров снимать вручную, суммируя 
1000 выстрелов лазера. Считать достоверным скор выше 1,7 
(для Bruker). Неидентифицированные культуры подвергать 
предварительной экстракции белка. В случае неудачи следу-
ет подвергать изоляты культивированию в жидком бульоне 
и предварительной экстракции белка (с продлённой инкуба-
цией на всех этапах). Если получены качественные спектры, 
но идентификации не происходит, необходимо проводить 
генетическую идентификацию и добавлять спектры в соб-
ственную базу данных.

данных видов Bruker Biotyper не интерпретировал ошибоч-
но ни один, в то время как Vitek MS ошибся в 36% случаев.

Внутрилабораторные базы. Собственные базы спектров 
изначально создавались на основе системы Bruker. Первая 
внутрилабораторная база плесневых грибов была создана 
Cassagne и соавт. [34]. В неё вошли спектры для 143 штам-
мов, и 87% идентификаций имели точность до вида. Сле-
дующая база, разработанная Lau и соавт. в 2013–2019 гг. 
[10, 48] (публично доступная база NIH (National Institutes of 
Health, Bethesda, MD), охватывала 294 штамма из 76 родов 
и 152 видов, выращенных на плотной среде с предваритель-
ной экстракцией белков, и идентифицировала 89% изолятов 
с точностью до вида со скором 2 и больше.

С тех пор разрабатывалось много внутрилабораторных 
баз, как на основе Bruker, так и систем VITEK MS/SARAMIS, 
показывавших разную эффективность: 95% идентификаций 
до вида [49]; база Aspergillus, повышающая идентификацию 
криптических видов Aspergillus с 31 до 91% [50]. База VITEK 
MS V2.0.0 fungal knowledge base, дополненная дерматофи-
тами, даёт до 95% идентификации [1, 51]. Becker P.T. и со-
авт. [23] создали собственную базу клинических изолятов 
(472 вида и 147 родов), а позднее – онлайн-приложение для 
идентификации MALDI-TOF спектров [2].

Самая впечатляющая база – платформа MSI, имеющая 
веб-приложение со свободным доступом, была разработана 
Normand A.C. и соавт. [19]. Вначале она содержала 11 851 
спектр (938 видов и 246 родов), затем пополнялась, что по-
зволило достичь идентификации 87% изолятов со скором 
выше 1,7. Спектры получали от культур, выращенных на 
плотной среде Сабуро в течение 48 и более часов, исполь-
зовали предварительную экстракцию белков с удлинённой 
инкубацией.

Внутрилабораторные базы эффективны для своих задач. 
Часто собственные базы создаются не для всего спектра 
плесневых грибов, а для отдельных групп. Один из примеров 
этого – дерматофиты. С использованием базы Bruker про-
цент идентификации невысок, однако внутрилабораторные 
базы на этой платформе весьма эффективны. База [52] давала 
идентификацию 97% изолятов (скор 1,7). Группа Da Cunha 
применяла метод прямого нанесения, и их база позволяла 
идентификацию 85% клинических изолятов дерматофитов 
при высокой точности (97% соответствовало генетической 
идентификации) [53].

Fusarium зачастую идентифицируется плохо из-за многих 
криптических (или филогенетически близкородственных) 
видов и атипичных изолятов. Собственная база на основе 
Биотайпера позволила [54] идентифицировать 83% на уров-
не вида со скором больше 2. При этом авторы объединяли 
виды в один комплекс и считают неважным различение 
близкородственных видов.

Максимум возможностей коммерческой базы – иден-
тификация до вида, однако внутрилабораторные базы спо-
собны на большее. Например, Dolatabadi и соавт. создали 
собственную базу высокой точности, благодаря которой 
удаётся дифференцировать трудно различимые варианты 
вида Rhizopus arrhizus, однако во многом это обусловлено и 
небольшим размером базы – только 30 штаммов двух видов 
Rhizopus [55].

Внутрилабораторные базы зачастую эффективнее ком-
мерческих. Ранние версии Bruker MBT Filamentous Fungi 
Library значительно уступали лабораторным в процен-
тах идентифицированных изолятов. База NIH [10] давала  
89% идентификаций, а база Bruker – 16% с точностью до 
вида. В анализе [56] собственная база дерматофитов на ос-
нове системы Bruker давала 55% идентификаций со скором 
2 и 90% со скором 1,7; FilFungi Library – 14 и 52% соот-
ветственно.

Можно было бы объяснить это небольшим объёмом 
ранних версий базы данных, но и в более поздних версиях 
разница была достаточно существенной и по-прежнему в 
пользу лабораторных баз. В коллекции изолятов, где база 
MSI [19] позволяла идентифицировать 87%, база Bruker 
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