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генетических исследований по мониторингу за резистентно-
стью ВИЧ к АРВ-препаратам.
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Vibrio parahaemolyticus и Vibrio alginolyticus – филогенетически близкородственные виды. У них общие экологические ниши, 
одинаковые культуральные свойства и сходные биохимические признаки. Фенотипическая изменчивость и таксономиче-
ское сходство штаммов этих видов затрудняют дифференциацию по биохимическим признакам V. parahaemolyticus от V. 
alginolyticus. Для получения достоверных результатов диагностики использования дополнительных методов дифференциа-
ции и идентификации этих двух видов бактерий. Целью настоящей работы явилась сравнительная оценка эффективности 
биохимического тестирования, ПЦР-анализа и метода масс-спектрометрии для дифференциации видов V. alginolyticus 
и V. parahaemolyticus. В результате наших исследований проведен анализ методов дифференциации V. alginolyticus и V. 
parahaemolyticus на модели коллекции, включая атипичные штаммы этих видов. Для подтверждения видовой принадлеж-
ности штаммов V. alginolyticus и V. parahaemolyticus необходимо использовать в дополнение к биохимическим методам 
идентификации ПЦР-анализ с видоспецифичными праймерами генов металлопротеазы (коллагеназы) vppC и vapC. Метод 
MALDI-TOF масс-спектрометрии может служить дополнительным эффективным методом идентификации и межвидо-
вой дифференциации видов V. alginolyticus и V. parahaemolyticus, выделенных из разных источников.
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Vibrio parahaemolyticua and Vobrio alginolyticus are phylogenetically closely-related species. They have common ecological 
niches, same cultural features and similar biochemical characteristics. The phenotype variability and taxonomy similarity of 
strains of these species impedes differentiation of Vibrio parahaemolyticua and Vobrio alginolyticus according biochemical 
characteristics. To obtain reliable results of diagnostic application of additional methods of differentiation and identification  
these two species of bacteria are needed. The study was organized to comparatively evaluate effectiveness of biochemical testing, 
polymerase chain reaction analysis and mass-spectrometry technique in differentiation of species of Vibrio parahaemolyticua and 
Vibrio alginolyticus. The study implemented analysis of methods of differentiation of species of Vibrio parahaemolyticua and Vibrio 
alginolyticus using model of collection including atypical strains of these species. To substantiate species belonging of strains 
of  Vibrio parahaemolyticua and Vobrio alginolyticus such techniques are to be additionally applied to biochemical methods of 
identification as polymerase chain reaction analysis with species-specific primers of genes of metalloproteinase (collagenase) 
vppC and vapC. The MALDI-TOFF method of mass-spectrometry can be used as additional effective method of identification and 
inter-species differentiation of species of Vibrio parahaemolyticua and Vibrio alginolyticus isolated from various sources.  

K e y w o r d s :  Vibrio parahaemolyticua; Vibrio alginolyticus; species-specific genes; MALDI-TOFF mass-spectrometry; 
polymerase chain reaction analysis; biochemical test.

Введение. Бактерии видов Vibrio parahaemolyticus и Vibrio 
alginolyticus являются галофильными микроорганизмами, 
которые могут быть причиной заболеваний у людей. Штам-
мы V. parahaemolyticus и V. alginolyticus – филогенетически 
близкородственные виды [1]. У них общие экологические 
ниши, одинаковые культуральные свойства и сходные био-
химические признаки. V. alginolyticus раньше обозначали как 
биотип 2 V. parahaemolyticus, в 1974 г. решением междуна-
родного комитета по бактериологической систематике выне-
сен в самостоятельный вид V. alginolyticus [2, 3].

Несмотря на наличие сходных биохимических и таксо-
номических признаков V. parahaemolyticus и V. alginolyticus 
разнятся по набору детерминант вирулентности. Основным 
фактором передачи V. parahaemolyticus являются инфициро-
ванные гидробионты. Опасность заражения парагемолитиче-
скими вибрионами существует там, где население использует 
в питании продукты моря. V. alginolyticus выделяют из при-
брежных вод и донных отложений по всему миру. Эта бак-
терия является человеческим патогеном, вызывая раневые 
инфекции, отиты и гастроэнтериты [4, 5], а также одним из 
наиболее важных патогенов в аквакультуре, причиняя огром-
ный вред моллюскам и ракообразным [6].

Традиционным методом идентификации и дифференциа-
ции V. parahaemolyticus и V. alginolyticus является оценка био-
химических признаков, основанная на детекции фермента-
тивной активности бактерий. Для этого используются различ-
ные субстраты, метаболиты которых дают цветную окраску. 
Фенотипическая изменчивость и таксономическое сходство 
штаммов этих видов затрудняет дифференциацию по биохи-
мическим признакам V. parahaemolyticus от V. alginolyticus. 
Для получения достоверных результатов диагностики требу-
ется использование дополнительных методов дифференциа-
ции и идентификации этих двух видов бактерий, в частности 
таких, как масс-спектрометрия и ПЦР-анализ [6, 7].

Метод ПЦР является быстрым и высокоспецифичным 
для обнаружения V. parahaemolyticus в экологических пробах 
воды, клинических образцах и различных продуктах питания 
[8–11]. В настоящее время в качестве маркеров V. parahae-
molyticus предложены гены tl (термолабильного гемолизина), 
gyrB (гиразы) [12], tox R (регуляторного белка), Vpfla (жгу-
тикового антигена). A. Di Pinto и соавт. [13]. использовали 
для дифференциации V. parahaemolyticus и V. alginolyticus 
различия в нуклеотидных последовательностях генов метал-
лопротеазы (коллагеназы), соответственно vppC и vapC. Все 
предложенные видоспецифичные праймеры опробованы раз-
ными авторами на небольшом числе штаммов. Основными 
факторами патогенности V. parahaemolyticus является термо-
стабильный прямой гемолизин (TDH) и TDH-родственный 
гемолизин (TRH), кодированные генами tdh и trh соответ-
ственно [14, 15]. У вида V. alginolyticus ген tdh отсутствует, 
однако имеются сообщения о выделении trh-позитивных 
штаммов [16]. Также к потенциальным факторам патогенно-
сти V. parahaemolyticus относятся предполагаемые металло-
протеиназа и липаза, сходные соответственно с гемагглюти-
нин/протеазой и цитотоническим фактором Cef холерных ви-

брионов, у которых они являются факторами патогенности/
персистенции [17]. Соответствующие гены обозначаются как 
гены pmp и cefVp (para cef). Возможно, что способность tdh-
trh-штаммов V. parahaemolyticus вызывать заболевания отча-
сти обусловлена продуктами этих генов [18]. О наличии этих 
генов у штаммов V. alginolyticus практически неизвестно.

Особую важность для дифференциации и идентификации 
видов рода Vibrio представляет метод масс-спектрометрии. 
Масс-спектрометрия – физический метод измерения массы 
ионов исследуемого вещества и их относительных количеств 
в смесях, основанный на разделении ионов разных масс в 
вакууме под действием электрических и магнитных полей. 
Возможность получения специфических для конкретного 
вида микроорганизма масс-спектров белков дает основание 
для использования данного метода для быстрой идентифи-
кации микроорганизмов, что впервые показано еще в 1975 г.  
[19]. Реализация этого принципа стала возможной только 
в последние годы и связана с появлением в арсенале масс-
спектрометрии “мягкого” способа ионизации молекул ис-
следуемого вещества (MALDI). Использование матричной 
лазерной десорбционной ионизации в комплексе с времяпро-
летной масс-спектрометрией (MALDI-TOF MS) обеспечи-
ло настоящий прорыв в анализе сложных биоорганических 
молекул, в частности, тяжелых, труднолетучих молекул нук-
леиновых кислот и белков [20]. В отличие от традиционных 
микробиологических методов метод масс-спектрометрии 
позволяет быстро и эффективно выявить различные виды 
рода Vibrio. Этот метод предложен для скрининга изолятов 
V. parahaemolyticus [21] и дифференциации V. alginolyticus 
и V. parahaemolyticus [22]. Преимуществами данного мето-
да являются короткое время анализа, низкая себестоимость, 
широкий спектр анализируемых микроорганизмов, высокая 
воспроизводимость результатов.

Целью настоящей работы явилась сравнительная оценка 
эффективности биохимического тестирования, ПЦР-анализа 
и метода масс-спектрометрии для дифференциации видов  
V. alginolyticus и V. parahaemolyticus.

Материалы и методы. В работу взято 120 штаммов V. al-
ginolyticus и 100 штаммов V. parahaemolyticus, выделенных 
от человека и из внешней среды в период с 1986 г. по 2012 г. 
Штаммы выращены на агаре Мартена с 2% NaCl при t = 37oC. 
Культуры исследованы биохимическим методом.

В качестве контрольных образцов взяты типовые штам-
мы V. alginolyticus 16463 (АТСС 17749) и V. parahaemolyticus 
13580 (АТСС 17802) [4].

Наличие видоспецифичных генов и генов, ассоцииро-
ванных с вирулентностью, определяли в ПЦР со специфиче-
скими праймерами. Синтез праймеров выполнен ООО НПФ 
“Литех” (Москва). Для постановки ПЦР суточные агаровые 
культуры суспендируют в дистиллированной воде до 1 ·109 
микробных клеток в 1 мл и обеззараживают прогреванием при 
99oC в течение 10 мин. Клетки осаждают центрифугировани-
ем при 10 000 об/мин в течение 5 мин и используют прозрач-
ные супернатанты в качестве ДНК-матриц. Реакцию проводят 
отдельно для каждого гена в 10 мкл смеси следующего соста-
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ва: 10Х буфер для амплификации (коммерческий) – 1 мкл;  
2,5 мМ раствор смеси дезоксинуклеотидтрифосфатов  
(dNTR) – 1 мкл; 2,5 мМ раствор смеси прямого и обратного 
праймеров – 1мкл; ДНК-матрица – 1 мкл; TAQ-полимераза  
(5 ед/мкл) – 0,1 мкл; деионизированная вода – 6,9 мкл. Ам-
плификацию проводили на программируемом термостате 
“Терцик” (“ДНК-Технология”, Москва). По окончании ре-
акции смеси разделяют электрофоретически в 2% агарозном 
геле, приготовленном на трис-ацетатном либо трис-боратном 
буфере, окрашивают бромистым этидием и визуализируют в 
УФ свете. Амплификаты исследуемых штаммов также срав-
нивают с таковыми контрольного штамма [23].

Все исследуемые штаммы идентифицированы методом 
MALDI-TOF масс-спектрометрии (масса молекулы оценива-

ется по времени пролета от источника ионизации до детек-
тора). Использовали суточные агаровые культуры штаммов 
V. alginolyticus и V. parahaemolyticus, выращенные на агаре 
Мартена с добавлением 2% NaCl при температуре 37oC. Ана-
лиз начинается с того, что на подложке масс-спектрометра 
смешивают биоматериал из колонии бактерий и специаль-
ную матрицу (α-циано-гидроксикоричная кислота, 50% аце-
тонитрила и 2,5% трифторуксусной кислоты). Образец по-
мещают в прибор и подвергают воздействию наносекундных 
лазерных импульсов. При этом молекулы матрицы и аналита 
(в частности, белки) переходят в газовую фазу, а протони-
рованные молекулы матрицы взаимодействуют с белками, 
перенося на них положительный заряд. Под действием элек-
трического поля ионизированные белки движутся от источ-

Т а б л и ц а  1
Результаты изучения штаммов V. alginolyticus и V. parahaemolyticus биохимическими методами

Признаки Характеристика, % положительных результатов

V. parahaemolyticus V. alginolyticus

вида 
Берджи, 

2005

типового штамма 
13580 (АТСС 

17802)

клини-
ческих 

штаммов

выделенных 
из внешней 

среды

вида Бер-
джи, 2005

типового 
штамма 16463 
(АТСС 17749)

клини-
ческих 

штаммов

выделенных 
из внешней 

среды

Подвижность 100 + 100 100 100 100 100 100
Оксидаза 100 + 100 100 100 + 100 100
Нитратредуктаза 100 + 100 100 100 + 100 100
Продукция:

индола 100 + 100 100 80 + 100 100
H2S 0 - 0 0 0 - 0 0
Фогеса–Проскауэра 0 - 0 0 80 + 95 98

Наличие:

лизиндекарбоксилазы 100 + 100 100 100 + 98 96
аргининдигидролазы 0 - 0 0 0 - 0 0
орнитиндекарбокси-
лазы

100 + 93 100 40 - 56 80

Образование газа из 
глюкозы

0 - 0 0 0 - 0 0

Ферментация:

глюкозы 100 + 100 100 100 + 100 100
лактозы 0 - 0 0 0 0 0 0
арабинозы 80 + 40 60 0 0 0 0
маннозы 100 + 100 80 100 + 99 97
сахарозы 0 - 0 0 100 + 100 100
целлобиозы 0 - 0 0 100 + 50 95
маннита 80 + 100 98 100 + 100 100
инозита 0 - 0 0 0 - 0 0
салицина 0 - 0 0 0 - 0 0
галактозы 60 + 60 65 20 - 15 40

Хью-Лейфсона O/F (к/к) 100 к/к 100 100 100 к/к 100 100
Рост в пептонной воде:

без соли 0 - 0 20 0 - 25 30
3% NaCl 100 + 100 100 100 + 100 100
7% NaCl 100 + 100 100 100 + 100 100
10% NaCl 0 - 0 30 100 + 100 100

Уреазная активность на 
среде Крестенсена

15 + 16 0 0 - 2 0
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ника ионизации к детектору с ускорениями, обратно пропор-
циональными их атомным массам. Программное обеспече-
ние прибора оценивает время пролета частиц и преобразует 
эту информацию в спектр молекулярных масс (масс-спектр). 
Масс-спектры анализируются экспертной системой, и на 
основании сведений о массах характеристических белков 
происходит идентификация микроорганизмов. Для иденти-
фикации используются белки, присутствующие в клетке в 
неизменной концентрации, независимо от внешних обстоя-
тельств (температуры и времени инкубации, типа питатель-
ной среды). Учет результатов проводили по шкале показате-
лей Score в диапазоне 0–3: значения 2,300–3,000 указывают 
на высокую вероятность идентификации вида, 2,000–2,2999 
– на надежную идентификацию рода бактерий и возможную 
идентификацию вида, 1,700–1,999 – на возможную иденти-
фикацию рода, менее 1,700 – на отсутствие надежной иден-
тификации.

Результаты и обсуждение. Результаты биохимического 
тестирования приведены в табл. 1. Типовые штаммы V. al-
ginolyticus 16463 (АТСС 17749) и V. parahaemolyticus 13580 
(АТСС 17802) проявляли типичные для вида свойства. У 
изученных культур штаммов V. parahaemolyticus отмечены 
некоторые отклонения по отдельным признакам. У 7% кли-
нических штаммов не выявлена продукция орнитиндекар-
боксилазы. У части изолятов из окружающей среды зареги-
стрирован рост в 1% пептонной воде без соли и с 10 % NaCl, 
в то время как штаммы, выделенные от больных типичны по 
этим признакам. Среди алгинолитических вибрионов, как 
клинических, так и из окружающей среды, также выявлены 
атипичные по способности к росту на безсолевой среде пред-
ставители. У клинических изолятов V. alginolyticus отмечен 
высокий процент неактивных по отношению к целлобиозе. 
До 6 % штаммов V. alginolyticus не продуцировали лизин-
декарбоксилазу. Выявлен один клинический штамм V. algi-
nolyticus, ферментирующий мочевину, что не характерно для 
вибрионов этого вида. Перечисленные особенности затруд-
няют идентификацию культур. Вариабельность дифференци-
альных признаков V. alginolyticus и V. parahaemolyticus, таких 
как образование ацетилметилкарбинола, ферментация араби-
нозы, характер роста в пептонной воде с 10% NaCl, также 
усложняла идентификацию видов. Видовая принадлежность 
атипичных штаммов, определенная по совокупности таксо-
номических признаков, нуждалась в подтверждении другими 
методами.

Результаты ПЦР-детекции видоспецифичных генов, ас-
социированных с видовой принадлежностью, представлены 
в табл. 2. Рекомендуемые в качестве видоспецифичных для 
идентификации V. parahaemolyticus гены tl (термолабильного 
гемолизина), gyrB (гиразы), tox R (регуляторного белка) вы-
явлены у парагемолитических вибрионов в 100% случаев, а 
у V. alginolyticus – в 75–92%. Гены tl, gyrB и tox R у V. al-
ginolyticus в различных сочетаниях представлены в табл. 3. 
У подавляющего большинства (79) штаммов V. alginolyticus 
присутствовали все три видоспецифичных гена. У 13 штам-
мов присутствовали гены gyrB и tox R, при отсутствии tl гена. 
И у четырех штаммов отсутствовали гены tl, gyrB и tox R. 
Ген Vpfla (жгутикового антигена) обнаружен у всех штаммов 
V. parahaemolyticus и у 29 % штаммов алгинолитических ви-
брионов. По результатам наших исследований только гены 
vppC и vapC оказались строго специфичны по отношению к 
вибрионам соответствующих видов.

Также нами все исследуемые нами штаммы V. alginolyti-
cus и V. parahaemolyticus были протестированы на наличие 
генов ассоциированных с вирулентностью, в частности tdh, 
trh, pmp и para cef (см. табл. 2). Ген tdh, который является од-
ним из основных факторов патогенности V. parahaemolyticus 
выявлен практически у всех клинических штаммов параге-
молитических вибрионов и не выявлен у представителей V. 
alginolyticus. TDH-родственный гемолизин (TRH), кодиро-
ванный геном trh, определен у четырех клинических из 100 
штаммов V. parahaemolyticus. Среди штаммов алгинолитиче-

ских вибрионов обнаружен один trh-позитивный штамм. Ген 
pmp присутствовал у 88 (88%) штаммов V. parahaemolyticus и 
только у 2 (1,6%) клинических штаммов V. alginolyticus. Ген 
para cef обнаружен у всех исследуемых культур парагемоли-
тических вибрионов и у 14 (11,6%) штаммов V. alginolyticus.

Результаты исследования методом масс-спектрометрии 
совпали с итогами биохимической идентификации у 98,6 % 
изученных штаммов (3 несовпадения). Расхождения резуль-
татов отражены в табл. 4. Результаты несоответствий сравне-
ны с итогами ПЦР-идентификации соответствующих штам-
мов с видоспецифичными праймерами генов vppC и vapC.

Сахарозапозитивный штамм 16622 по биохимическим 
характеристикам идентифицированный как V. alginolyticus 
определен как V. parahaemolyticus, что совпало с результата-
ми ПЦР.

Два штамма 16618 и 19397 (свежевыделенный Новорос-
сийской противочумной станцией) дающие неоднозначные 
результаты в “цветных рядах” (не ферментировали сахаро-
зу, росли в 1% пептонной воде с добавлением 10% NaCl, 
образовывали ацетилметилкарбинол), определенные как V. 
parahaemolyticus, по данным масс-спектрометрии идентифи-
цированы как V. alginolyticus с показателем Score 2.2 и 2.27 
соответственно (надежная идентификация рода бактерий 
и возможная идентификация вида). Методом ПЦР штамм 
19397 также определен как V. alginolyticus. По результатам 
ПЦР-идентификации с видоспецифичными праймерами vp-
pC и vapC штамм 16618 аналогично результатам биохими-
ческих тестов был определен как V. parahaemolyticus, что не 
совпало с результатами масс-спектрометрии.

Заключение. Проведена сравнительная оценка эффектив-
ности методов дифференциации V. alginolyticus и V. parahae-

Т а б л и ц а  2
Результаты ПЦР-детекции видоспецифичных генов и генов, 
ассоциированных с вирулентностью у представителей видов  
V. parahaemolyticus и V. alginolyticus

Гены Длина ам-
плификата, 

п. н.

Ссыл-
ки

Количество положительных  
результатов, %

V. alginolyticus V. parahaemolyticus

tlh 450 [11] 76 100
gyrB 285 [12] 75 100
tox RS 370 [8] 92 100
Vpfla 897 [10] 29 100
vppC 271 [13] 0 100
vapC 737 [13] 100 0
tdh 251 [23] 0 50
trh 585 [23] 0,8 4
pmp 759 [18] 1,6 88
para cef 487 [18] 11,6 100

Т а б л и ц а  3
Видоспецифичные гены V. alginolyticus в различных сочетаниях

Видоспецифичные гены Количество 
штаммовtlh gyrB gyrBS

- - - 4
- - + 11
+ - + 11
- + - 1
- + + 13
+ + - 3
+ + + 79
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molyticus на модели коллекции, включая атипичные штаммы 
этих видов.

Биохимические тесты не являются достаточно точным 
методом для дифференциации видов V. alginolyticus и V. para-
haemolyticus. Для подтверждения видовой принадлежности 
необходимо использовать дополнительные методы иден-
тификации, в частности ПЦР-анализ с видоспецифичными 
праймерами. Метод MALDI-TOF масс-спектрометрии может 
служить дополнительным эффективным методом идентифи-
кации и межвидовой дифференциации видов V. alginolyticus 
и V. parahaemolyticus, выделенных из разных источников.

Данные ПЦР-анализа штаммов V. alginolyticus и V. para-
haemolyticus с видоспецифичными праймерами генов tl, 
gyrB, tox R , Vpfla, vppC и vapC свидетельствуют о высокой 
специфичности генов vppC и vapC. И именно их детекцию 
следует рекомендовать для дифференциации V. alginolyticus 
и V. parahaemolyticus. Проведена ПЦР-детекция генов, ас-
социированных с вирулентностью, которая позволила выя-
вить среди культур V. alginolyticus trh-позитивный штамм и 
штаммы, содержащие гены pmp и para cef. Специфичным 
для большинства клинических штаммов V. parahaemolyticus 
оказался только ген термостабильного прямого гемолизина 
(TDH). Гены trh, pmp и para cef присутствовали у представи-
телей обоих видов.

Полученные результаты подчеркивают необходимость 
использования дополнительных методов идентификации, 
что позволит избежать неверных результатов при исследо-
ваниях, основанных главным образом на биохимических ха-
рактеристиках.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ИНФОРМАТИВНОСТИ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ И 
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ МЕТОДОВ И СРЕДСТВ НА этапАХ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 
ИНДИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ МЕЛИОИДОЗА

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора России

Референс-центром по мониторингу за возбудителями сапа и мелиоидоза проведены испытания наборов реагентов для 
диагностики in vitro возбудителя мелиоидоза и других близкородственных видов буркхолдерий. На этапах специфической 
индикации (СИ) патогенных буркхольдерий оценены диагностические возможности коммерческих и экспериментальных 
наборов реагентов для методов экспресс- и ускоренного анализа. Критериями оценки диагностической ценности набо-
ров реагентов являлись чувствительность, специфичность, а также время проведения исследований. Анализ с исполь-
зованием моно- и мультилокусных амплификационных систем, в том числе ПЦР в реальном времени, позволил в течение 
5–6 ч осуществить идентификацию и дифференциацию Burkholderia pseudomallei, B. thailandensis и B. cepacia.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мелиоидоз; буркхольдерии; полимеразная цепная реакция; иммунологические методы; бактерио-
логическое исследование.
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