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Цель. Представить результаты применения in house метода ускоренной идентификации грибов из 
положительной гемокультуры в сравнении с «классическим» методом, используя матрично-активи­
рованную лазерную десорбционную ионизационную времяпролетную (MALDI-TOF) масс-спектромет­
рию у больных с инфекцией кровотока.
Материалы и методы. Проспективное исследование было проведено с 2016 по 2019 г. в ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» Минздрава России. Кровь для микробиологического исследования брали 
в коммерческие флаконы с жидкой питательной средой, предназначенной для культивирования 
микроорганизмов в автоматическом анализаторе для гемокультур BACTEC FX (Becton Dickinson, 
США). После сигнала прибора о наличии положительной гемокультуры проводили микроскопию 
препарата с окрашиванием по Граму. При выявлении дрожжевых клеток или мицелия грибов ис­
пользовали одновременно ускоренный in house и «классический» метод идентификации микроор­
ганизмов с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии на анализаторе Microflex LT (Bruker Daltonics, 
Германия). Для проведения ускоренного метода идентификации кровь из флакона с положитель­
ной гемокультурой переносили в пробирку, центрифугировали и проводили экстракцию белков гри­
бов раствором додецилсульфата натрия. «Классический» метод заключался в исследовании поло­
жительной гемокультуры на плотных питательных средах Сабуро с хлорамфениколом (bioMerieux, 
Франция) – для дрожжеподобных грибов и Сабуро с декстрозой (Oxoid, Великобритания) – для ми­
целиальных грибов.
Результаты. Всего было получено 16 положительных гемокультур, из которых в монокультуре 
были выделены 14 (87,5%) Candida spp.: C. parapsilosis (n = 5), C. tropicalis (n = 4), C. albicans 
(n = 3), C. krusei (n = 1), C. guilliermondii (n = 1), один (6,3%) Rhodotorula mucilaginosa и один (6,3%) 
Fusarium dimerum. Ускоренным in house методом была проведена успешная верификация до рода 
75% (12/16) изолятов, до вида – 68,8% (11/16). Результаты идентификации исследуемых грибов 
до рода и вида ускоренным методом полностью совпали с идентификацией «классическим» спо­
собом. Медиана времени от постановки флакона в автоматический анализатор до идентификации 
грибов ускоренным in house методом была статистически значимо короче в сравнении с «классичес­
ким» методом и составила 36 ч. 20 мин. против 55 ч. 31 мин. соответственно (p = 0,028).
Выводы. Отмечен высокий процент успешных видовых идентификаций и сокращение времени до 
верификации грибов из положительной гемокультуры с помощью ускоренного in house метода. 
Предложенный способ следует использовать в реальной практике микробиологических лаборато­
рий с целью сокращения времени представления результатов в клинические отделения.

In house method for rapid identification of fungi from fungus-positive bottles 
by MALDI-TOF mass spectrometry in patients with bloodstream infection

Malchikova A.O., Klyasova G.A.
National Medical Research Center for Hematology, Moscow, Russia

Contacts:
Anna O. Malchikova 
E-mail: anmalchikova@mail.ru

Key words: fungemia, candidemia, 
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identification, MALDI-TOF mass 
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Objective.  To present the results of using in-house method for rapid identification of fungi from fungus-
positive bottles with routine conventional culture-based identification by matrix-assisted laser desorption 
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) in patients with bloodstream infection.
Materials and methods. Prospective study was performed from 2016 to 2019 at the National Research 
Center for Hematology, Moscow. During the study period, all blood cultures (BC) bottles obtained from 
hematological patients were incubated in the BACTEC FX system (Becton Dickinson, USA). Positive BC 
bottles were examined by Gram stain. In house method was used after Gram stain was positive for 
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yeast cells or hyphae. For that, BC media was transfer from fungus-positive bottles into tube. In house 
method included series section steps consisted from centrifugation and extraction of fungal proteins by 
adding of sodium dodecyl sulfate. Routine conventional culture-based identification on Sabouraud with 
chloramphenicol agar (bioMerieux, France) for yeasts and on Sabouraud dextrose agar (Oxoid, UK) for 
molds was used simultaneously with the in house method.
Results. During the study period, 16 fungus-positive bottles were obtained from which were isolated in 
monoculture 14 (87.5%) Candida spp.: C. parapsilosis (n = 5), C. tropicalis (n = 4), C. albicans (n = 3), 
C. krusei (n = 1), C. guilliermondii (n = 1), one (6.3%) Rhodotorula mucilaginosa and one (6.3%) Fusarium 
dimerum. The in house method resulted in 75% (12/16) and 68.8% (11/16) identification rate at the 
genus and species level of fungi, respectively. The identification of fungi to species level was confirmed 
by conventional culture-based method in all cases. The median time from the start of vial incubation in 
BACTEC FX system to identification of fungi by in house method was less than conventional culture-based 
identification: 36 hrs 20 min vs 55 hrs 31 min (p = 0.028).
Conclusions. A high rate of correct direct species identification and significant reduction in time to 
verification of fungi from fungus-positive bottles by in house method were obtained. The proposed in house 
method should be recommended for use in real microbiology practice to reduce the time for submitting 
results of identification to clinical units.

Введение

Успехи современной программной химиотерапии 
опухолей системы крови сопряжены с развитием тяже­
лых инфекционных осложнений, в число которых входят 
фунгемии [1, 2]. Чаще всего возбудителями являются 
Candida spp. Тяжелое течение и высокая летальность 
при этой инфекции по-прежнему остаются актуаль­
ной проблемой современной клинической гематологии. 
Доказано, что при кандидемии задержка этиотропной 
терапии на каждые 12 ч. увеличивает показатели ле­
тальности в 3 раза (с 11,1% до 33,1%, р < 0,05) [3]. 
Спектр возбудителей кандидемий широко варьирует в 
разных странах и медицинских центрах в зависимости 
от контингента больных и используемых противогрибко­
вых препаратов. Общей тенденцией последних лет явля­
ется изменение видового состава выделенных из крови 
Candida spp. за счет сокращения доли C.  albicans до 
15–35%, увеличения и расширения видового разно­
образия Candida-non-albicans, а также детекции новых 
видов, таких как C. auris [4, 5–9].

Доля других дрожжеподобных грибов в спектре воз­
будителей фунгемий достигает 14,5% [2, 9]. Среди гри­
бов, не относящихся к Candida spp., чаще из крови 
детектируют Saprochaete spp., Saccharomyces spp., 
Rhodotorula spp., Cryptococcus spp., Malassezia spp. и 
другие, большая часть которых отличается природной 
резистентностью к эхинокандинам [2, 9].

Согласно рекомендациям Европейской организа­
ции по исследованию и лечению рака и Группы по из­
учению микозов (EORTC/MSG), опубликованным в 
2020 г., «классический» подход к верификации возбуди­
теля фунгемии заключается в проведении световой ми­
кроскопии и культурального исследования положитель­
ной гемокультуры на плотных питательных средах [10]. 
Морфология всех дрожжеподобных грибов при све­
товой микроскопии с окрашиванием мазков крови по 
Граму идентична и представлена грамположительными 
овальными клетками, при этом их дифференцировка до 
родовой принадлежности на этом этапе является слож­
ной [9, 10]. От получения положительной гемокультуры 
до идентификации грибов, используя «классический» 

метод исследования на плотных питательных средах, 
проходит от 1 (при использовании масс-спектрометрии) 
до 2 суток. Препараты выбора для лечения кандиде­
мий и фунгемий, вызванных другими дрожжеподобными 
грибами, отличаются. Так, при кандидемии следует на­
значать эхинокандины, а при детекции из крови других 
дрожжеподобных грибов используют азолы или амфоте­
рицин В [5, 11, 12]. Удлинение периода идентификации 
возбудителей фунгемий ведет к увеличению частоты ле­
тальных исходов. В связи с этим ранняя идентификация 
возбудителя как минимум до рода является крайне важ­
ной задачей для реализации прецизионной терапии [9]. 
В этой работе мы представляем результаты применения 
in house метода для ускоренной идентификации грибов 
из положительной гемокультуры в сравнении с «класси­
ческим» методом, используя матрично-активированную 
лазерную десорбционную ионизационную времяпролет­
ную (MALDI-TOF) масс-спектрометрию.

Материалы и методы

Клинический материал и особенности его исследо­
вания

В период с 2016 по 2019 г. было исследовано 
16 положительных гемокультур, полученных от боль­
ных, находившихся в клинических отделениях ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр 
гематологии» Минздрава России. Кровь для микробио­
логического исследования брали у больных при тем­
пературе от 38°С и выше из периферической вены и/
или из центрального венозного катетера. Образцы 
крови вносили в коммерческие флаконы с жидкой пи­
тательной средой, предназначенной для культивирова­
ния микроорганизмов (BACTEC Plus Aerobic/F, BACTEC 
Mycosis-IC/F, Becton Dickinson, США). Флаконы с кро­
вью инкубировали в автоматическом анализаторе 
для гемокультур BACTEC FX (Becton Dickinson, США). 
После сигнала прибора о наличии положительной ге­
мокультуры проводили микроскопию препарата крови 
с окрашиванием по Граму. При выявлении дрожжевых 
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клеток или мицелия грибов параллельно использовали 
ускоренный in house и «классический» метод иден­
тификации микроорганизмов с помощью MALDI-TOF 
масс-спектрометрии на анализаторе Microflex LT (Bruker 
Daltonics, Германия).

In house метод ускоренной идентификации грибов из 
положительной гемокультуры

Применяли in house способ ускоренной идентифи­
кации грибов, предложенный Клясовой Г.А., Мальчико­
вой  А.О. и Джулакяном У.Л. [13], согласно которому 
проводили последовательные этапы центрифугирования 
для лизиса форменных элементов крови. Разрушение 
клеточной стенки грибов осуществляли добавлением 
раствора додецилсульфата натрия (SDS). После извле­
чения продуктов лизиса с помощью деионизированной 
воды и этилового спирта проводили экстракцию белков 
грибов, используя муравьиную кислоту и ацетонитрил. 
Далее осуществляли масс-спектрометрический анализ 
на анализаторе Microflex LT (Bruker Daltonics, Германия). 
Для этого с каждой ячейки в автоматическом режиме 
получали белковые масс-спектры исследуемых микроор­
ганизмов, при соотнесении которых с эталонными спек­
трами в таксономической базе данных вычислялся ко­
эффициент совпадения (КС), представленный в виде 
баллов (score). В качестве критерия надежной идентифи­
кации дрожжеподобных грибов использовали КС > 1,9, 
если не менее двух первых идентификаций совпадали по 
виду и/или роду, или КС > 1,2, когда не менее четырех 
первых идентификаций микроорганизмов совпадали по 
виду и/или роду [14, 15].

 «Классический» метод идентификации грибов из по­
ложительной гемокультуры

Для идентификации грибов «классическим» спосо­
бом проводили посев содержимого флакона с положи­
тельной гемокультурой на агаризованные среды Сабуро 
с хлорамфениколом (bioMerieux, Франция) – для дрож­
жеподобных грибов и Сабуро с декстрозой (Oxoid, 
Великобритания) – для мицелиальных грибов. Чашки 
Петри помещали в термостат при температуре 37°С. 
Через 18–24 ч. получали культуру грибов, затем изо­
лированные колонии наносили в трех повторностях на 
ячейки мишени, после чего немедленно добавляли 1 мкл 
100% раствора муравьиной кислоты (для экстракции 
белков) и высушивали. Затем в каждую ячейку вносили 
по 1 мкл специального реагента – «матрицы» (α-циа­
но-4-гидроксикоричная кислота и раствор, содержащий 
50% ацетонитрила и 2,5% трифторуксусной кислоты). 
После высушивания слайда с нанесенными образцами 
при комнатной температуре выполняли идентификацию 
грибов с помощью MALDI-TOF масс-спектрометра в ав­
томатическом режиме. В качестве критерия надежной 
видовой идентификации микроорганизмов использовали 
рекомендуемые значения КС от 2,0 и выше, родовой ве­
рификации – от 1,7 до 1,9. Для калибранта использо­
вали тест-стандарт белкового экстракта E. coli (Bruker 
Daltonics, Германия). Процедуру калибровки выполняли 
на ячейке слайда, содержащей образец бактериального 
тест-стандарта.

Статистический анализ
Для анализа результатов исследования была со­

здана база данных. Статистическую обработку резуль­
татов проводили в программе IBM SPSS Statistics, вер­
сия 21. Различия между характеристиками оценивали с 
помощью точного критерия Фишера и считали статисти­
чески значимыми при степени вероятности безошибоч­
ного прогноза 95% (p < 0,05). Результаты идентифика­
ции грибов ускоренным in house методом сравнивали с 
«классическим» способом.

Результаты

Всего из гемокультуры было выделено 16 изолятов 
грибов, из них 15 дрожжеподобных и один мицелиаль­
ный – Fusarium dimerum (Таблица 1). Дрожжеподобные 
грибы были представлены преимущественно Candida 
spp. (n = 14), в одном случае – Rhodotorula mucilaginosa. 
Все микроорганизмы были выделены в монокультуре.

При использовании ускоренного in house метода 
успешная верификация грибов до рода была полу­
чена у 75% (12 из 16) изолятов, до вида – у 68,8% (11 
из 16). Результаты идентификации исследуемых гри­
бов до рода и вида ускоренным методом полностью 
совпали с идентификацией «классическим» способом 
(Таблица 2). Наибольшая доля успешных идентифика­
ций до вида с помощью ускоренного in house метода 
была выявлена у C. parapsilosis (80%, 4 из 5 изолятов) 
и C. tropicalis (75%, 3 из 4 изолятов). Среди C. albicans 
только 1 (33%) из 3 изолятов был идентифицирован 
до вида. В анализ были включены по одному изоляту 
C. guilliermondii, R. mucilaginosa и F. dimerum, для ко­
торых также успешно была установлена видовая при­
надлежность. С помощью ускоренного метода не уда­
лось провести видовую идентификацию одного изолята 
C. krusei.

Медиана времени инкубации флаконов с гемокуль­
турой до получения положительного сигнала соста­
вила 35 ч. 14 мин. (разброс от 5 ч. 38 мин. до 91 ч. 
08 мин.) и различалась у разных видов дрожжеподоб­
ных грибов: минимальной была для C. tropicalis – 15 ч. 
31 мин. (разброс от 5 ч. 38 мин. до 18 ч. 34 мин.), мак­

Таблица 1. Спектр грибов, выделенных из флаконов 
с положительной гемокультурой

Микроорганизмы n

Candida spp. 14

Candida parapsilosis 5

Candida tropicalis 4

Candida albicans 3

Candida krusei 1

Candida guilliermondii 1

Rhodotorula mucilaginosa 1

Fusarium dimerum 1

Всего 16
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симальной – для C. krusei (91 ч. 08 мин.). Медиана вре­
мени от начала инкубации флаконов с гемокультурой до 
получения результатов идентификации всех дрожжепо­
добных грибов (n = 12) ускоренным in house методом 
была статистически значимо меньше и составила 36 ч. 
20 мин. (разброс от 6 ч. 37 мин. до 92 ч. 05 мин.) про­
тив 55 ч. 31 мин. (разброс от 16 ч. 21 мин. до 112 ч. 
38 мин.) при верификации грибов «классическим» ме­
тодом (p = 0,028) (Таблица 3). Идентификация грибов 
Candida (n = 11) до рода ускоренным in house  методом 
составила 38 ч. 05 мин. (разброс 6 ч. 37 мин. до 92 ч. 
05 мин.) против 60 ч. 54 мин. (разброс от 16 ч. 21 мин. 
до 112 ч. 38 мин.) «классическим» методом (p = 0,039). 
Идентификация F.  dimerum ускоренным in house мето­
дом была получена через 59 ч. 10 мин., а «классичес­
ким» методом – через 95 ч. 30 мин.

Затраты времени на проведение идентификации 
микроорганизмов ускоренным in house методом, вклю­
чая пробоподготовку и идентификацию на масс-спектро­
метре, составляли 55–59 мин., тогда как идентифика­
ция с помощью «классического» метода была получена 
только через 18-48 ч. Медиана разницы во времени 
между идентификацией дрожжеподобных грибов уско­
ренным in house и «классическим» методами составила 
19 ч. 20 мин. (разброс от 9 ч. 44 мин. до 26 ч. 00 мин.), 
а для F. dimerum – 35 ч. 40 мин. (Таблица 3).

Обсуждение

Сокращение времени до получения результатов 
идентификации микроорганизмов из положительной 
гемокультуры относится к предикторам выживаемо­
сти больных с фунгемией по причине более раннего на­
чала прецизионной терапии [3]. Появление MALDI-TOF 
масс-спектрометрии в клинической практике стало про­
рывом в ускоренной верификации этиологических аген­
тов при инфекциях. Благодаря этой технологии более 
ранняя идентификация возбудителя не только до рода, 
но и до вида, стала реальностью в ежедневной работе 
бактериологических лабораторий. 

«Классическая» идентификация грибов с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии предполагает получение 
культуры микроорганизмов на плотных питательных сре­
дах, которое длится до 48 ч. В нашей работе этот пока­
затель варьировал от 16 ч. 21 мин. до 112 ч. 38 мин. 

Необходимость ускорения верификации возбудителей 
фунгемий привела к разработке способов идентифика­
ции микроорганизмов методом MALDI-TOF масс-спектро­
метрии после краткосрочной (3–6 ч.) инкубации положи­
тельной гемокультуры на плотных питательных средах 
(субкультивирование), что позволило значимо сократить 
время получения результатов по сравнению с «классичес­
ким» методом. К ограничениям данного подхода отно­
сят некруглосуточный режим работы лаборатории, по­
скольку для грибов необходимо более длительное время 
для роста, а также невысокий процент успешных иденти­
фикаций, не превышающий 44% [16]. В качестве альтер­
нативных были предложены методы прямой ускоренной 
идентификации грибов из положительных гемокультур. 
Эти подходы основаны на видоспецифичной детекции 
ДНК методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), ис­
пользовании ПЦР с последующим секвенированием про­
дуктов амплификации или флуоресцентной гибридизации 
in situ. Эти методики являются либо дорогостоящими, 
либо трудоемкими, и их применение крайне ограничено 
в реальной лабораторной практике [17, 18].

Дальнейшие исследования, направленные на сокра­
щение времени идентификации грибов, стали возмож­
ными после разработки методов по предварительной 
обработке положительной гемокультуры с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии, минуя этап культивиро­
вания и ПЦР. Для реализации такого подхода к иден­
тификации доступны как коммерческие тест-системы, 
так и внутренние (in house) алгоритмы, основанные либо 
на дифференциальном центрифугировании, либо на ис­
пользовании реагентов для лизиса клеточной стенки 
грибов (Таблица 4) [16, 19–23].

В исследовании Jeddi F. и соавт. [21] было прове­
дено сравнение коммерческой тест-системы Sepsityper 
kit (Bruker Daltonics, Германия) и in house методики с 
использованием SDS для ускоренной идентификации 
грибов из положительной гемокультуры с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии. В анализ было вклю­
чено 69 флаконов с положительной гемокультурой. 
Всего в монокультуре было выделено 69 грибов, вклю­
чая 28 (40,58%) C. albicans, 16 (23,18%) C. glabrata, 
10  (14,49%) C. parapsilosis, 3 (4,34%) C.  tropicalis, 
3 (4,34%) C. dubliniensis, 2 (2,89%) C. orthopsilosis, 
2  (2,89%) C.  lusitaniae, 2 (2,89%) Rhodotorula muci­
laginosa, 2  (2,89%) Mucor circinelloides-f-janssenii и 

Таблица 3. Время от начала инкубации флаконов с гемокультурой в автоматическом анализаторе до идентификации грибов ускоренным 
in house и «классическим» методами

Грибы

Идентификация

рУскоренный in house метод «Классический» метод

Медиана (ч:мин) Разброс (ч:мин) Медиана (ч:мин) Разброс (ч:мин)

Все дрожжеподобные грибы (n = 12) 36:20 6:37–92:05 55:31 16:21–112:38 0,028

Candida spp. (n = 11) 38:05 6:37–92:05 60:54 16:21–112:38 0,039

Rhodotorula mucilaginosa (n = 1) 24:03 40:10 НП

Fusarium dimerum (n = 1) 59:10 95:30 НП

НП – не применимо.
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1 (1,44%) Pichia caribbica. Идентификация до вида всех 
грибов была подтверждена секвенированием. При ис­
пользовании SDS был получен более высокий процент 
видовых идентификаций микроорганизмов (92,8%) в 
сравнении с Sepsityper kit (62,3%). Мицелиальные грибы 
(n = 2), включенные в анализ, не были идентифициро­
ваны с помощью всех ускоренных методик, описанных 
в работе. Стоит отметить, что в представленном ис­
следовании ученых из Франции уникальной особенно­
стью предложенного in house метода было примене­
ние двух стадий лизиса. Первая стадия лизиса с водой 
была направлена на разрушение и удаление из образ­
цов форменных элементов и белков крови, которые мо­
гут генерировать дополнительные пики в масс-спектре, 
препятствуя правильной верификации микроорганизма 
методом MALDI-TOF масс-спектрометрии. Добавление 
0,1% раствора SDS во второй стадии лизиса привело к 
нарушению целостности клеточной стенки грибов. В на­
шей работе для лизиса также были использованы деио­
низированная вода и 0,1% раствор SDS, процент успеш­
ных идентификаций грибов до вида составил 66,7%.

В работе исследователей из госпиталя Тайваньского 
национального университета также был получен высо­
кий процент (72,4%) успешных идентификаций дрож­
жеподобных грибов [23]. Всего в исследование с 2014 
по 2015 г. было включено 365 монокультур, получен­
ных из флаконов с кровью на автоматическом анализа­
торе Bactec FX, среди которых было 29 Candida spp. 
Идентификация возбудителей инфекций кровотока 
была проведена на MALDI-TOF масс-спектрометре с 
помощью фенотипических методов и ускоренного спо­
соба с использованием сапонина для лизиса клеточной 
стенки грибов. Экспресс-методом было верифициро­
вано до вида 13 (44,8%) грибов, до рода – 21 (72,4%). 
Наибольшая доля успешных видовых идентифика­
ций была выявлена среди C. glabrata (57,1%, 4 из 7), 
C. albicans (50,0%, 5 из 10) и C. parapsilosis (50,0%, 
2 из 4). В исследование был включен всего 1 штамм 
С.  krusei, но и для него удалось установить видовую 
принадлежность.  Низкий процент идентификаций был 
получен для C. tropicalis, всего 1 (14,3%) из 7 изолятов 
был идентифицирован до вида. Результаты представ­
ленного исследования частично согласуются с нашими, 
где успешная видовая идентификация также чаще 
была получена у C. parapsilosis (80%). В то же время 
нам удалось верифицировать до вида 3 из 4 штаммов 
C. tropicalis. Более высокий процент успешных иденти­
фикаций в нашем исследовании можно объяснить ис­
пользованием пробирок с гелем, предназначенных для 
дополнительного отделения клеточных элементов и 
белков от сыворотки крови. В 2016 г. было опубли­
ковано исследование, проведенное в ФГБУ «НМИЦ 
сосудисто-сердечной хирургии им. А.Н. Бакулева» 
Минздрава России. В анализ были включены 201 обра­
зец гемокультуры, из которых параллельно проводили 
фенотипический и ускоренный методы идентификации с 
использованием сапонина на MALDI-TOF масс-спектро­
метре (bioMerieux, Франция) [16]. Спектр возбудите­
лей инфекций кровотока был представлен грамположи­

тельными (n = 109), грамотрицательными бактериями 
(n = 82), а также дрожжеподобными грибами (n = 10). 
Успешная идентификация грибов была получена всего 
в 40% (4 из 10) случаев. До рода были идентифици­
рованы 2 (66,6%) из 3 C. parapsilosis, 2 (33,3%) из 6 
C.  albicans. Не удалось установить родовую принад­
лежность для 1 изолята C. glabrata. Невысокий про­
цент идентификаций грибов экспресс-методом в этом 
исследовании мог быть обусловлен использованием 
флаконов BacT/ALERT FA (bioMerieux, Франция) с гра­
нулами активированного угля, которые бывает тяжело 
отделить от биомассы микроорганизмов.

Недостатком ускоренных методик является невоз­
можность идентификации грибов в тех случаях, когда 
гемокультура представлена сочетанием микроорганиз­
мов. Так, в проведенное во Франции исследование [21] 
было включено 2 гемокультуры с ассоциацией из двух 
микроорганизмов, первая из которых была представ­
лена C.  albicans и Pseudomonas aeruginosa, а вторая – 
C.  albicans и Enterococcus faecalis. При использовании 
ускоренного способа верификации возбудителей исследо­
вателями удалось идентифицировать из крови лишь бак­
терии, а грибы были выявлены в результате проведения 
микроскопии положительной гемокультуры с окрашива­
нием по Граму и «классического» культурального метода. 
Необходимо отметить, что ускоренная методика верифи­
кации микроорганизмов не исключает проведение свето­
вой микроскопии положительной гемокультуры и «клас­
сического» культурального способа для подтверждения 
полученного результата. Микроскопию положительной 
гемокультуры необходимо применять перед использова­
нием методов ускоренной и «классической» идентифика­
ции микроорганизмов для исключения ошибок в верифи­
кации возбудителей инфекций кровотока.

Рекомендованные КС (score) для идентификации гри­
бов до рода методом MALDI-TOF  масс-спектрометрии 
составляют от 1,7 до 2,0, до вида – более 2,0. Эти зна­
чения адаптированы для идентификации микроорганиз­
мов, полученных на плотных питательных средах. В слу­
чае применения ускоренных методов, исключающих 
«классический», разные авторы предлагают считать ва­
лидными результаты верификации микроорганизма при 
КС от 1,9 и более в том случае, если не менее двух 
первых идентификаций совпадают по виду и/или роду, 
а также и более низкие КС от 1,2 и более, если не ме­
нее четырех первых идентификаций микроорганизмов 
идентичны по виду и/или роду [14–15]. В нашем иссле­
довании было подтверждено, что снижение порогового 
значения КС не влияет на частоту правильных иденти­
фикаций при условии совпадения видовой или родовой 
идентификации по первым четырем позициям. Для каж­
дого гриба, полученного из положительной гемокуль­
туры ускоренным методом, было определено от 5 до 
7 первых идентичных по виду позиций с КС от 1,2 и бо­
лее. В дальнейшем при использовании «классического» 
метода было получено совпадение идентификации 
микроорганизмов. При КС от 1,2 и более было полное 
сходство родовой принадлежности у 12 из 12 изолятов, 
а при КС от 1,6 и более – полное соответствие видовой 
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принадлежности у 11 из 11 изолятов. У одного изолята 
с КС 1,1 была подтверждена родовая принадлежность 
при сравнении с культурой микроорганизма.

Таким образом, проведенное исследование показало 
высокий процент (69%) успешных видовых идентифика­
ций грибов из крови с помощью ускоренного in house 
метода, а также, что крайне важно, сокращение вре­
мени до верификации грибов из положительной гемо­
культуры до 36 ч. 20 мин. против 55 ч. 31 мин. «клас­
сическим» методом, что является основополагающим 
для назначения своевременной адекватной терапии, на­
правленной на предупреждение развития тяжелых жиз­
неугрожающих состояний, таких как септический шок и 
полиорганная недостаточность. Предложенный метод 

идентификации грибов из положительной гемокультуры 
с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии следует ис­
пользовать в реальной практике микробиологических 
лабораторий с целью сокращения времени представле­
ния результатов в клинические отделения.

Работа выполнена в рамках Государственного за­
дания АААА-А18-118012490209-7 «Изучение моле­
кулярных детерминант устойчивости к антимикробным 
препаратам и генетического разнообразия у бактерий и 
грибов в гематологии». Федеральная служба по интел­
лектуальной собственности номинировала данный па­
тент в категорию «100 лучших изобретений России за 
второе полугодие 2020 года».
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