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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
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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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Изобретение относится к области медицины, в частности к микробиологии с возможностью приме-

нения у больных в гематологии, и может быть использовано для идентификации Candida spp. и других 

дрожжеподобных грибов из положительной гемокультуры методом матричной лазерной десорбционной 

ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) у больных с инфекцией крово-

тока. 

В настоящее время имеется отчетливая тенденция к росту числа грибковых инфекций и, соответст-

венно, актуальным является улучшение уровня их диагностики. В развитии инвазивных грибковых ин-

фекций имеют значение разные факторы, включающие не только состояние пациента, но и окружающую 

среду. Грибы относятся к основным возбудителями оппортунистических инфекций у иммунокомпроме-

тированных пациентов. 

В течение последних 10-15 лет наблюдается отчетливая тенденция к увеличению числа микотиче-

ских инфекций. Так, дрожжеподобные грибы входят в число десяти наиболее часто выявляемых нозоко-

миальных патогенов; в отделениях интенсивной терапии они определяются на пятом месте, достигая 

17%; среди инфекций кровотока Candida spp. занимают 4-е место, составляя 7,6%; примерно 7% случаев 

лихорадок неясной этиологии у больных, находящихся на лечении в стационаре, бывают обусловлены 

грибами. Причем данные микроорганизмы являются проблемными не только у онкогематологических 

больных. Так, при анализе 837 случаев кандидемий показано, что чаще всего они возникали у больных со 

злокачественными опухолями (26%) и после хирургического лечения (18,5%). При этом среди пациентов 

хирургического профиля наиболее высокая частота была зарегистрирована в абдоминальной хирургии, 

составив 13,5% (число больных 113). Частота кандидемий в кардиоторакальной хирургии была 4,3%, в 

отделениях общей хирургии - 1,7%. Грибковые инфекции являются нередкими осложнениями у больных 

с ожогами и после травм. Летальность у больных инвазивным кандидозом остается высокой и достигает 

30-40%. По данным многоцентрового проспективного исследования, проведенного в России с 2005 по 

2013 гг., среди 55 больных кандидемией, негативное влияние на результаты лечения больных кандиде-

мией оказывала необходимость перевода больных в реанимацию, уменьшая частоту излечения в 50 раз. 

Среди инфекций, вызванных дрожжеподобными грибами, основную долю (до 90%) составляют 

грибы рода Candida. 

Риск развития грибковой инфекции определяется многими факторами, которые могут выступать 

синергистами. У пациентов со злокачественными опухолями дополнительными факторами риска явля-

ются длительная гранулоцитопения после проведения полихимиотерапии, нарушения клеточного имму-

нитета, колонизация слизистых оболочек Candida spp., тяжелые мукозиты при цитостатическом воздей-

ствии. 

Одним из тяжелых осложнений является кандидемия - циркуляция грибов рода Candida в кровяном 

русле. Инвазивный кандидоз, вызванный грибами рода Candida, относится к частым и тяжелым ослож-

нениям, для которых характерна более высокая летальность, требующая длительного лечения. Среди 

дрожжеподобных грибов преобладают С. albicans, однако, в последние годы наблюдается их снижение и 

увеличение таких грибов, как С. parapsilosis, С. tropicalis, С. krusei, С. glabrata. 

В части случаев (5-7%) инфекции могут быть обусловлены другими дрожжеподобными грибами, 

такими как Saprochaete capitata, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula spp., причем некоторые из них ну-

ждаются в назначении особых антимикотиков, поскольку проявляют природную резистентность к неко-

торым противогрибковым препаратам. 

Одна из ведущих причин высокой летальности у больных кандидемией - это несвоевременное и не-

адекватное назначение антимикотиков. В этой связи крайне важным является представление результатов 

идентификации возбудителей инфекции в максимально короткие сроки. 

На сегодняшний день известно использование для выявления возбудителя грибковой инфекции по-

лимеразной цепной реакции (ПЦР), с помощью которой исследуют материал, полученный при бронхо-

альвеолярном лаваже или пункции [Bretagne, Costa, Marmorat-Khuong. Detection of Aspergillus spesies 

DNA in bronchoalveolar lavage samples by competitive PCR//J. Clin. Mcrobiol.- 1995.-Vol. 33, N 5.-P. 1164 - 

1168]. Возможно также определение специфических ДНК с помощью ПЦР в крови [Einsele, Hebart, Roll-

er. Detection and identification of fungal pathogens in blood by using molecular probes//J. Clin. Mcrobiol.- 

1997.- Vol. 35, N6.-P. 1353 - 1360]. Микробиологическое исследование очень редко позволяет обнару-

жить присутствие возбудителя в гемокультуре; также недостаточно эффективны рутинные серологиче-

ские исследования. 

Известен также способ идентификации микроорганизмов в том числе дрожжеподобных грибов из 

тестируемого образца гемокультуры. Способ предусматривает получение тестируемого образца, селек-

тивный лизис и растворение клеток, не являющихся микроорганизмами тестируемого образца, наслаива-

ние полученного лизата на плотностной буфер в герметичном контейнере и дальнейшее центрифугиро-

вание. Плотностный буфер имеет однородную плотность примерно от 1,025 г/мл до 1,120 г/мл. При этом 

микроорганизмы, проходя через указанный буфер, образуют осадок на дне контейнера. Осадок исследу-

ют с использованием рамановской спектроскопии, что позволяет идентифицировать микроорганизм на 

уровне рода или вида. Изобретение позволяет идентифицировать дрожжеподобные грибы из клиниче-

ских образцов менее чем за 120 мин (RU 2541775, 20.02.2015). 



042190 

- 2 - 

Наиболее близким техническим решением к заявленному изобретению является способ экспресс-

идентификации дрожжеподобных грибов рода Candida из положительной гемокультуры с помощью мат-

рично-активированной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии 

(MALDI-TOF MS), при этом из флаконов, содержащих в качестве сорбента полимерные гранулы, к 1 мл 

его содержимого, помещенного в микропробирку, добавляют 200 мкл 5%-ного водного раствора сапони-

на для лизиса эритроцитов. Смесь инкубируют в течение 5 мин при комнатной температуре, лизат цен-

трифугируют (12 000 об/мин, 1 мин), после чего удаляют супернатант. Далее осадок промывают 1 мл 

фосфатно-солевого буфера, затем повторно центрифугируют (12000 об/мин, 1 мин) и удаляют суперна-

тант. К осадку добавляют сначала 300 мкл бидистилированной воды, перемешивают, затем 900 мкл эта-

нола, центрифугируют (12000 об/мин, 2 мин), удаляют супернатант, осадок подсушивают при комнатной 

температуре в течение нескольких минут, после чего к нему последовательно добавляют сначала 20 мкл 

муравьиной кислоты, затем равное количество ацетонитрила. Полученную суспензию перемешивают, 

после чего центрифугируют (12000 об/мин, 2 мин), 1 мкл белкового экстракта наносят на мишень масс-

спектрометра в двух повторностях, подсушивают, после чего добавляют раствор матрикса (α-циано-4-

гидроксикоричная кислота) в соотношении 1:1 и оставляют до полного высыхания. Масс-спектры реги-

стрируют в автоматическом режиме в диапазоне 2-20 кД. Идентификацию микроорганизмов осуществ-

ляют путем автоматического сравнения полученных масс-спектров с референсной базой данных, содер-

жащей информацию более чем о 950 клинически значимых видах микроорганизмов (Попов Д.А., Овсе-

енко С.Т., Вострикова Т.Ю. Экспресс-идентификация положительных гемокультур с помощью метода 

прямой MALDI-TOF-масс-спектрометрии. Анестезиология и реаниматология, 2015, № 5, с.71-75). 

Недостатками данных методов является малое количество исследованных изолятов грибов (всего 2) 

и соответственно малое количество положительных результатов (только 1 из 2). 

Технический результат заявленного способа заключается в расширении арсенала технических 

средств, предназначенных для идентификации микроорганизмов из кровотока, содержащего не только 

Candida spp., но и другие дрожжеподобные грибы с высокой достоверностью. 

Технический результат достигается тем, что идентификацию дрожжеподобных грибов рода Candida 

и рода Rhodotorula проводят путем пробоподготовки положительной гемокультуры и идентификации 

дрожжеподобных грибов методом матрично-активированной лазерной десорбционной ионизационной 

времяпролетной масс-спектрометрии, при этом пробоподготовку положительной гемокультуры осуще-

ствляют путем ее переноса из флакона с жидкой питательной средой, предназначенного для культивиро-

вания микроорганизмов, в пробирку с разделительным гелем и далее 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 центрифуги-

руют при 14000 оборотах в течение 2 мин, вновь удаляют надосадочную жидкость, а к осадку снова до-

бавляют 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% додецил-

сульфат натрия, перемешивают на вортексе, затем оставляют микроцентрифужную пробирку 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 центрифуги-

руют 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 цен-

трифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин, затем удаляют надосадочную жидкость, далее остав-

ляют микроцентрифужную пробирку с открытой крышкой до полного испарения спирта (примерно на 5-

10 мин), после чего проводят экстракцию белкового экстракта муравьиной кислотой и ацетонитрилом, 

полученную надосадочную жидкость наносят на мишень масс-спектрометра, после высыхания покрыва-

ют матрицей и проводят идентификацию дрожжеподобных грибов Candida spp. и Rhodotorula spp. до ро-

довой принадлежности по значению коэффициента идентификации (score) от 1,1 до 1,5 и до видовой 

принадлежности - от 1,6 и выше. 

Способ осуществляется следующим образом. 

Кровь для микробиологического исследования берут у больных при температуре от 38°С и выше из 

периферической вены и/или из центрального венозного катетера. Вносят образцы крови в коммерческие 

флаконы с жидкой питательной средой, предназначенной для культивирования микроорганизмов (ВАС-

ТЕС Plus Aerobic/F, BACTEC Plus Anaerobic/F, ВАСТЕС Mycosis-IC/F). Флаконы с кровью инкубируют в 

автоматическом анализаторе для гемокультур (BD ВАСТЕС FX, Becton Dickinson). После сигнала при-

бора о наличии положительной гемокультуры (то есть получен рост микроорганизма во флаконе с пита-

тельной средой) используют предложенный способ пробоподготовки для идентификации дрожжеподоб-

ных грибов методом матричной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-

спектрометрии. Для этого набирают 5-6 мл крови из флакона с жидкой питательной средой в пробирку 

(Моноветта 7,5 мл), содержащей сыворотку-гель (5 мин) и центрифугируют при 1000 оборотах в течение 
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2 мин. Полученную надосадочную жидкость аккуратно перемешивают стерильной одноразовой пипет-

кой (15 с), затем переносят 1 мл надосадочной жидкости (15 с) в микроцентрифужную пробирку (1,5 мл) 

и центрифугируют при 14000 оборотах в течение 10 мин. Надосадочную жидкость удаляют (30 с), а к 

осадку добавляют 1 мл деионизированной воды и перемешивают на вортексе (30 с). Далее центрифуги-

руют при 14000 оборотах в течение 2 мин. Надосадочную жидкость вновь удаляют (30 с), а к осадку до-

бавляют 1 мл деионизированной воды и перемешивают на вортексе (30 с). Затем центрифугируют при 

14000 оборотах в течение 2 мин и после удаления полученной надосадочной жидкости к осадку добав-

ляют 1 мл 0,1%-ного раствора додецилсульфата натрия, перемешивая смесь на вортексе (30 с). Отстаи-

вают в течение на 10 мин и центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин. После чего надосадоч-

ную жидкость удаляют (30 с), к осадку добавляют 1 мл деионизированной воды и перемешивают на вор-

тексе (30 с). Вновь центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин. Надосадочную жидкость уда-

ляют (30 с), а к осадку добавляют 300 мкл деионизированной воды и перемешивают на вортексе (30 с). 

Затем добавляют 900 мкл 96% этилового спирта и еще раз перемешивают на вортексе (30 с) и центрифу-

гируют при 14000 оборотах в течение 2 мин. Полученную надосадочную жидкость аккуратно удаляют 

(30 с) и оставляют центрифужную пробирку с открытой крышкой на 5 мин для полного испарения спир-

та. После чего добавляют 30 мкл муравьиной кислоты и 30 мкл ацетонитрила. Надосадочную жидкость 

нанесят на мишень, после высыхания (5 мин) которой ее покрывают матрицей (α-циано-4-

гидроксикоричная кислота) (5 мин). 

Далее проводят идентификацию микроорганизмов методом матрично-активированной лазерной де-

сорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) на анализаторе 

Microflex LT (Bruker Daltonics, Германия) (5 мин). В качестве критерия надежной родовой идентифика-

ции дрожжеподобных грибов используют коэффициент идентификации (Score) от 1,1 до 1,5, а видовой 

идентификации - от 1,6 и выше. 

В период с июня 2016 года по ноябрь 2019 было исследовано 15 положительных гемокультур, по-

лученных от больных. Забор крови от больных осуществляли при температуре от 38° и более из перифе-

рической вены и/или из центрального венозного катетера. Образцы крови вносили во флаконы для куль-

тивирования микроорганизмов и помещали их в автоматический анализатор для гемокультур. После по-

лучения сигнала на автоматическом анализаторе о наличии роста микроорганизмов во флаконе, прово-

дили идентификацию Candida spp. и других дрожжеподобных грибов предложенным методом с помо-

щью матрично-активированной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-

спектрометрии (MALDI-TOF MS) и параллельно исследовали классическим методом на плотных пита-

тельных средах с целью получения культуры микроорганизмов и проведения их идентификации. 

Из всех положительных флаконов Bactec микроорганизмы были выделены в монокультуре, из них 

было 14 изолятов Candida spp. и 1 Rhodotorula mucilaginosa. Спектр микроорганизмов, полученных из 

флаконов для культивирования микроорганизмов, представлен в табл. 1. 

Таблица 1 

Спектр микроорганизмов, выделенных из флаконов для культивирования микроорганизмов 

 
При применении предложенного метода успешная идентификация микроорганизмов до рода была 

получена в 80% (в 12 из 15) случаев, до вида - в 66,7% (в 10 из 15). Результаты идентификации до рода и 

вида микроорганизмов, полученных предложенным методом, полностью совпали с результатами иден-

тификации после культивирования микроорганизмов классическим методом (табл. 2). 
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Таблица 2 

Результаты идентификации микроорганизмов предложенным и классическим методами 

 
Медиана длительности инкубации флаконов с гемокультурой до получения положительного сигна-

ла составила 35 ч 14 мин (разброс от 5 ч 38 мин до 91 ч 08 мин), причем медиана длительности инкуба-

ции разных видов дрожжеподобных грибов различалась и была минимальной для Candida tropicalis - 15 ч 

31 мин (разброс от 5 ч 38 мин до 18 ч 34 мин), а максимальной для Candida krusei - 91 ч 08 мин. Медиана 

времени от начала инкубации флаконов с гемокультурой до получения результатов идентификации мик-

роорганизмов всех дрожжеподобных грибов (n=12) предложенным методом была статистически значимо 

меньше и составила 36 ч 20 мин (разброс 6 ч 37 мин до 92 ч 05 мин) против 55 ч 31 мин (разброс от 16 ч 

21 мин до 112 ч 38 мин) при идентификации микроорганизмов классическим методом (p=0,028). Иден-

тификация грибов до рода Candida (n=11) предложенным 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), табл. 3. 
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Таблица 3 

Медиана времени (часы) от начала инкубации флаконов с гемокультурой до получения результатов 

идентификации микроорганизмов предложенным и классическим методами 

 
*Н/п - не применимо 

Затраты времени на проведение идентификации микроорганизмов предложенным методом, вклю-

чая пробоподготовку и идентификацию на масс-спектрометре, составили от 55 мин до 59 мин, тогда как 

идентификация с помощью классического метода была получена только через 18-48 ч. Медиана разницы 

во времени между идентификацией дрожжеподобных грибов предложенным и классическим методом 

составила 19 ч 20мин (разброс от 9 ч 44 мин до 26 ч 00 мин), табл. 3. 

Примеры конкретного выполнения предложенного способа идентификации микроорганизмов. 

Пример 1. 

Больная Ю., 36 лет, поступила в стационар 22.05.2018 г. с диагнозом лимфогранулематоз для про-

ведения 2 курса химиотерапии по программе Dexa Beam. На фоне миелотоксического агранулоцитоза 

30.05.2018 г. у больной было отмечено появление диареи и повышение температуры тела до 38,5°С. Бы-

ло выполнено микробиологическое исследование крови из периферической вены и центрального веноз-

ного катетера, был назначен цефоперазон/сульбактам. На фоне применения цефоперазона/сульбактама 

наблюдалось повышение температуры до 39,8°С, появились септические отсевы на коже, и 01.06.2018 г. 

была произведена эскалация антибиотической терапии, включавшая отмену цефоперазон/сульбактама и 

назначение имипенема, амикацина и ванкомицина. Повторно 01.06.2018 г. было проведено микробиоло-

гическое исследование крови. При повторном исследовании была выявлена из гемокультуры Klehsiella 

pneumoniae (04.06.2019 г.). Состояние больной ухудшалось, была проведена дальнейшая модификация 

противомикробного лечения, включавшая назначение меропенема и колистина и отмену предыдущих 

антибиотиков. После выполнения повторного микробиологического исследования крови от 05.06.2018 г. 

из периферической вены через 37 ч 07 мин после начала инкубации (06.06.2018) был зарегистрирован 

рост микроорганизмов. Был использован предложенный способ идентификации микроорганизмов из 

положительной гемокультуры методом матричной лазерной десорбционной ионизационной времяпро-

летной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) из флакона для культивирования микроорганизмов и па-

раллельно был проведен рассев гемокультуры на плотные питательные среды. Используя предложенный 

способ, через 59 мин после сигнала автоматического анализатора о положительной гемокультуре была 

получена идентификация микроорганизмов - Candida albicans. Коэффициент идентификации (Score) со-

ставил 1,6. Таким обозом, идентификация Candida albicans была проведена через 38 ч от момента поста-

новки флакона с кровью в автоматический анализатор для гемокультур. В этот же день (06.06.2018г) у 

больной было отмечено ухудшение состояния в виде повышения температуры до 40°С с ознобом. Сразу 

после получения результатов предварительной идентификации микроорганизмов была проведена моди-

фикация антибактериальной терапии и был назначен микамин - противогрибковый препарат из группы 

эхинокандинов. Результат рутинной идентификации микроорганизмов из культуры был получен только 

на следующий день после положительного сигнала автоматического анализатора для гемокультур, в это 

время при добавлении противогрибкового препарата по результатам предварительной идентификации 

было достигнуто клиническое улучшение в виде снижения температуры с 40°С до 37,5°С. В результате 

лечения отмечена нормализация температуры и регрессия очагов отсевов на коже. Адекватная противо-

грибковая терапия была начата через 38 ч после взятия крови. Повторные микробиологические исследо-

вания крови от больной в течение 3-х дней (согласно рекомендациям) были отрицательными. Длитель-

ность лечения составила 14 дней (согласно рекомендациям не менее 14 дней). 

Пример 2. 

Больной Г., 40 лет, с диагнозом острый миелобластный лейкоз поступил в стационар для проведе-

ния первого индукционного курса "7+3" с постоянным введением цитарабина по протоколу ОМЛ-17. 

Состояние больного при поступлении было тяжелым, наблюдались температура до 37,8°С, синусит, и 

курс химиотерапии был начат 02.02.2018 г. на фоне антимикробной терапии цефоперазо-

ном/сульбактамом, кларитромицином и амикацином. Ежедневно с 02.02.2018г. выполнялись микробио-

логические исследования крови из периферической вены и центрального венозного катетера. 09.02.2018 

г. был отмечен вираж лихорадки с повышением температуры до 39,6°С, в связи с чем была проведена 

эскалация антибактериальной терапии, включающая отмену ранее применяемых антибиотиков и назна-
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чение имипенема. Через 5 ч 38 мин после начала инкубации крови во флаконах для культивирования 

микроорганизмов (от 10.02.2018 г) был зарегистрирован рост. Идентификация микроорганизмов была 

проведена предложенным способом и параллельно был осуществлен рассев гемокультуры на плотные 

питательные среды. Через 59 мин после положительного сигнала автоматического анализатора для гемо-

культур Bactec была получена идентификация микроорганизмов - Candida tropicalis (коэффициент иден-

тификации 1,7). После получения результатов идентификации микроорганизмов предложенным методом 

(время от поступления флакона с кровью в лабораторию до идентификации - 19 ч. 30 мин) к терапии был 

добавлен противогрибковый препарат каспофунгин. Результат классической идентификации микроорга-

низмов на плотных питательных средах был получен только на следующий день (11.02.2018 г.) после 

положительного сигнала автоматического анализатора для гемокультур (время от поступления флакона с 

кровью в лабораторию до идентификации микроорганизмов предложенным методом составило 39 ч 04 

мин). В это время (10.02.2018 г.) на фоне добавления противогрибкового препарата было достигнуто 

клиническое улучшение в виде снижения температуры с 39,6°С до 37°С. Повторные микробиологиче-

ские исследования крови от больного в течение 3-х дней (согласно рекомендациям) были отрицательны-

ми. Каспофунгин был отменен через 15 суток. 

Пример 3. 

Больная С, 55 лет, с диагнозом острый миелобластный лейкоз поступила в стационар 10.02.2017 г. 

для проведения первого индукционного курса полихимиотерапии (AzaAralda) с включением гипомети-

лирующего препарата азацитидина. При поступлении состояние больной было крайне тяжелое, обуслов-

ленное дебютом острого лейкоза, двусторонней пневмонией, протекающей с гидротораксом и дыхатель-

ной недостаточностью, энтеропатией, синдромом массивного распада опухоли. Учитывая эпизод лихо-

радки с повышением температуры до 39°С, ежедневно с 10.02.2017 г. выполнялись микробиологические 

исследования крови из периферической вены и центрального венозного катетера. 14.02.2017 г. через 91 ч 

08 мин после начала инкубации крови во флаконах с жидкой питательной средой был зарегистрирован 

рост микроорганизмов. Была проведена идентификация микроорганизмов предложенным способом ме-

тодом матричной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии 

(MALDI-TOF MS) и параллельно рассев гемокультуры на плотные питательные среды (классическим 

методом). Через 57 мин (14.02.2017 г.) после сигнала автоматического анализатора о положительной ге-

мокультуре была получена идентификация микроорганизмов до рода - Candida spp. (коэффициент иден-

тификации 1,1). После получения результатов идентификации микроорганизмов предложенным методом 

(14.02.2017 г.) к терапии был добавлен противогрибковый препарат микафунгин. Результат классической 

идентификации микроорганизмов, выделенных на твердых питательных средах, был получен только на 

следующий день (15.02.2017 г.) после сигнала автоматического анализатора о положительной гемокуль-

туре. Изоляты Candida spp. были идентифицированы как С. krusei. При этом на фоне противогрибковый 

терапии было достигнуто некоторое снижение температуры с 39,0°С до 37,1°С, но с последующим по-

вышением до 39,4°С и 17.02.2017 г. была проведена модификация противогрибковой терапии, вклю-

чающая отмену микафунгина и назначение амфотерицина-В. В ходе лечения достигнуто клиническое 

улучшение в виде снижения температуры с 39,4°С до 37,0°С. Повторные микробиологические исследо-

вания крови от больной в течение 3-х дней (согласно рекомендациям) были отрицательными. Амфотери-

цин-В был отменен через 17 суток. 

Пример 4. 

Больная И., 48 лет, поступила в стационар 10.01.2017 г. с диагнозом острый миелобластный лейкоз 

для проведения курса полихимиотерапии по программе "7+3 с идарубицином" по причине прогрессии 

основного заболевания. Курс полихимиотерапии был начат 11.01.2017 г. Появление фебрильной лихо-

радки было отмечено 20.01.2017 г. у больной. Было выполнено микробиологическое исследование крови 

из периферической вены и центрального венозного катетера, и был назначен пиперациллин/тазобактам. 

На фоне применения пиперациллин/тазобактама наблюдалось снижение температуры тела до субфеб-

рильных значений. С целью индукции реакции трансплантат против лейкоза 24.01.2017 г. была выполне-

на трансфузия лимфоцитов донора с последующим введением интерлейкина-2. Учитывая эпизод лихо-

радки с повышением температуры до 39,0°С, больной ежедневно с 01.02.2017 г. выполнялись микробио-

логические исследования крови из периферической вены и центрального венозного катетера, и к лече-

нию был добавлен амикацин, однако, на этом фоне сохранялась лихорадка со спонтанным снижением до 

субфебрильных и нормальных значений в течение суток. 03.02.2017 г. через 42 ч 09 мин после начала 

инкубации крови во флаконах для автоматического анализатора с жидкой питательной средой был заре-

гистрирован рост микроорганизмов. Были проведены идентификация микроорганизмов предложенным 

способом и параллельно рассев гемокультуры на плотные питательные среды. Через 59 мин после сигна-

ла анализатора о положительной гемокультуре предложенным способом были идентифицированы мик-

роорганизмы до рода - Candida spp. с коэффициентом идентификации 1,5. После получения результатов 

идентификации микроорганизмов предложенным способом к терапии 03.02.2017 г. был добавлен анти-

микотик (эхинокандин) - микафунгин. Результат классической идентификации микроорганизмов, выде-

ленных на твердых питательных средах, был получен только на следующий день (04.02.2017 г.) после 

сигнала автоматического анализатора для гемокультур, и микроорганизмы из гемокультуры были иден-
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тифицированы как С. parapsilosis. Повторные микробиологические исследования крови от больной в те-

чение 3-х дней (согласно рекомендациям) были отрицательными. Противогрибковая терапия не меня-

лась. На фоне применения микафунгина 03.02.2017 г. было достигнуто клиническое улучшение в виде 

снижения температуры с 39,0°С до 37,1°С. Учитывая стойкую нормализацию температуры тела, соглас-

но рекомендациям, микафунгин был отменен на 17-е сутки. 

Таким образом, проведенное исследование показало высокую достоверность предложенного ме-

тода идентификации микроорганизмов у больных с кандидемией, а также сокращение времени до иден-

тификации дрожжеподобных грибов в положительной гемокультуре, что является основополагающим 

для обеспечения максимальной эффективности лечения, предотвращения развития жизнеугрожающих 

состояний таких, как септический шок и полиорганная недостаточность. Доказано, что при кандидемии 

задержка этиотропной терапии на каждые 12 ч увеличивает показатели летальности в 2 раза, поэтому 

ранняя идентификация возбудителя крайне важна. На основании полученных результатов предложенный 

метод идентификации дрожжеподобных грибов из положительной гемокультуры с помощью матрично-

активированной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-

TOF MS) можно рекомендовать для использования в рутинной практике лабораторий микробиологии с 

целью сокращения времени представления результата. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

Способ идентификации дрожжеподобных грибов рода Candida и рода Rhodotorula методом матрич-

ной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии, включающий пробо-

подготовку положительной гемокультуры и идентификацию дрожжеподобных грибов методом матрич-

но-активированной лазерной десорбционной ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии, отли-

чающийся тем, что пробоподготовку положительной гемокультуры осуществляют путем ее переноса из 

флакона с жидкой питательной средой, предназначенного для культивирования микроорганизмов, в про-

бирку с разделительным гелем и центрифугируют при 1000 оборотах в течение 2 мин, полученную надо-

садочную 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 те-

чение 2 мин, удаляют надосадочную жидкость, к осадку снова добавляют деионизированную воду и пе-

ремешивают на вортексе, после чего центрифугируют при 14000 оборотах в течение 2 мин, удаляют на-

досадочную жидкость, затем к осадку добавляют 0,1% додецилсульфат натрия, перемешивают на вор-

тексе, микроцентрифужную пробирку оставляют на 10 мин для полного растворения осадка, далее цен-

трифугируют 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 деионизи-

рованную 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% эти-

ловый 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 гри-

бов рода Candida и рода Rhodotorula до родовой принадлежности по значению коэффициента идентифи-

кации (score) от 1,1 до 1,5 и до видовой принадлежности - от 1,6 и выше. 
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