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Аннотация 
Дерматофит Microsporum canis является важным грибко-
вым патогеном, который в основном передается человеку 
от домашних животных. Разные штаммы M. canis могут 
отличаться по способности инфицировать человека. 
Сравнительные исследования штаммов M. canis от че-
ловека и животных с использованием МАЛДИ масс-
спектрометрии до настоящего времени не публиковались. 
В сравнительном аспекте были изучены штаммы M. canis, 
выделенные от человека (HS 09-18) и кошки (FC 19-18). 
Сравнение полученных масс-спектров выявило, что у 
штамма M. canis HS 09-18 имелись характеристичные 
пики с m/z 3339, 4287, 6485, 7740 и 8568, тогда как у M. canis 
FC 19-18 были выявлены уникальные пики с m/z 5192, 
7221 и 8049. Три пика с максимальной интенсивностью 
в масс-спектре с m/z 6112, 6828, 9625 были обнаружены у 
обоих штаммов M. canis. Дендрограмма, построенная на 
основании МАЛДИ масс-спектров, позволила выявить 
кластеризацию штаммов M. canis, которая отражает их 
происхождение – штаммы от кошек и людей образовали 
два отдельных кластера. Таким образом, были продемон-
стрированы четкие различия между штаммами M. canis в 
зависимости от источника происхождения (кошка и чело-
век). МАЛДИ масс-спектрометрия позволяет проводить 
видовую идентификацию, а также выявлять внутривидо-

Summary
Microsporum canis is an important fungal pathogen that 
is mainly transmitted to humans from domestic animals. 
Different strains of M. canis vary in their ability to infect 
humans. Comparative studies of M. canis strains from humans 
and animals using MALDI mass spectrometry have not yet 
been published. In a comparative aspect, M. canis strains 
isolated from human (HS 09-18) and cat (FC 19-18) were 
studied. Comparison of the obtained mass spectra revealed 
that M. canis HS 09-18 displayed characteristic peaks with 
m/z 3339, 4287, 6485, 7740 and 8568, while M. canis FC 19-18 
displayed unique peaks with m/z 5192, 7221 and 8049. Three 
peaks with maximum intensity with m/z 6112, 6828, 9625 
were found in both M. canis strains. The dendrogram built 
on the basis of MALDI mass spectra revealed the clustering 
of M. canis strains in accordance with their origin: strains 
from cats and humans formed two separate clusters. Thus, 
clear differences were demonstrated between M. canis strains 
depending on the source of origin (cat and human). MALDI 
mass spectrometry makes it possible to carry out species 
identification, as well as to reveal intraspecific differences in 
M. canis. The mechanisms that allow dermatophytes to switch 
from zoophilic to anthropophilic behavior need to be further 
explored.
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вые отличия у дерматофита M. canis. Механизмы, которые 
позволяют дерматофитам переходить от зоофильного к 
антропофильному характеру паразитизма, должны быть 
дополнительно изучены.
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Введение
Дерматофит Microsporum canis – значимый 

зооантропонозный возбудитель, вызывающий 
дерматофитозы как человека, так и животных. В 
течение последних десятилетий заболеваемость 
людей микроспорией, вызываемой M. canis, силь-
но возросла в странах Европы [1]. При этом зна-
чительную часть заболевших составляют дети [2].

В большинстве случаев источником зара-
жения при микроспории являются домашние 
животные (кошки, собаки, морские свинки и 
др). При этом недостаточно внимания уделяется 
изучению факторов возникновения дерматофи-
тозов, связанных с животными [3]. В частности, 
недостаточно изучено, отличаются ли различные 
штаммы M. canis по степени вирулентности для 
человека. Очень важной эпидемиологической 
проблемой является выявление генотипических 
и фенотипических детерминант, присущих зоо-
фильным и антропофильным штаммам M. canis 
[4]. Это может открыть перспективы для новых 
методов профилактики и лечения зооантропо-
нозных дерматофитозов и таким образом сни-
зить заболеваемость этими инфекциями.

В последние годы в микологическую прак-
тику активно внедряется метод МАЛДИ масс-
спектрометрии, в частности для видовой иденти-
фикации грибов-дерматофитов. Однако точность 
такой идентификации варьирует от 13,5 до 100% 
[5]. Необходимы дальнейшие исследования по 
применению метода МАЛДИ на дерматофитах.

Также данный подход открывает интересные 
перспективы в поиске межштаммовых различий 
у грибов одного вида [6]. Насколько нам из-
вестно, сравнительные исследования штаммов 
M. canis из разных источников с использованием 
МАЛДИ масс-спектрометрического анализа на 
сегодняшний день не опубликованы. 

В данной работе была проведена идентифи-
кация штаммов M. canis методом МАЛДИ масс-
спектрометрии с использованием различных баз 
данных, а также проведено сравнительное ис-
следование свойств штаммов Microsporum canis, 
выделенных от человека и животных (кошек). 

Были изучены морфологические особенности 
и получены масс-спектрометрические профили 
исследуемых грибов.

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов
Клинические штаммы M. canis были выделе-

ны авторами в Лаборатории микологии и анти-
биотиков им. А.Х. Саркисова ФНЦ ВИЭВ РАН 
при посеве клинического материала на диф-
ференциально-диагностическую среду ДТМ-
Эксперт (ФНЦ ВИЭВ, Россия). Зоофильный 
штамм M. canis FC 19-18 был выделен от кошки 
с клиническими признаками дерматофитоза. 
Антропофильный штамм M. canis HC 09-18 был 
выделен от владельца кошки, также с признаками 
дерматофитоза. Таким образом, кошка явилась 
источником заражения дерматофитозом для 
своего хозяина.

Клинические штаммы M. canis были иден-
тифицированы на основании макро- и микро-
морфологических признаков в соответствии с 
микологическим определителем De Hoog S. et 
al (2021). Световую микроскопию проводили 
на микроскопе MX-100 (Microoptix, Австрия), в 
сухой системе при увеличении х400. 

Масс-спектрометрия с матрично-
активированной лазерной десорбцией 
и ионизацией (МАЛДИ масс-спектрометрия)
Экстракцию белков и пептидов проводили 

как предложено в [7] с незначительными изме-
нениями.

Изолированные колонии грибов собирали с 
поверхности агаризованной среды пластиковой 
микробиологической петлей объемом 1 мкл и 
ресуспендировали в 300 мкл деионизированной 
воды. К полученной взвеси добавляли 900 мкл 
96% этанола, затем смесь тщательно перемеши-
вали и центрифугировали при 18 894 x g в тече-
ние 2 мин. Полученный супернатант отбирали и 
высушивали на воздухе для испарения остатков 
этанола.

Медицинская микология: Применение МАЛДИ масс-спектрометрии для видовой и внутривидовой дифференциации дерматофитов M.canis...
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В полученный осадок вносили 5-40 мкл 70% 
муравьиной кислоты (в зависимости от объ-
ема осадка) и равный объем ацетонитрила. 
Затем смесь повторно центрифугировали при 
18 894 x g в течение 2 мин. Полученный в ре-
зультате супернатант использовался для масс-
спектрометрического анализа. 

Масс-спектрометрический анализ
Супернатант, содержащий белковый экс-

тракт, наносили в объеме 1 мкл на 386-луночную 
стальную мишень (Bruker Daltonics, Германия) 
и высушивали при комнатной температуре. За-
тем на поверхность высушенного экстракта на-
носили 1 мкл раствора матрицы (насыщенный 
раствор α-Циано-4-гидроксикоричной кислоты 
(Sigma Aldrich, США) с 50% содержанием аце-
тонитрила и 2,5% трифторуксусной кислоты 
(Pancreac, США). Раствор также высушивали 
при комнатной температуре.

Масс-спектрометрический анализ проводи-
ли на масс-спектрометре UltrafleXtreme (Bruker 
daltonics, Германия), оснащенном Nd:Yag-лазером 
(355 нм). Использовали линейный режим, де-
тектировали положительно заряженные ионы 
в диапазоне от 2000 до 20000 Th. Применяли 
настройки ионного источника: напряжение на 
IS1 – 20 кВ, IS2 – 19 кВ, напряжение на линзах – 
4,5 кВ; напряжение питания детектора – 2885 В, 
коэффициент усиления – 12,6.

Для съемки масс-спектров использовали про-
грамму Flex Control (v.3.4, build 135) в автомати-
ческом режиме. Частота лазера – 2 кГц, точки 
обстрела лазером на мишени выбирались случай-
ным образом («random walk»), суммировалось 
1200 спектров с 200 точек обстрела.

В качестве стандарта для калибровки и по-
ложительного контроля использовали белковый 
экстракт Escherichia coli штамм DH5α с дополни-
тельными белками (РНКаза A [M+H]+ 13 683.2 
Да, Миоглобин [M+H]+ 16 952.3 Да) (кат. номер 
255343, Bruker Daltonics, Германия).

Анализ масс-спектров
Полученные масс-спектры обрабатывали с 

помощью программного обеспечения MALDI 
biotyper Compass Explorer 4.1 (Bruker Daltonics, 
Германия). Был использован стандартный ме-
тод препроцессинга (Biotyper Preprocessing 
Standard Method).

Вывод о видовой принадлежности гриба де-
лали на основании значения индекса совпадения 
[8] (параметр score value – SV). Значение SV≥2,3 
соответствовало достоверной идентификации 

до уровня вида; SV менее 2,299, но более 2,000 
– достоверной идентификации до уровня рода, 
вероятной идентификации до вида, значение SV 
в диапазоне 1,7–1,999 рассматривали как веро-
ятную идентификацию до уровня рода. Значе-
ние менее 1,7 расценивалось как недостоверная 
идентификация.

Параллельно для интерпретации полученных 
масс-спектров использовали открытую онлайн-
платформу MSI (Mass Spectrometry Identification 
platform, https://biological-mass-spectrometry-
identification.com/), разработанную в университе-
те Aix-Marseille Université (Франция) специально 
для видовой идентификации грибов [9]. При 
идентификации достоверным считалось значе-
ние SV (score value) ≥17. 

Построение MSP-дендрограмм (MSP – main 
spectra profiles) проводилось с помощью програм-
мы MALDI biotyper Compass Explorer 4.1 («Bruker 
Daltonics», Германия).

Результаты и обсуждение 
Морфологические свойства штаммов M. canis 

FC 19-18 и M. canis HC 09-18. На среде ДТМ-
Эксперт оба штамма формировали серовато-
белые шерстистые колонии, типичные для дер-
матофитов, что сопровождалось покраснением 
среды вследствие ее защелачивания (рис. 1). При 
микроскопии у обоих штаммов обнаруживали 
септированный гиалиновый мицелий, а также 
многоклеточные макроконидии веретеновидной 
формы с клювовидными кончиками (рис. 2). 
На основании этих морфологических призна-
ков оба штамма были идентифицированы как 
Microsporum canis.

При посеве уколом на среду Сабуро у штам-
мов были выявлены определенные морфологи-
ческие отличия (рис. 3).

Колонии штамма M. canis FC 19-18 были бе-
лые, бархатистые, с секторирующим ростом. Ко-
лонии штамма M. canis HS 09-18 были светло-ко-
ричневого цвета, шерстистые, с концентрической 
зональностью роста. Микроморфологических 
отличий выявлено не было.

Результаты идентификации штаммов ме-
тодом МАЛДИ масс-спектрометрии с исполь-
зованием различных поисковых платформ 
(MALDI-Biotyper (Bruker) и MSI) представлены 
в таблице 1.

При использовании для идентификации 
базы данных Bruker оба штамма были иден-
тифицированы как Microsporum canis, однако 
значения SV у штаммов FC 19-18 и HS 09-18 
были значительно ниже порогового (1,56 и 1,60 

Р.С. Овчинников, Н.Б. Поляков, А.И. Соловьев и др.
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соответственно). Результаты были оценены как 
«недостоверная идентификация».

При использовании платформы MSI оба штам-
ма были идентифицированы как вид Arthroderma 
otae, который является телеоморфой Microsporum 
canis. При этом уровень достоверности SV у обо-
их штаммов был значительно выше порогового 
(25,12882066 у штамма FC 19-18 и 31,35865795 у 
штамма HS 09-18). Результат интерпретирован 
как «высокодостоверная идентификация». 

Сравнительный анализ масс-спектров штам-
мов M. canis HS 09-18 и M. canis FC 19-18 пред-
ставлен на рис. 4.

Сравнение масс-спектров выявило наличие 
характерных пиков у антропофильного штамма 
M. canis HS 09-18 с m/z 3339, 4287, 6485, 7740 и 
8568, которые отсутствовали или были очень 
слабо выражены у зоофильного штамма M. canis 
FC 19-18. В то же время у зоофильного штамма 
наблюдались характерные пики с m/z 5192, 7221 
и 8049. Два наиболее интенсивных пика в масс-
спектре c m/z 6112, 6828 и пик c m/z 9625 при-
сутствовали у обоих штаммов.

Для оценки сходства и различий масс-
спектров у штаммов M. canis зоонозного и ан-
тропонозного происхождения была построена 
MSP-дендрограмма, куда помимо испытуемых 
штаммов были дополнительно включены кли-
нический штамм M. canis Fc 2 (от кошки) и кол-
лекционный штамм M. canis 30 VML (база масс-
спектров Bruker Biotyper). Результат построения 
MSP-дендрограммы представлен на рис. 5.

Как видно из дендрограммы, наблюдается 
кластеризация штаммов M. canis в зависимости 
от их происхождения. Один кластер образовали 
зоонозные штаммы M. canis FC 19-18 и FC2-18. 
Второй кластер образован антропонозными 
штаммами M. canis HS 09-18 и 30 VML. 

Известно, что природные популяции дермато-
фитных грибов, включая M. canis, неоднородны. 
Они состоят из разных линий, имеющих как 
генетические, так и фенотипические различия. 
Эти линии обладают различным патогенным 
потенциалом для животных и человека. Однако 
в современной литературе очень мало иссле-
дований, которые бы изучали в сравнительном 
аспекте зоофильные и антропофильные штаммы 
дерматофитов. Используя генетический подход, 
были дифференцированы три популяции M. canis 
[4]. Популяция III содержала 44% изолятов от 
животных и только 9% изолятов от человека. 
Популяция I со строго клональным воспроиз-
водством содержала 74% изолятов от людей, но 
только 23% изолятов от животных. На основа-

нии этих результатов был сделан вывод, что по-
пуляционная дифференциация M. canis скорее 
связана с появлением вирулентного генотипа, 
который имеет высокий потенциал инфициро-
вания человека-хозяина.

В настоящем исследовании было обнаружено, 
что штаммы M. canis различного происхождения 
обладают как морфологическими различиями, 
так и различиями на уровне масс-спектров, что 
подтверждает наличие популяционной диффе-
ренциации.

Видовая идентификация грибов-дермато-
фитов методом МАЛДИ масс-спектрометрии 
представляется перспективным методом, однако 
в настоящее время точность такой идентифи-
кации довольно низкая. По данным [10], лишь 
47% клинических изолятов дерматофитов были 
корректно идентифицированы до уровня вида. 

Базы масс-спектров, поставляемые произ-
водителями масс-спектрометров, как правило, 
содержат ограниченное количество грибов-дер-
матофитов, что значительно снижает точность 
идентификации. Некоторые авторы создают 
свои «домашние» базы масс-спектров дермато-
фитов, дополняя базу данных производителя 
[11]. Однако такой подход применим лишь для 
крупных лабораторий, где наряду с МАЛДИ 
масс-спектрометрией доступны методы генети-
ческого секвенирования.

Решением проблемы может стать создание 
специализированных микологических баз дан-
ных для идентификации грибов на основании 
анализа готовых масс-спектров. Так, на базе 
университета Aix-Marseille Université (Франция) 
была создана онлайн-платформа MSI с открытым 
доступом, специализированная для идентифи-
кации патогенных грибов. Наши исследования 
показывают, что она обеспечивает более досто-
верную идентификацию дерматофитов, нежели 
программное обеспечение от Bruker. 

В доступной литературе очень мало графи-
ческих изображений масс-спектров грибов-
дерматофитов, что затрудняет сравнительный 
анализ полученных нами данных. Нам удалось 
найти один масс-спектр M. canis в публикации 
[11]. Однако там заметен лишь один крупный 
пик в области ок. 4100 m/z, который не вы-
ражен в масс-спектрах, полученных в наших 
исследованиях. 

Мы выявили два значительных пика с m/z 
6112 и 6828, которые наблюдались как у зо-
офильных, так и антропофильных штаммов 
M. canis. Полученные нами спектры имеют об-
щие пики со спектрами трех антропофильных 
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Рис. 1. Рост колоний M. canis на среде ДТМ-Эксперт 
при первичном посеве патматериала

Рис. 2. Макроконидии, характерные для M. canis

Рис. 3. Морфологические отличия штаммов M. canis 
FC 19-18 от кошки (слева) и человека M. canis HS 
09-18 (справа)

Рис. 4. Масс-спектры штаммов M. canis HS 09-18 
(вверху) и M. canis FC 19-18 (внизу). На оси У – аб-
солютная интенсивность ионов. На оси Х – массовое 
число иона m/z

Рис. 5. MSP-дендрограмма масс-спектров четырех 
штаммов M. canis зоонозного и антропонозного про-
исхождения
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штаммов M. canis из исследования [12] (приве-
дены в скобках) – пики c m/z 6112 (6114) и 6828 
(6831). При этом другие пики в масс-спектрах 
изолятов отличаются.

Заключение
В результате исследования нами были вы-

явлены пики в масс-спектрах, специфические 
для зоофильного и антропофильного штаммов 
M. canis. Насколько нам известно, подобные 
различия описаны впервые в литературе. Это 
косвенно говорит о том, что штаммы дермато-
фитов отличаются по протеому, и, возможно, 
спектру секретируемых ферментов, что позво-
ляет им адаптироваться под различные виды 
биологических хозяев. Разные линии дерматофи-
тов, циркулирующие в природе, могут обладать 
разной степенью патогенности для человека, 

однако данные аспекты должны быть изучены в 
дальнейших исследованиях. 

Как показало настоящее исследование, метод 
МАЛДИ масс-спектрометрии может быть ис-
пользован для идентификации дерматофитов, 
однако достоверные результаты могут быть полу-
чены с помощью специализированных микологи-
ческих баз данных. Также данный метод ограни-
ченно применим для внутривидовой дифферен-
циации дерматофита M. canis. Нами обнаружены 
специфические отличия в масс-спектрах зоо-
фильных и антропофильных штаммов M. canis, 
что может говорить о наличии специализации 
в отношении организма-хозяина у различных 
линий внутри одной популяции гриба. 
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следовательской работе № FGUG-2019-0002.
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