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(57) Изобретение относится к области медицины, в частности к микробиологии с возможностью применения
для больных в гематологии, и может быть использовано для идентификации Candida spp. и других
дрожжеподобных грибов из положительной гемокультуры с помощью метода матричной лазерной
десорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии, в частности у больных с инфекцией
кровотока. Предложен способ идентификации дрожжеподобных грибов рода Candida и рода Rhodotorula,
включающий пробоподготовку положительной гемокультуры и идентификацию дрожжеподобных грибов
методом матрично-активированной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-
спектрометрии. При этом пробоподготовку положительной гемокультуры осуществляют путем ее переноса
из флакона с жидкой питательной средой в пробирку с разделительным гелем и затем центрифугируют
при 1000 оборотах в течение 2 мин. Полученную надосадочную жидкость перемешивают, переносят в
микроцентрифужную пробирку и центрифугируют при 14000 оборотах в течение 10 мин. После чего
надосадочную жидкость удаляют, а к осадку добавляют деионизированную воду и перемешивают на
вортексе, затем центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин, удаляют надосадочную жидкость. К
осадку снова добавляют деионизированную воду и перемешивают на вортексе, после чего центрифугируют
при 14000 оборотах в течение 2 мин, удаляют надосадочную жидкость, затем к осадку добавляют 0,1%
додецилсульфат натрия, перемешивают на вортексе. Микроцентрифужную пробирку оставляют на 10 мин
для полного растворения осадка, далее центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин, после
чего надосадочную жидкость удаляют, а к осадку добавляют деионизированную воду и перемешивают на
вортексе, затем центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин, удаляют надосадочную жидкость, к
осадку снова добавляют деионизированную воду и перемешивают на вортексе, после чего центрифугируют
при 14000 оборотах в течение 2 мин. Удаляют надосадочную жидкость, далее к осадку добавляют
деионизированную воду и 96% этиловый спирт и еще раз перемешивают на вортексе, после чего
центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин, затем удаляют надосадочную жидкость. Далее
оставляют микроцентрифужную пробирку с открытой крышкой до полного испарения спирта, после чего
проводят экстракцию белкового экстракта муравьиной кислотой и ацетонитрилом, полученную надосадочную
жидкость наносят на мишень масс-спектрометра, после высыхания покрывают матрицей и проводят
идентификацию дрожжеподобных грибов рода Candida и рода Rhodotorula до родовой принадлежности по
значению коэффициента идентификации (score) от 1,1 до 1,5 и до видовой принадлежности - от 1,6 и
выше. Технический результат заявленного способа заключается в расширении арсенала технических средств,
предназначенных для ускоренной идентификации микроорганизмов из крови, содержащей дрожжеподобные
грибы с высокой достоверностью.
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