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Постановка проблеми та аналіз остан-
ніх дос

Здатність MALDI-TOF до швидкої іденти-
фікації мікроорганізмів дозволяє використо-
вувати цей метод в різних галузях науки і 
практики: клінічної мікробіологічної діагнос-
тики, дослідженнях довкілля, контроль якості 
фармацевтичних і харчових продуктів. Вкрай 
важливі ознаки методу – висока продуктив-
ність і низький рівень витрат – роблять його 
перспективною альтернативою стандартним 
лабораторним біохімічним і молекулярним 
ідентифікаційним системам [8, 9].

MALDI-TOF MS (з англ. matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-fl ight mass-
spectrometry) – метод матрично-активованої 
лазерної десорбції/іонізації з використанням 
часпролітної мас-спектрометрії, який позиці-
онується як швидка, надійна і економічно ви-
гідна альтернатива класичного методу іденти-
фікації [10–16]. Він заснований на екстракції 
пептидів і білків з клітин гриба та працює за 
принципом ”fi ngerprint“ (молекулярний ”від-
биток пальця“), що зрівняється з еталонними 
спектрами в базі MALDI.

MALDI-TOF мас-спектрометр складається 
з трьох функціональних частин:

1) лазер, під впливом якого відбувається 
десорбція/іонізація;

2) аналізатор мас, який ділить іони згідно з 
їх співвідношенням маса/заряд (m/z) за часом 
прольоту в вакуумі;

3) детектор – пристрій для визначення роз-
ділених іонів.

За використання MALDI-аналізу у мікро-
біології досліджувані зразки культур мікро-
організмів змішують з матрицею, яка володіє 
оптичною абсорбцією в діапазоні використо-
вуваних довжин хвиль [17]. Склад матриці 
може змінюватися залежно від аналізованих 
біомолекул і типу використовуваного лазера 
[18]. Найбільш часто використовувані матри-
ці – це α-ціано-4-гідроксикорична кислота, яка 
показала високу ефективність для детекції бі-
омаркерів протеїнів [13–15], і 2,4-гідроксифе-
нілбензойна кислота, має переваги за детекції 
глікопептидів і глікопротеїнів [19–22].

Процесинг інтактних мікроорганізмів у 
MALDI-TOF може проходити без попередньої 
підготовки, оскільки більшість бактерій лізу-
ється після контакту з водою, органічним роз-
чинником і/або сильною кислотою в матриці.

Під час ідентифікації стійких мікроорга-
нізмів, таких як спори бактерій, деякі віруси, 
клітини дріжджів, з використанням MALDI за 
підготовчих процедур зазвичай додають сильні 
органічні кислоти і/або спирт. За дослідження 
деяких родів бактерій, таких як Actinomyces, 
може бути доцільним проведення попередньої 
екстракції білка [23].

Отже, MALDI-TOF – автоматизована моле-
кулярна платформа, яка являє собою швидкий, 
простий і надійний метод видової ідентифіка-
ції бактерій та грибів.

Мета дослідження – використання 
MALDI-TOF мас-спектрометрії для ідентифі-
кації дріжджів та пліснявих грибів у кормах 
для тварин.

Матеріал та методи дослідження. Мате-
ріалом для роботи були зразки кормів, що над-
ходили для дослідження у експертний центр 
діагностики та лабораторного супроводу 
лайтс“ з різних областей України протягом 
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2018–2019 рр. Наявність дріжджів та пліснявих 
грибів визначали згідно з ДСТУ ISO 7954:2006 
[24]. Для встановлення загальної заспореності 
кормів мікроміцетами проводили первинне ви-
ділення грибів із кормів шляхом посіву їх на 
середовище Сабуро, при цьому застосовували 
метод серійних розведень для підрахунку вміс-
ту діаспор грибів в 1 г корму. Інкубували дослі-
джені зразки корму за температури 24 ºС про-
тягом 5–7 діб. Ідентифікацію пліснявих грибів 
проводили методом MALDI-TOF мас-спектро-
метром Bruker MALDI, із використанням рі-
динного культивування зразків мікроскопічних 
грибів та екстракцією у етанолово-мурашиній 
кислоті для приготування зразків.

Із чашки з первинним посівом ізолювали 
колонії для ідентифікації, з яких готували су-
спензію в 300 мкл ультрачистої води для ВЕРХ 
та ретельно перемішували для досягнення мак-
симально гомогенізованої суспензії. Потім в 
пробірки з препаратами додавали по 900 мкл 
абсолютного етанолу, перемішували та інкубу-
вали за кімнатної температури протягом півго-
дини. Після експозиції центрифугували 2 хв за 
13 000 об/хв, видаляли супернатант, висушува-
ли на повітрі. У пробірки вносили по 50 мкл 
ацетонітрилу і 70 % розчину мурашиної кисло-
ти, знову перемішували і наносили матеріал в 
обсязі 1 мкл на лунки металевої мішені (чіпа). 
На кожну пробу наносили по 1 мкл матриці 
для MALDI-TOF (α-ціано-гідроксикорична 
кислота в розчині 50 % ацетонітрилу і 2,5 % 
трихлороцтової кислоти). Після кристалізації 
проб мішень із зразками поміщали в камеру 
мас-аналізатора. Для отримання одиничного 
мас-спектра використовували 100 імпульсів 
лазера (частота 60 Гц); діапазон реєстрації 
становив 1000–20000 m/z, фіксували тільки 
позитивні іони, сумарний спектр кожного зраз-
ка складали на основі 100 пострілів. Із кожної 
лунки чіпа знімали спектр, що являє собою 
суму 6 одиничних спектрів (600 імпульсів ла-
зера). Усі мас-спектри реєстрували у лінійному 
режимі, без використання рефлектрона.

Результати досліджень. У процесі міко-
логічного обстеження кормів протягом 2018–
2019 рр. було досліджено 198 зразків для тва-
рин (табл. 1).

За дослідний період найбільшу кількість об-
стежено комбікормів, що становило 30,4 % 
у 2018 році, від загальної кількості зразків 
(19,6 %  –  комбікорми для птиці, 10,8 %  –  для 
свиней). За п’ять місяців 2019 року спостері-
гаємо таку ж тенденцію: у 31,1 % випадків пе-
реважало визначення дріжджів та плісеневих 
грибів у комбікормах, із них 19,8 % припадає 
на комбікорми для птиці і у 11,3 % випадків – 

для свиней. На другому місці за кількістю до-
сліджень зразки кукурудзи – 11,9 та 11,3 % у 
2018 та 2019 рр. відповідно.

Аналізуючи результати мікологічного до-
слідження слід відмітити, що 95,7 % дослідже-
них зразків були уражені потенційно небезпеч-
ними мікроскопічними грибами (рис. 1).

Найбільш поширеними видами грибів у 
кормах були представники родів Fusarium, 
Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Mucor, 
Rhizopus, Cladosporium.

Належність мікроскопічних грибів до пев-
них родів визначали шляхом оцінювання мор-
фології колонії грибів на середовищах та мор-
фологію конідієносних структур [25]. 

Описуючи колонії, спиралися на такі діа-
гностичні ознаки як діаметр колоній, їх колір, 
форма, консистенція, форма краю колоній, ре-
верзум колоній. Ідентифікацію мікропрепара-
тів мікроскопічних грибів проводили на основі 
таких діагностичних ознак як форма апікаль-
ного розширення, його діаметр, довжина та 
ширина конідієносця, стеригм, форма конідій.

Особливу увагу звертали на мікроскопічні 
гриби родини Fusarium, адже ряд вчених [26–
28] вказують, що представники цього роду є 
найбільш небезпечними у глобальному масш-
табі – вони уражають рослини як на стадії ве-
гетації, накопичуючи в їх органах і тканинах 
фітотоксини, так і грубі корми й зерно під час 
зберігання. Фузаріоз найчастіше переважає у 
зерні до збирання врожаю і при цьому можуть 
продукуватись різні мікотоксини, важливими з 
яких є трихотецени, фумонізини, зеараленон, 
моніліформін та фузарієва кислота. Популя-
ція грибів Fusarium в сільськогосподарських 
ґрунтах є дуже розповсюдженою і включає 
як сапрофіти, що розщеплюють залишки, так 
і патогенні, які можуть бути причиною хво-
роб рослин і тварин [29]. Саме тому, важли-

Таблиця 1 – Кількість досліджених зразків кормів 
                     упродовж 2018–2019 років

Корм Роки
2018 2019

Макуха соєва 10 14
Шрот соняшнико-
вий

8 11

Комбікорм ПК 18 21
Комбікорм СК 10 12
Ячмінь 8 6
Кукурудзяний силос 5 7
Люцерновий сінаж 6 8
Кукурудза 11 12
Пшениця 9 7
Ячмінь 7 8
Всього 92 106
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во визначити видову належність грибів роду 
Fusarium, з цією метою застосовували метод 
мас-спектрометрії MALDI-TOF MS.

Колонії грибів, що виросли на середовищі 
Сабуро відбирали, екстрагували згідно з мето-
дикою та наносили на лунки металевої мішені 
мас-спектрометра для ідентифікації.

За результатами мас-спектрометрії, мі-
кроскопічні гриби родини Fusarium були 
представлені 9 видами. Із них найчастіше зу-
стрічали 5 видів: F. proliferatum, F. acutatum, 
F. subglutinans, F. verticillioides (рис. 2).

Виявлені гриби роду Fusarium здатні про-
дукувати мікотоксини: F. proliferatum – моно-
формін і фумонізин; F. acuminatym – монофор-
мін; F. subglutinans – зеараленон і моноформін; 
F. verticillioides – фумонізин. F. poae є відносно 

Рис.1. Основні види плісеневих грибів, забруднювачів кормів.

Рис. 2. Видова належність грибів роду Fusarium.
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слабкими патогенами, але здатні до синтезу 
токсинів [30].

Саме тому, надзвичайно важливо іденти-
фікувати гриби за видом застосовуючи надійні 
методи MALDI TOF мас-спектрометрії.

Обговорення. Проведення видової іден-
тифікації мікроскопічних грибів за допомогою 
мас-спектрометрії допомагає швидко і якіс-
но ідентифікувати плісняві гриби та дріжджі. 
Визначення видової належності мікроскопіч-
них організмів відбувається за рахунок аналізу 
білкової фракції лізату мікроскопічних грибів 
та дріжджів (”пряме білкове профілювання“). 
Програмне забезпечення MALDI Biotyper 
включає автоматичну ідентифікацію пліснявих 
грибів на підставі порівняння вихідних спек-
трів з референтними спектрами бази даних. 
Ідентифікація мікроорганізмів за допомогою 
MALDI-TOF MS ґрунтується на оцінці рибо-
сомних білків, які зазвичай наявні в клітині. 

3 6 3

Як єдина система, цей метод дозволяє 
аналізувати біомолекули (такі як ДНК, білки, 
пептиди) і великі органічні молекули (такі як 
полімери). Ці молекули, зазвичай, тендітні і 
фрагментуються за іонізації більш традиційни-
ми методами. Після іонізації, викликаної лазер-
ним променем, система виконує сканування на 
наявність білків грибів, які в основному потра-
пляють в діапазон від 4000 до 20000 Дальтон. 

Дані про результат ідентифікації дослі-
джуваного зразка виводять у вигляді звіту, що 
включає два найбільш близьких мікроорганіз-
ми і більш детальну інформацію по десяти ін-
ших мікроорганізмах, що мають ознаки подіб-
ності з мас-спектром досліджуваного зразка.

Періодичність контролю стабільності ви-
мірювань регламентують у Керівництві по 
якості лабораторії. Залежно від обраної періо-
дичності, але не рідше 1 разу на місяць, прово-
дять ідентифікацію контрольних тест-штамів 
мікроорганізмів. 

Відомості про конфлікт інтересів. Автори 
заявляють про відсутність конфлікту інтересів.

Таблиця 2 – Ступінь достовірності отриманих результатів за допомогою MALDI-TОF мас-спектрометрії

№ п/п Діапазон Score Опис

1 2000–3000 Висока ймовірність видової ідентифікації

2 1700–1999 Надійна родова ідентифікація, можлива видова ідентифікація

3 0–1700 Ненадійна ідентифікація
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Использование Maldi-TОF масс-спектрометрии в 
ветеринарной микологии

Тышкивская Н.В., Тышкивская А.М.
Исследовано использование MALDI-TOF масс-спек-

трометрии для идентификации дрожжей и плесневых 
грибов в кормах для животных.

Материалом для работы были образцы кормов для 
животных, поступавшие для исследования из разных ре-
гионов Украины. Наличие дрожжей и плесневых грибов 
определяли согласно ДСТУ ISO 7954: 2006. Для уста-
новления общей заспорености кормов микромицетами 
проводили первичное выделение грибов с кормов путем 
посева их на среду Сабуро, при этом применяли метод 
серийных разведений для подсчета содержания диаспор 
грибов в 1 г корма. Инкубировали исследованые об-
разцы корма за температуры 24 ° С в течение 5–7 суток. 
Идентификацию плесневых грибов проводили методом 
MALDI-TOF.

В процессе микологического обследования кормов 
в течение 2018–2019 гг. было исследовано 198 образцов 
кормов для животных.

За исследовательский период наибольшее количе-
ство обследовано комбикормов, что составляло 30,4 % в 
2018 году, от общего количества образцов (19,6 % – ком-
бикорма для птицы, 10,8 % – для свиней). За пять меся-
цев 2019 г. наблюдаем ту же тенденцию: в 31,1 % случаев 
преобладало определение дрожжей и плесневых грибов 
в комбикормах, из них 19,8 % приходится на комбикорма 
для птицы и в 11,3 % случаев – для свиней. На втором 
месте по количеству исследований образцы кукурузы – 
11,9 и 11,3 % в 2018 и 2019 соответственно.

Наиболее распространенными видами грибов в кор-
мах были представители родов Fusarium, Penicillium, 
Aspergillus, Alternaria, Mucor, Rhizopus, Cladosporium.

Принадлежность микроскопических грибов к опре-
деленным родам определяли путем оценки морфологии 
колонии грибов на средах и морфологию конидиеносных 
структур.

Особое внимание обращали на микроскопические 
грибы семейства Fusarium, которые являются продуцен-
тами различных микотоксинов. С помощью программно-

го обеспечения MALDI Biotyper проводили автоматичес-
кую идентификацию на основании сравнения собранных 
исходных спектров гриба с референтными спектрами 
базы данных самого прибора, а также с библиотекой 
Бельгийского университета (BCCM, Belgian Co-Ordinateo 
collections of micro-organism).

За результатами масс-спектрометрии, микроско-
пические грибы семейства Fusarium были представ-
лены 9 видами. Из них чаще всего встречали 5 видов: 
F. proliferatum, F. acutatum, F. subglutinans, F. verticillioides.
Среди грибов семьи Aspergillus преобладали А. fl avus, 
A. pseudoglaucus, A. tubingensis, A. niger.

Проведение видовой идентификации микроскопи-
ческих грибов с помощью масс-спектрометрии помога-
ет быстро и качественно идентифицировать плесневые 
грибы и дрожжи. Определение видовой принадлежности 
микроскопических организмов происходит за счет ана-
лиза белковой фракции лизата микроскопических грибов 
и дрожжей ("прямое белковое профилирование"). Про-
граммное обеспечение MALDI Biotyper включает авто-
матическую идентификацию плесневых грибов на ос-
новании сравнения выходных спектров с референтными 
спектрами базы данных. Идентификация микроорганиз-
мов с помощью MALDI-TOF MS основывается на оценке 
рибосомальных белков, которые обычно присутствуют в 
клетке.

Чувствительность метода MALDI-TOF MS состав-
ляет 103–106 м.к./см3. При этом точность идентификации 
зависит от количества исследуемого материала.

Для определения вероятности идентификации за-
данный логарифмический показатель – коэффициент 
соответствия Score, по значению которого и оценивают 
надежность и адекватность результатов. Чем выше коэф-
фициент соответствия, тем вероятнее получение пра-
вильного результата идентификации.

Технология МALDI-TOF масс-спектрометрической 
идентификации микромицетов характеризуется высокой 
скоростью измерения, низкой стоимостью используемых 
реактивов и материалов и простой пробоподготовкой.

МALDI-TOF МС имеет высокую диагностическую 
чувствительность.

Ключевые слова: идентификация плесневых 
грибов, MALDI-TOF, масс-спектрометрия, Fusarium, 
Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Mucor, Rhizopus, 
Cladosporium.

Use of Maldi-TOF mass spectrometry in veterinary 
mycology

Tyshkivskaya N., Tyshkivskaya A. 
Use of MALDI-TOF mass spectrometry to identify 

yeast and molds in animal feed.
The material for the work was animal feed samples 

received for research from diff erent regions of Ukraine. 
The presence of yeast and molds was determined according to 
DSTU ISO 7954:2006. To establish the general contamination 
of the feed with micromycetes, the fungi were fi rst isolated 
from the feed by planting them on Saburo medium, and 
the serial dilution method was used to calculate the content 
of fungi diaspores in 1 g of feed. The feed samples were 
incubated and studied at a temperature of 24 ° C for 5–7 
days. The identifi cation of molds was carried out using the 
MALDI-TOF method.
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During the study period, the largest number of feed was 
examined, which was 30.4% in 2018, of the total number of 
samples (19.6% - feed for poultry, 10.8% - for pigs). For fi ve 
months of 2019, we observed the same trend: in 31.1% of 
cases, the defi nitions of yeast and molds in compound feeds 
prevailed, of which 19.8% accounted for compound feeds for 
poultry and in 11.3% of cases for pigs. In second place in the 
number of studies, corn samples are 11.9 and 11.3% in 2018 
and 2019, respectively.

The most common types of fungi in the feed were 
representatives of the genera Fusarium, Penicillium, 
Aspergillus, Alternaria, Mucor, Rhizopus, Cladosporium.

The affi  liation of microscopic fungi to specifi c genera 
was determined by assessing the morphology of the fungal 
colony on media and the morphology of conidiophore 
structures

Particular attention was paid to microscopic fungi of the 
Fusarium family, which are producers of various mycotoxins. 
Using the MALDI Biotyper software, automatic identifi cation 
was performed based on a comparison of the collected 
initial spectra of the fungus with the reference spectra of the 
database of the instrument itself, as well as with the library 
of the University of Belgium (BCCM, Belgian Co-Ordinateo 
collections of micro-organism).

Following the results of mass spectrometry, microscopic 
fungi of the Fusarium family were represented by 9 species. 
Of these, 5 species were most often found: F. proliferatum, 

F. acutatum, F. subglutinans, F. verticillioides. Among the 
fungi of the Aspergillus family, A. fl avus, A. pseudoglaucus, 
A. tubingensis, and A. niger predominated.

Species identifi cation of microscopic fungi using mass 
spectrometry helps quickly and accurately identify mold 
fungi and yeast. Determination of the species affi  liation of 
microscopic organisms occurs through analysis of the protein 
fraction of the lysate of microscopic fungi and yeast ("direct 
protein profi ling"). MALDI Biotyper software includes 
automatic identifi cation of molds based on a comparison of 
the output spectra with the reference spectra of the database. 
Identifi cation of microorganisms using MALDI-TOF MS is 
based on the assessment of ribosomal proteins that are usually 
present in the cell.

The sensitivity of the MALDI-TOF MS method is 103-
106 m.k./cm๎. In this case, the accuracy of identifi cation 
depends on the amount of test material.

To determine the likelyhood of identifi cation, a given 
logarithmic indicator is the compliance coeffi  cient Score, the 
value of which is used to evaluate the reliability and adequacy 
of the results. The higher the match rate, the more likely it is 
to get the correct identifi cation result.

MALDI-TOF technology for mass spectrometric 
identifi cation of micromycetes has a high measurement 
speed, low cost of reagents and materials used, and simple 
preparation holes.

MALDI-TOF MS has a high diagnostic sensitivity.
Key words: mold identifi cation, MALDI-TOF, mass 

spectrometry, Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria, 
Mucor, Rhizopus, Cladosporium.
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