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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ТРЕХ МЕТОДОВ ИДЕНТИФИКАЦИИ ГРИБОВ РОДА CANDIDA, 
ВЫДЕЛЕННЫХ ПРИ ПНЕВМОНИЯХ (ХРОМОГЕННЫЙ АГАР, БАКАНАЛИЗАТОР VITEK2 
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Цель работы – сравнительный анализ трех методов идентификации грибов рода Candida: с помощью хромогенного агара, 
баканализатора Vitek 2 Compact 30, масс-спектрометра MicroFlex. 
Материал и методы. Исследовано 106 штаммов дрожжевых грибов, выделенных из респираторных образцов больных пнев-
монией и аутопсийных проб при болезни с летальным исходом в 2022 – 2023 годах. 
Результаты. Первоначальная скрининговая идентификация проведена на HiCrome агаре, в результате чего все 106 изолятов 
разделены на 4 вида Candida (C. albicans – 54,7%, Nakaseomyces glabrata (C. glabrata) – 16,0%, Pichia kudriavzevii (C. krusei) 
– 12,3%, C. tropicalis – 11,3%) и изоляты с сомнительной таксономической принадлежностью (5,7%). Последующая иденти-
фикация с помощью баканализатора Vitek 2 Compact 30 и масс-спектрометра MicroFlex показала сходимость результатов
для C. albicans: 93,7 – 96,6%, дополнительно выявлены с помощью двух уточняющих методов C. dubliniensis и Clavispora
lusitaniae (Candida lusitaniae). Сходимость результатов для N. glabrata (C. glabrata): 41,7 – 41,2%, дополнительно выявлены
виды Kluyveromyces marxianus, P. kudriavzevii (ранее известные как C. kefyr и C. krusei соответственно), C. inconspicua. Для
P. kudriavzevii (C. krusei) сходимость результатов: 55,6 – 69,2%, дополнительно выявлены виды C. tropicalis, K. marxianus (C.
kefyr), C. dubliniensis, C. inconspicua. Для C. tropicalis сходимость результатов равна 100%.
Выводы. Скрининговый метод идентификации грибов рода Candida на хромогенном агаре наиболее надежен для C. albicans
и C. tropicalis. В уточняющей идентификации нуждаются изоляты N. glabrata (C. glabrata) и P. kudriavzevii (C. krusei). До-
полнительное использование баканализатора Vitek 2 Compact 30 и масс-спектрометра MicroFlex позволило в 14,1% случаев
выявить участие грибов Candida non-аlbicans в развитии пневмоний. В 1,9% случаев выявлены грибы, не относящиеся к роду
Candida.
Ключевые слова: дрожжевые грибы; идентификация; хромогенный агар; баканализатор Vitek 2; MALDI-TОF масс-
спектрометрия
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The purpose of the work is a comparative analysis of three methods for identifying fungi of the genus Candida: using chromogenic 
agar, a Vitek 2 Compact 30 bacterial analyzer, and a MicroFlex mass spectrometer. 
Material and methods. We studied 106 strains of yeast fungi isolated from respiratory samples of patients with pneumonia and 
autopsy samples from a fatal disease in 2022–2023. Results. Initial screening identification was carried out on HiCrome agar, as a 
result of which all 106 isolates were divided into 4 Candida species (C. albicans - 54.7%, Nakaseomyces glabrata (C. glabrata) - 
16.0%, Pichia kudriavzevii (C. krusei) - 12.3%, C. tropicalis – 11.3%) and isolates with questionable taxonomic affiliation (5.7%). 
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Subsequent identification using Vitek 2 Compact 30 bacterial analyzer and MicroFlex mass spectrometer showed the convergence 
of results for C. albicans: 93.7 – 96.6%; C. dubliniensis and Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae) were additionally identified 
using two clarifying methods. Convergence of results for N. glabrata (C. glabrata): 41.7 – 41.2%, additionally identified species 
were Kluyveromyces marxianus, P. kudriavzevii (previously known as C. kefyr and C. krusei, respectively), C. inconspicua. For P. 
kudriavzevii (C. krusei), the convergence of results: 55.6 – 69.2%, additionally identified species were C. tropicalis, K. marxianus (C. 
kefyr), C. dubliniensis, C. inconspicua. For C. tropicalis, the convergence of results is 100%. 
Conclusions. The screening method for identifying fungi of the genus Candida on chromogenic agar is most reliable for C. albicans 
and C. tropicalis. Isolates of N. glabrata (C. glabrata) and P. kudriavzevii (C. krusei) require further identification. The additional use 
of Vitek 2 Compact 30 bacterial analyzer and MicroFlex mass spectrometer made it possible to identify the involvement of Candida 
non-albicans fungi in the development of pneumonia in 14.1% of cases. In 1.9% of cases, fungi not belonging to the genus Candida 
were detected.
Key words: yeast fungi; identification; chromogenic agar; bacterial analyzer Vitek 2; MALDI- TОF mass spectrometry
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Введение. В последние годы отмечается тенденция 
к возрастанию участия грибов в развитии опасных для 
жизни инфекций, проявляющихся чаще в форме гриб-
ковых коинфекций и суперинфекций. 

В современный период установлен рост случаев ми-
котического поражения легких, которое исследователи 
связывают с пандемией новой коронавирусной инфек-
ции COVID-19 [1, 2]. При резком снижении иммунного 
статуса организма на фоне вирусной патологии грибы 
колонизируют слизистые оболочки и различные органы 
человека. При повторном обследовании коронапозитив-
ных пациентов, после их пребывания в стационаре, вы-
явлена тенденция к увеличению количества и интенсив-
ности проявления кандидозных поражений [3, 4]. 

Причины, по которым в течение последних лет гриб-
ковые инфекции наблюдаются все чаще, окончательно 
не ясны. Известно, что факторами, предрасполагающи-
ми к развитию микоза, являются антибиотикотерапия, 
угнетение иммунитета в результате агрессивной цито-
статической и адренокортикостероидной терапии, на-
личие хронических заболеваний, иммунодепрессивные 
состояния (СПИД), онкогематологические болезни, ги-
пергликемия, ацидоз, парентеральное питание, повреж-
дение анатомических барьеров – кожи, слизистых, пре-
бывание в отделениях интенсивной терапии и т.д. [5].

В настоящее время более 100 видов дрожжевых 
грибов, выделенных из локусов организма человека, 
способны участвовать в патологических процессах с 
вовлечением различных систем и органов [6].  

Candida albicans остается основным возбудителем 
микозов. В то же время, вследствие некорректного и 
профилактического применения противогрибковых 
препаратов, изменился видовой состав возбудителей 
микозов, заметно увеличивается роль других, менее 
распространенных оппортунистических дрожжевых 
грибов, в том числе Candida non-albicans (C. parapsi-
losis, Clavispora lusitaniae – ранее Candida lusitaniae), а 
также Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula, Trichosporon, 
Saccharomyces [5, 7 – 10].

Точная и быстрая идентификация дрожжей является 
залогом успеха терапии: зная видовую принадлежность 
возбудителя и его видоспецифическую и штаммовую 
чувствительность к противогрибковым препаратам, 
можно своевременно корректировать лечение. Так, в от-
делениях интенсивной терапии при развитии инфекций 
кровотока, ассоциированных с Candida (кандидемия), 
задержка этиотропной терапии на каждые 12 часов уве-
личивает показатели летальности в 3 раза. Удлинение 
периода идентификации возбудителей кандидемии и 
фунгемии также ведет к увеличению летальных исходов 
[7]. Поэтому оперативное слежение за изменениями в 
структуре возбудителей микозов, формированием их ре-
зистентности к антимикотическим препаратам (АМП), 
ранняя идентификация возбудителя очень важны.

Классическая фенотипическая идентификация и 
коммерческие биохимические тест-системы (например, 
Auxacolor II, BioRad, Франция) способны устанавли-
вать видовую принадлежность большинства дрожжевых 
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грибов с определенной степенью достоверности, по-
зволяют сократить сроки идентификации. В настоящее 
время выпускаются коммерческие наборы, пригодные 
для идентификации отдельных или нескольких видов 
дрожжевых грибов, чаще иных, чем С. albicans. Исполь-
зование этих систем считается нетрудоемким, удобным 
и требует достаточно мало времени. Следует заметить, 
что с помощью этих систем пока не всегда можно иден-
тифицировать все виды тестируемых дрожжевых гри-
бов, а лишь только наиболее распространенные из них. 

К наиболее новым скрининговым диагностическим 
приемам, получившим широкое применение, относятся 
так называемые хромогенные среды. Основной прин-
цип конструирования хромогенных сред заключается во 
введении в питательную среду хромогенных или флю-
оресцирующих гексозамидных субстратов, облегча-
ющих дифференциацию грибов по цвету колоний уже 
при первичном их выделении. В лабораторной практике 
используются хромогенные среды разных производи-
телей: HiCrome (HiMedia Laboratories, Индия), Candida 
Chromogenic Agar (Laboratorios Conda, Испания), 
ChromID Candida (Biomerieux, Франция), CHROMagar™ 
Candida Plus (CHROMagar Candida, Франция), Агар хро-
могенный для Candida (ООО «Средофф», Россия) и др. 
Однако, несмотря на несомненные достоинства исполь-
зования хромогенных сред, иногда этот метод дает оши-
бочный результат, особенно, когда это касается видов, 
отсутствующих в базах данных [11, 12]. 

Для установления точной видовой принадлежности 
грибов также находят применение современные биохи-
мические методы с использованием автоматического ба-
канализатора Vitek 2 (Biomerieux, Франция) и диагности-
ческих карт для идентификации большинства клинически 
значимых дрожжей и дрожжеподобных микроорганизмов 
на данном анализаторе (YST – Systems for the automated 
identification of most clinically significant yeasts and yeast-
like organisms). Идентификация на карте YST основана на 
стандартных биохимических методах – учете фермента-
тивной активности и утилизации углерода и азота (флу-
оресцентные тесты) на 46 субстратах. Перед загрузкой 
необходимо подготовить гомогенную суспензию из су-
точной культуры. Система автоматически заполняет, запе-
чатывает и переносит карты в инкубатор. Учет результата 
основан на колориметрическом методе. Каждые 15 минут 
карты автоматически считываются с помощью трех раз-
личных длин волн для обеспечения точности. Каждый 
профиль интерпретируется по определенному алгоритму. 
После 5-6 часов инкубации при 35 °C метаболические 
профили сравниваются с имеющейся базой данных си-
стемы. Если полученному биохимическому профилю не 
соответствует ни один патоген из имеющихся в базе дан-
ных, система выдает список вероятных микроорганизмов 
или сообщение о невозможности идентификации. В та-
ком случае, лабораторный отчет содержит перечень до-
полнительных тестов, необходимых для окончательной 
идентификации. Виды, входящие в составной таксон, 
имеют одинаковый биохимический профиль на картах 
YST, для их дифференцировки можно использовать до-
полнительные тесты. Время получения окончательного 
результата - около 6 часов.

Для преодоления неточностей и ограниченных воз-
можностей классических и других фенотипических мето-
дов идентификации применяются молекулярно-генетиче-

ские методы, обладающие высокой достоверностью. 
ПЦР-диагностика относится к методам молекуляр-

но-генетической диагностики, позволяет обнаруживать 
фрагменты ДНК грибов даже в случаях с отрицатель-
ным посевом. Как и другие молекулярно-генетические 
методы, ПЦР рассчитана на определение видовой при-
надлежности. Однако ее не рассматривают в качестве 
метода выбора в силу ограниченной доступности, зна-
чительного времени пробоподготовки, дорогостоящих 
реагентов и необходимости особой квалификации пер-
сонала [13, 14]. 

В последнее десятилетие в практику бактериоло-
гических лабораторий внедряется метод матрично-ак-
тивированной лазерной десорбции/ионизации с ис-
пользованием времяпролетной масс-спектрометрии 
– MALDI-TОF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/
Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry), который 
позиционируется как быстрая, надежная и экономи-
чески выгодная альтернатива перечисленным выше 
методам идентификации [15 - 18]. Метод основан на 
экстракции пептидов и белков из клеток гриба и масс-
спектрометрии белков исследуемого штамма с после-
дующим сравнением полученного спектра с эталон-
ными спектрами в базе MALDI biotyper (справочными 
данными). Принадлежность микроорганизма к опре-
деленному роду или виду проводится на основании 
степени соответствия сравниваемых масс-спектров, 
что оценивается по шкале Score (Score Value): хорошая 
видовая идентификация оценивается от 3 до 2-х бал-
лов, значения от 1,99 до 1,70 соответствует идентифи-
кации до рода [20]. Процедура может быть выполнена 
на масс-спектрометрах различных производителей: 
Andromas (Andromas SAS, Париж, Франция), Bruker 
Biotyper (Bruker Daltonics, Бремен, Германия) и Vitek 
MS (Biomerieux, Marcy L Etoile, Франция). Время иден-
тификации с момента загрузки масс-спектрометра со-
ставляет около 6 минут [20, 21].

Совершенствование лабораторной базы, внедре-
ние новых технологий позволяют улучшать качество 
диагностики, сокращать время проведения исследова-
ний. В связи с широким применением молекулярных 
технологий в таксономии, виды грибов претерпели и 
продолжают претерпевать значительные номенкла-
турные изменения, устраняющие прошлые таксоно-
мические ошибки, основанные на фенотипической 
классификации.  Это привело к изменениям наиме-
нований важных с медицинской точки зрения видов 
грибов рода   Candida.  Так, названия распространен-
ных видов  Candida krusei,  Candida glabrata,  Candida 
guilliermondii,  Candida lusitaniae  и  Candida rugosa 
были заменены на  Pichia kudriavzevii, Nakaseomyces 
glabrata,  Meyerozyma guilliermondii,  Clavispora 
lusitaniae  и Diutina rugosa соответственно. Новые на-
звания должны быть обновлены в лабораторной ин-
формационной системе и руководствах, как только это 
будет возможно [22, 23]. 

Таким образом, видовая идентификация грибов 
является важной составляющей диагностики заболе-
ваний и определяет стратегию лечения больных. Для 
точной идентификации грибов в практику лаборатор-
ных исследований введены баканализаторы, масс-
спектрометрия. Молекулярные методы также являются 
перспективными для идентификации видов Candida 
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в клинических лабораториях. Но в настоящее время в 
рутинной лабораторной практике для видовой иденти-
фикации грибов по-прежнему широко используются 
хромогенные Candida-агары. 

Цель исследования – сравнение трех методов 
определения видовой принадлежности грибов рода 
Candida: с помощью хромогенного агара, путем ис-
пользования баканализатора Vitek 2 и с помощью масс-
спектрометра.

Материал и методы. Сравнительное исследова-
ние проведено для 106 штаммов грибов рода Candida, 
в том числе изолятов, выделенных из респираторных 
образцов (мазки, мокрота) от больных, госпитализиро-
ванных в лечебные учреждения Хабаровского края (88 
штаммов), а также из аутопсийных проб (ткань легко-
го) при летальных исходах болезни в 2022 – 2023 годах 
(18 изолятов).

Выделение грибов проводили классическим бакте-
риологическим методом. Материал засевали на среду 
Сабуро (Питательная среда №2 ГРМ, ФБУН ГНЦ ПМБ 
Оболенск, Россия) с добавлением гентамицина и инку-
бировали при 37 оС в течение 18 (72) часов.

Изолированные культуры изучали традиционными 
микробиологическими методами (учет морфологии ко-
лоний на среде Сабуро и световая микроскопия окра-
шенных по Граму мазков из выросших колоний). Далее 
колонии пересевали на хромогенный агар для видо-
вой дифференциации грибов рода Candida (HiCrome 
Candida agar, HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Индия) 
и инкубировали при 30-37 оС в течение 24 (48) часов. 
Видовая принадлежность оценивалась согласно реко-
мендациям производителя: Candida albicans – гладкие 
с четким краем светло-зеленые колонии, Nakaseomyces 
glabrata (Candida glabrata) – колонии от кремового 
до белого цветов, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) 
– расплывчатые колонии пурпурного цвета, Candida 
tropicalis – выпуклые синие или синие с металличе-
ским оттенком колонии.

Изоляты грибов разных видов, выделенные в 2022 – 
2023 гг., сохраняли на 0,6% полужидком агаре под сло-
ем вазелинового масла.

Для более точной идентификации часть штаммов (78 
изолятов из 106) идентифицирована с помощью бакана-
лизатора Vitek 2 Compact 30 (Biomerieux, Marcy-I`Etoile, 
Франция) с картами ID YST (автоматическая идентифи-
кация большинства клинически значимых дрожжей и 
дрожжеподобных микроорганизмов). Для корректной 
работы карты очень важно подготовить гомогенную су-
спензию из суточной исследуемой культуры, плотность 
которой должна соответствовать показателям 1,8 – 2,2 
по МакФарланду (согласно инструкции).

На следующем этапе сравнительного исследова-
ния все 106 штаммов грибов идентифицировали с по-
мощью масс-спектрометра MicroFlex (Bruker Daltonik 
GmbH, Германия) на базе ФБУН «Тюменский научно-
исследовательский институт краевой инфекционной 
патологии» Роспотребнадзора (ФБУН ТНИИКИП Ро-
спотребнадзора). 

Процедура идентификации возбудителей микозов 
методом MALDI-TOF MS состоит из нескольких эта-
пов: получения чистой культуры микромицета, под-
готовки проб, нанесения образца на MALDI-мишень, 
проведения исследования и анализа полученных спек-

тров протеинов грибковых клеток [20].
Пробоподготовка (лизис клеток и экстракция кисло-

тоустойчивых протеинов), имеющая целью выделение 
и концентрацию диагностически значимых компонен-
тов, проводилась с использованием 70% муравьиной 
кислоты и ацетонитрила. По наблюдениям А.С. Аниси-
мовой  и др. [1, 2], именно этот прием пробоподготовки 
является наиболее эффективным.

Для получения наиболее точных диагностических 
результатов масс-спектрометрии очень важна матри-
ца (специальный реагент), которая обеспечивает по-
лучение специфических для аналита спектральных 
характеристик. Для анализа белков в наших иссле-
дованиях применяли матричный раствор α-циано-4-
гидроксикоричной кислоты. Исследование выполня-
лось в соответствии с нормативным документом (МР 
4.2.0089–14)1.

Статистическая обработка материала выполнена с 
помощью сайта https://medstatistic.ru/. Анализ результа-
тов проводился с использованием непараметрических 
методов статистической обработки (критерий χ2, в том 
числе с поправкой Йейтса, и точный критерий Фише-
ра). Для получения данных рассчитывался доверитель-
ный интервал (95% ДИ). Статистически значимыми 
считались различия при p<0,05.

 Pезультаты. Для сравнения методов определения 
видовой принадлежности грибов изоляты первона-
чально были протестированы на хромогенном агаре, 
затем – с помощью баканализатора Vitek2 Compact 30 
(YST). Далее, для подтверждения, либо для уточнения 
спорных видовых обозначений все изоляты были про-
верены на масс-спектрометре MicroFlex.

По результатам теста на хромогенном агаре все 106 
штаммов были разделены на 5 групп по цвету и мор-
фологии колоний: C. albicans – 58 (54,7%), N. glabrata 
(C. glabrata) – 17 (16,0%), P. kudriavzevii (C. krusei) – 
13,0 (12,3%), C. tropicalis – 12 (11,3%), unidentified – 6 
(5,7%).

Для сравнительной оценки двух наиболее распро-
страненных в диагностической практике методов опре-
деления видовой принадлежности грибов 78 изолятов 
из 106 были протестированы с помощью баканализато-
ра Vitek 2 Compact 30 (табл. 1). 

Из табл. 1 следует, что для C. albicans совпадение 
с первоначальной меткой отмечено для 45 штаммов 
– 93,7% случаев. Оставшиеся 3 штамма получили но-
вое видовое обозначение: C. dubliniensis, Clavispora 
lusitaniae (ранее C. lusitaniae).

Из 12 штаммов N. glabrata (C. glabrata) совпадение 
было получено в 5 случаях, что составило 41,7%. Но-
вые наименования получили 7 штаммов: P. kudriavzevii 
(C. krusei), K. marxianus (C. kefyr) и штаммы (2 изолята 
Papiliotrema laurentii, ранее этот вид был известен как 
Cryptococcus laurentii), не относящиеся к роду Candida.

При испытании 9 штаммов C. krusei (P. kudriavzevii) 
совпадения получены для 5 штаммов – 55,6% случаев, 
дополнительно выявлены   C. tropicalis, C. dubliniensis, 
C. parapsilosis, K. marxianus (C. kefyr).

1Использование метода времяпролетной масс-спектрометрии 
с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF MS) для индикации и идентификации возбудите-
лей I—II групп патогенности: Методические рекомендации. М.: 
Федеральный центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 
2015.
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Из 7 штаммов C. tropicalis подтверждение получено 
для всех 7 изолятов – 100%.

Два штамма, протестированные на хромогенном 
агаре, дали сомнительную окраску. По испытаниям 
тех же штаммов на баканализаторе Vitek 2 Compact 
30 (YST) установлено, что один штамм принадле-

Т а б л и ц а  1
Сравнительный анализ двух методов видовой идентификации грибов рода Candida (хромогенный агар и баканализатор Vitek 2 

Compact 30) (n=78)

Хромогенный агар Баканализатор Vitek 2 Compact 30 (YST)

Виды грибов Число 
штаммов
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*

Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. %

C. albicans 48
45 93,7

- - -
2 4,2 1 2,1

- - -
[86,8-99,4] [0,4-11,6]

N. glabrata 
(C. glabrata) 12 - 5     41,7

[16,6-69,4]
4      33,3

[10,6-61,2] - - - -  1        8,3     2         16,7
[1,9-41,9]

P. kudriavzevii 
(C. krusei) 9 - -

5 55,6 1 11,1 1 11,1
-

1 11,1 1 11,1
-

[24,2-84,6]

C. tropicalis 7 - - -
7 100

- - - - -
[86,9-100]

Сомнит.
результат 2 - - - - -

1 50,0
- -

1 50,0

Всего: 78 45 5 9 8 3 2 1 2 3
Примечание.   Здесь и в табл. 2, 3: n- количество исследованных штаммов. В скобках указаны устаревшие (предыдущее) названия. В квадратных скоб-
ках указан 95% доверительный интервал.  
* - Прочие – род Cryptococcus, род Geotrichum.  

жит Clavispora lusitaniae (ранее известный как C. 
lusitaniae), второй – не относится к роду Candida – 
Geotrichum klebahnii.

В табл. 2 представлены результаты сравнительной 
идентификации грибов на хромогенном агаре и мето-
дом масс-спектрометрии.

Т а б л и ц а  2
Сравнительный анализ двух методов видовой идентификации грибов рода Candida  

(хромогенный агар и масс-спектрометр MicroFlex) (N=106)

Хромогенный агар Масс-спектрометр MicroFlex

Виды грибов
Число 

штаммов
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*

Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. %

C. albicans 58 54,7
56 96,6

- - -
2 3,4

- - - -
[46,5-62,3] [0,3-9,5]

N. glabrata 
(C. glabrata) 17 16,0 -

7 41,2
- - - -

7 41,2 3 17,6
-

[19,6-64,7] [19,6-64,7] [3,8-38,6]
P. kudriavzevii 
(C. krusei) 13 12,3 - -

9 69,2 2 15,4
- -

1 7,7 1 7,7
-

[42,6-90,3] [1,7-39,1]

C. tropicalis 12 11,3 - - -
12 100

- - - - -
[92,2-100]

Сомнительный 
результат 6 5,7 - - -

3 50,0
- 1 16,7 - -

2 33,3
[14,1-85,9] [4,6-72,2]

Всего: 106 56 7 9 17 2 1 8 4 2
Примечание.  * - Прочие – род Trichosporon, род Geotrichum;

Первоначально протестированные на хромогенном 
агаре 106 штаммов были разделены на 4 вида: 58 штам-
мов - C. albicans, 17 – N. glabrata (C. glabrata), 13 – P. 
kudriavzevii (C. krusei), 12 – C. tropicalis. Шесть штам-

мов дали сомнительную окраску.
По испытаниям тех же штаммов на масс-

спектрометре MicroFlex установлено, что для C. 
albicans совпадение с первоначальной меткой отме-
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чено для 56 штаммов – 96,6% случаев. Оставшиеся 
2 штамма получили новое видовое обозначение (C. 
dubliniensis).

Из 17 штаммов N. glabrata (C. glabrata) совпаде-
ние было получено лишь в 7 случаях, что составило 
41,2%. Новые наименования получили 10 штаммов: C. 
inconspicua, K. marxianus (C. kefyr).

 При испытании 13 штаммов P. kudriavzevii (C. 
krusei) совпадения получены для 9 штаммов – 69,2% 
случаев, дополнительно выявлены   C. tropicalis, C. 
inconspicua, K. marxianus (C. kefyr).

Из 12 штаммов C. tropicalis подтверждение получе-
но для 12 -100%.

Совершенно очевидно, что применение хромоген-
ного агара не обеспечивает надежную видовую иден-
тификацию, а современные методы исследования пред-
ставляют новые возможности для диагностики и мони-
торинга грибковой флоры.

В табл. 3 приведены результаты сравнительной 
идентификации грибов двумя современными автома-
тическими методами: с помощью баканализатора Vitek 
2 Compact 30 и масс-спектрометра MicroFlex. 

Т а б л и ц а  3
Сравнение видовой идентификации дрожжевых грибов с помощью баканализатора Vitek 2 Compact 30 и  

масс-спектрометра MicroFlex (n=78) 

Баканализатор Vitek 2 
Compact 30 Масс-спектрометр MicroFlex

Виды грибов
Число 
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Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. % Абс. %

C. albicans 45
45 100

- - - - - - - -
[97,9-100]

N. glabrata 
(C. glabrata) 5 -

4 80,0
- - - -

1 20,0
- -

[38,5-99,9]
P. kudriavzevii 
(C. krusei) 9 - -

4 44,4
- - -

5 55,6
- -

[15,4-75,8] [24,2-84,6]

C. tropicalis 8 - - -
8 100

- - - - -
[88,5-100]

C. dubliniensis 3 - -
1 33,3

-
2 66,7

- - - -
[14,4-99,8]

K. marxianus
(C. kefyr) 2 - - - - - - -

2 100
-

[59,2-100]
Clavispora 
lusitaniae 
(C. lusitaniae)

2 1 50,0 - - - - 1 50,0 - - -

C. parapsilosis 1 - - - 1 100 - - - - -

P. laurentii 
(C. laurentii) 2 - 1 50,0 - - - 1 50,0 - -

Geotrichum 
klebahnii 1 - - - - - - - - 1 100

Всего: 78 46 5 5 9 2 2 6 2 1

Примечание.  * - Прочие – род Geotrichum.

Первоначально протестированные с помощью бакана-
лизатора Vitek 2 Compact 30 штаммы (78 изолятов) были 
разделены на 10 видов: 45 штаммов - C. albicans, 5 – N. 
glabrata (C. glabrata), 9 – P. kudriavzevii (C. krusei), 8 – C. 
tropicalis, 3 – C. dubliniensis, 2 – K. marxianus (C. kefyr), 
2 – Clavispora lusitaniae (C. lusitaniae), 1 – C. parapsilosis, 
2 – P. laurentii (C. laurentii), 1 – Geotrichum klebahnii. 

При испытании тех же штаммов на масс-спектрометре 
MicroFlex установлено, что совпадение с первоначаль-
ной меткой отмечено для всех 45 штаммов C. albicans 
– 100% случаев, для всех 8 штаммов C. tropicalis – 100% 
и 2 штаммов K. marxianus (C. kefyr) – 100%.

Из 5 штаммов N. glabrata (C. glabrata) совпадение 
было получено в 4 случаях, что составило 80,0%. Но-
вое наименование получил 1 штамм (C. inconspicua).

При испытании 9 штаммов P. kudriavzevii (C. krusei) 
совпадения получены для 4 штаммов – 44,4% случаев, 
дополнительно выявлены C. inconspicua.

Из 3-х штаммов C. dubliniensis совпадение было по-
лучено в 2 случаях, что составило 66,7%. Новое наи-
менование получил 1 штамм (P. kudriavzevii, ранее из-
вестный как C. krusei).

Из 2-х штаммов C. lusitaniae (Clavispora lusitaniae) 
подтверждение получено для 1 штамма. Второй штамм 
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определился как C. albicans.
Штамм C. parapsilosis, определенный на бакана-

лизаторе Vitek 2 Compact 30, подтверждение не полу-
чил. Масс-спектрометр MicroFlex определил его как C. 
tropicalis.

Два штамма P. laurentii (C. laurentii) на масс-
спектрометре оказались C. inconspicua и N. glabrata (C. 
glabrata).

Один штамм Geotrichum klebahnii после определения 
на масс-спектрометре получил новое видовое обозна-
чение – Geotrichum silvicola. 

Таким образом, при сравнительной идентифика-
ции 10 видов грибов, выполненной сначала с помо-

щью баканализатора Vitek 2 Compact 30, а затем масс-
спектрометра MicroFlex, полное совпадение резуль-
татов нами отмечено при тестировании только трех 
видов грибов (C. albicans, C. tropicalis, K. marxianus 
(C. kefyr).

Неполное подтверждение результатов (от 44,4% до 
80%) установлено для грибов N. glabrata (C. glabrata), 
P. kudriavzevii (C. krusei), C. dubliniensis, Clavispora 
lusitaniae (C. lusitaniae), C. parapsilosis, а также 
для микромицетов, не относящихся к роду Candida 
(Cryptococcus, Geotrichum).

Результаты сравнительных испытаний трех методов 
идентификации грибов отражены в табл. 4. 

Т а б л и ц а  4
Сравнительная оценка трех методов идентификации грибов  

Хромогенный агар
(n=100)

Баканализатор Vitek 2 Compact 30
(n=78)

Масс-спектрометр MicroFlex
(n=106)

Виды грибов
Число штаммов Сходимость 

результатов, 
%

Дополнительно идентифициро-
ваны

Сходимость 
результатов, 

%

Дополнительно идентифицирова-
ныАбс. %

C. albicans 58 54,7 93,7
C. dubliniensis 

Clavispora lusitaniae 
(C. lusitaniae)

96,6 C. dubliniensis 

N. glabrata 
(C. glabrata) 17 16,0 41,7

P. kudriavzevii  (C. krusei)
K. marxianus (C. kefyr)

Cr. laurentii (P. laurentii)
41,2 C. inconspicua 

K. marxianus (C. kefyr)

P. kudriavzevii 
(C. krusei) 13 12,3 55,6

C. tropicalis 
K. marxianus (C. kefyr)

C. dubliniensis 
C. parapsilosis 

69,2

C. tropicalis 
K. marxianus (C. kefyr)

C. inconspicua 

C. tropicalis 12 11,3 100 - 100 -

Сомнительный 
результат 6 5,7

Clavispora lusitaniae 
(C. lusitaniae)
G. klebahnii 

Clavispora lusitaniae 
(C. lusitaniae)
C. tropicalis 
G. silvicola 

T. coremiiforme 
Всего: 106 100

Примечание. В скобках указаны устаревшие (предыдущее) названия.

Определение видовой принадлежности грибов тре-
мя методами показало, что совпадение результатов 
идентификации разных видов достигает 41,2 – 100%.

При оценке идентификации видов грибов на хромо-
генном агаре, в сравнении с другими методами, сходи-
мость результатов наиболее высока для грибов синей 
цветовой гаммы (C. tropicalis 100%), довольно высока 
для грибов светло-зеленого цвета – C. albicans (93,7 – 
96,6%). Наиболее низкие показатели сходимости уста-
новлены для грибов кремовой и пурпурной цветовой 
гаммы – P. kudriavzevii (C. krusei) (55,6 – 69,2%) и N. 
glabrata (C. glabrata) (41,2 – 41,7%).

Oбсуждение. Исследовательские работы по срав-
нительной оценке методов идентификации дрожжевых 
грибов проводились у нас в стране и за рубежом.

Так, по данным В.В. Муравьевой и соавт.  [6] при те-
стировании методом MALDI-TОF 2304 изолятов дрож-
жевых грибов, выделенных при кандидозном вульвова-
гините, определены 19 видов дрожжевых грибов, отно-
сящихся к четырем родам. Затем 1294 из 2304 изолятов 
(1009 C. albicans и 286 Candida non-аlbicans видов) 
для сравнения были продублированы в баканализато-
ре Vitek 2 Compact 30 (биохимические панели YST). 

Совпадения отмечены у всех C. albicans и у 97,5% 
штаммов Candida non-аlbicans: 7 штаммов четырех 
редких видов грибов (Nakaseomyces nivariensis – ра-
нее Candida nivariensis, Candida lambica, Debaryomyces 
hansenii – ранее Candida famata, Pichia fabianii) не по-
лучили подтверждение в баканализаторе Vitek 2 Com-
pact 30. Штаммы Nakaseomyces nivariensis (ранее Can-
dida nivariensis) отсутствовали в базе данных Vitek 2 
Compact 30. Один штамм Candida lambica не удалось 
дифференцировать от видов P. kudriavzevii (C. krusei) 
и Candida norvegica. Штамм Pichia fabianii определен 
как Candida utilis с оценкой приемлемой идентифика-
ции. Для уточнения видовой принадлежности Pichia 
fabianii потребовалось секвенирование гена 18s рРНК.

Приведенные исследования позволили прийти к 
выводу, что биохимический метод идентификации (с 
помощью баканализатора Vitek 2 Compact 30) показал 
высокую достоверность (98,6%). Но длительность ис-
следований (до 48 часов), ограниченность базы данных 
и высокая стоимость расходных материалов снижают 
ценность этого метода идентификации. Существенные 
преимущества имеет метод масс-спектрометрии: бы-
строта выполнения, низкая стоимость реагентов и гиб-
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кая система пополнения базы данных.
В другом исследовании, проведенном А.В. Весе-

ловым [23], сравнительная идентификация 71 штам-
ма дрожжевых грибов методом масс-спектрометрии 
(MALDI-TOF, Microflex LT (Biotyper), «Bruker Dalton-
ics», Германия) и с помощью автоматического биохими-
ческого анализатора Microscan Walk Away («Siemens» 
WA) показала следующее. Биохимическим методом из 
71 штамма идентифицированы 69 изолятов (97,2%), от-
носящихся к 12 видам. Масс-спектрометрическим мето-
дом идентифицирован 71 изолят (100%), относящийся 
к 11 видам. При этом идентификация дрожжевых гри-
бов двумя методами имела расхождение в 15 случаях из 
71 (21,1%). Методом масс-спектрометрии не подтверж-
дено наличие грибов вида Meyerozyma guilliermondii 
– ранее Candida guilliermondii, Debaryomyces hansenii 
– ранее Candida famata, B. capitatus, P. wickerhamii, 
определенных WA. Расхождения выявлены при иден-
тификации практически всех 12 видов грибов. Авторы 
приходят к выводу, что традиционные методы иденти-
фикации грибов не соответствуют современным требо-
ваниям клинической микробиологии.

В наших испытаниях первоначальная скрининговая 
идентификация 106 штаммов грибов, выделенных из 
респираторных образцов больных пневмонией и ау-
топсийных проб при болезни с летальным исходом в 
2022 – 2023 гг., проведена на HiCrome агаре. Все 106 
изолятов разделены на 4 вида (C. albicans – 54,7%, N. 
glabrata (C. glabrata) – 16,0%, P. kudriavzevii (C. kru-
sei) – 12,3%, C. tropicalis – 11,3%) и «неопределяемые» 
изоляты с сомнительной таксономической принадлеж-
ностью (5,7%).

Последующая идентификация с помощью бака-
нализатора Vitek 2 Compact 30 и масс-спектрометра 
MicroFlex показала сходимость результата для C. al-
bicans – 93,7 – 96,6%, дополнительно выявлены с по-
мощью двух уточняющих методов – C. dubliniensis, 
Clavispora lusitaniae (C. lusitaniae). Для N. glabrata (C. 
glabrata) сходимость результатов – 41,7 – 41,2%, до-
полнительно выявлены виды – K. marxianus (C. kefyr), 
P. kudriavzevii (C. krusei), C. inconspicua. Сходимость 
результатов для P. kudriavzevii (C. krusei) – 55,6 – 
69,2%, дополнительно выявлены виды – C. tropicalis, 
K. marxianus (C. kefyr), C. dubliniensis, C. inconspicua. 
Для C. tropicalis сходимость результатов равна 100%. 

В данном исследовании установлено, что скринин-
говый метод идентификации грибов рода Candida с 
помощью хромогенного агара наиболее надежен для 
C. albicans и C. tropicalis. В уточняющей идентифика-
ции нуждаются изоляты N. glabrata (C. glabrata) и P. 
kudriavzevii (C. krusei).

В иностранной и отечественной научной литературе 
приводятся материалы исследований по обоснованию 
роли редких видов Candida в развитии различных па-
тологических состояний.

Так, в обзоре  S.C. Chen и соавт.  [8] изложены эпи-
демиологические, клинические и микробиологические 
особенности 57 случаев кандидемии в Австралии, вы-
званной UCS (Uncommon Candida Spicies). Этот термин 
включал в себя другие виды грибов, кроме C. albicans, 
N. glabrata (C. glabrata), C. parapsilosis, C. tropicalis, 
P. kudriavzevii (C. krusei). Наиболее распространенный 
возбудитель в этиологии 57 случаев кандидемии – C. 

dubliniensis (39%). Далее следовали M. guillermondii (C. 
guilliermondii) (19%), Clavispora lusitaniae (C. lusita-
niae) (12%), K. marxianus (C. kefyr) (9%). Редкие виды 
Candida эпидемиологически были связаны с отдельны-
ми лечебными учреждениями, конкретными группами 
пациентов, чаще амбулаторными. При этом наблюда-
лись летальные исходы у стационарных пациентов. 
Приведенные материалы убеждают в том, что точная 
видовая идентификация Candida позволяет выявить 
конкретные факторы риска кандидоза, свойственные 
редким видам грибов, что важно для понимания пато-
генеза кандидоза, выявления эпидемиологических и 
клинических особенностей заболевания и определения 
тактики противодействия.

В сообщении Ю. Л. Криворутченко и соавт.  [25] 
приводятся сведения о выделении у больных с различ-
ной патологией в 2010 – 2016 гг. в Крыму, наряду с C. 
albicans (48%), редких видов грибов (40% от общего 
числа изолятов): C. dubliniensis (12%), C. parapsilosis 
(8%), Clavispora lusitaniae (C. lusitaniae) (8%), D. hanse-
nii (C. famata) (4%), M. guillermondii (C. guilliermondii) 
(4%), K. marxianus (C. kefyr) (4%). Видовая идентифика-
ция была проведена с помощью тест-систем «Auxocol-
or-2» (Biorad, Франция). Выявлена устойчивость изо-
лятов C. dubliniensis, Clavispora lusitaniae (C. lusitaniae) 
к флуконазолу и антисептику мирамистину.

В настоящем исследовании дополнительное к иден-
тификации на хромогенном агаре использование ба-
канализатора Vitek 2 Compact 30 и масс-спектрометра 
MicroFlex позволило при изучении 106 штаммов гри-
бов в 14,1% случаев выявить участие грибов Candida 
non-аlbicans (C. inconspicua, C. dubliniensis, Clavispora 
lusitaniae (C. lusitaniae), K. marxianus (C. kefyr)) в раз-
витии пневмонии. В 1,9% случаев были определены 
микромицеты, не относящиеся к роду Candida (Tricho-
sporon, Geotrichum). В структуре 18 изолятов, выде-
ленных из аутопсийных проб при летальных исходах 
пневмонии, 3 изолята (16,7% случаев) идентифициро-
ваны как K. marxianus (C. kefyr), Clavispora lusitaniae 
(C. lusitaniae), C. inconspicua. 

Таким образом, мы получили новые знания об уча-
стии редких видов грибов и в развитии фатальных 
пневмоний.

Bыводы:
Скрининговый метод идентификации грибов рода 

Candida на хромогенном агаре наиболее надежен для 
C. albicans и C. tropicalis. В уточняющей идентифика-
ции нуждаются изоляты N. glabrata (C. glabrata) и P. 
kudriavzevii (C. krusei).

Дополнительное использование баканализатора 
Vitek 2 compact 30 и масс-спектрометра MicroFlex по-
зволило в 14,1% случаев выявить участие грибов Can-
dida non-аlbicans в развитии пневмоний. В 1,9% слу-
чаев выявлены грибы, не относящиеся к роду Candida. 

Низкая реактивность штаммов могла стать при-
чиной «неопределяемых» видов при фенотипической 
идентификации изолятов с помощью баканализатора 
Vitek 2 compact 30, поскольку отсутствие положитель-
ных реакций привело бы к появлению неизвестных в 
базе данных профилей. 

При сравнительной идентификации 10 видов гри-
бов (78 штаммов) с помощью баканализатора Vitek 2 
Compact 30 и масс-спектрометра MicroFlex полное со-

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2024; 69(11)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-11-617-616

MICROBIOLOGY



625

впадение результатов нами отмечено при тестировании 
только трех видов грибов: C. albicans, C. tropicalis, K. 
marxianus (ранее C. kefyr).

Клиническая эффективность метода масс-
спектрометрии заключается в диагностической точ-
ности, высокочувствительности, специфичности, бы-
стром получении ответа (от 6 минут) и экономической 
эффективности.
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