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Выводы. 1. Наиболее быстрым методом выявления B. an-
thracis в исследуемых пробах является метод ПЦР в режиме 
реального времени. Можно считать актуальными исследова-
ния по разработке более чувствительных ПЦР тест-систем и 
установления достаточности критерия диагноза сибирской 
язвы у людей на основании положительных результатов ПЦР, 
клинической картины и эпидемиологических данных, в от-
сутствие выделения культуры возбудителя.

2. Бактериологический и биологический методы дают 
возможность получить бесспорные доказательства этиоло-
гии заболевания и источника инфицирования людей.

3. Результаты MLVA-генотипирования по восьми хромо-
сомным и двум плазмидным локусам с вариабельным чис-
лом тандемных повторов оказывают существенную помощь 
в проведении эпидемиологического анализа вспышек забо-
левания сибирской язвой людей и животных.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Исследование не имело спонсорской поддержки.
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Правильную идентификацию Corynebacterium non diphtheriaе осложняет их большое видовое разнообразие, вариабель-
ная биохимическая активность, а также, с одной стороны, широкий спектр заболеваний, при которых они выделя-
ются, с другой — их присутствие в составе нормальной микрофлоры человека. Бактериологический метод является 
традиционной основой идентификации коринебактерий, но длителен (7—14 дней), дает неоднозначные результаты при 
культивировании липофильных и биохимически вариабельных видов. Для окончательной идентификации трудно опреде-
ляемых видов C. non diphtheriaе рекомендуется проводить молекулярно-генетическое исследование с помощью золотого 
стандарта — секвенирования по 16S рРНК (ДНК), генам rроВ и PLD. При получении неоднозначных ответов секве-
нирования по 16S рРНК точная идентификация достигается путем секвенирования второстепенного гена rроВ, что 
позволяет обнаружить уникальные различия в последовательностях геномов у разных видов коринебактерий (наличие 
генов вирулентности; отсутствие кластера генов, ответственных за продукцию ряда сахаролитических ферментов; 
наличие генов, кодирующих синтез определенных пигментов, и др.). Масс-спектрометрический метод (MALDI-TоF-MS), 
применяемый для скрининговой идентификации Corynebacterium, прост в исполнении, но требует совершенствования 
для более точной дифференциации близкородственных видов. Необходим полифазный подход к идентификации C. non 
diphtheriaе, включающий хемотаксономическую, фенотипическую, генотипическую информацию, необходимую для до-
стоверного описания новых клинически значимых видов коринебактерий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Corynebacterium non diphtheriaе; бактериологический метод; молекулярно-генетический метод; 
MALDI-TоF-MS.
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The proper identification of Corynebacterium non diphtheriae is complicated by their wide species variety, variable biochemical 
activity, large spectrum of diseases at which they are isolated and also by their presence in normal human micro-flora. The 
bacteriological method is a traditional basis for identification of сorynebacteria though long (7-14 days), produces ambiguous results 
at cultivation of lipophilic and biochemically variable species. For final identification of nondescript species of Сorynebacterium 
non diphtheriae it is recommended to carry out molecular genetic study using golden standard - sequencing on 16S pRNA (DNA), 
genes rpoB and PLD.In case of receiving of ambiguous responses of sequencing on 16S pRNA precise identification is achieved 
by sequencing of secondary gene rpoB that permits discovering  unique differences in sequences of genomes in different species of 
сorynebacteria (presence of genes of virulence; absence of cluster of genes responsible for production of number of saccharolytic 
enzymes; presence of genes coding synthesis of particular pigments, etc.). The mass-spectrometric analysis (MALDI-ToF-MS) 
applied for screening identification of Сorynebacterium, is simple in implementation, though requires further development for 
more accurate differentiation of closely-related species. The poly-phase approach to identification of Сorynebacterium non 
diphtheriae is needed which is to include chemotaxonomic, phenotypic, genotypic information required for reliable description of 
new clinically significant species of сorynebacteria.
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Обнаружение коринебактерий в клиническом материа-
ле, как правило, объясняется контаминацией, причем учет 
частоты их выделения в бактериологических лабораториях 
не предусмотрен. Corynebacterium non diphtheriaе выделяют 
от пациентов с острыми заболеваниями верхних дыхатель-
ных путей (10—15%), гнойно-септическими процессами, 
патологией урогенитального тракта (61,1—70,0%), кожи и 
др. [1—3]. Коринебактерии могут оказаться в любом мате-
риале, взятом для диагностического исследования — гное, 
мокроте, моче, отделяемом конъюнктивы, носоглотки, носо-
вых пазух, пунктатах костного мозга, лимфатических узлов, 
крови, спинно-мозговой жидкости и др. [4]. Коринебактерии 
рассматривают как этиологически значимые в том случае, 
если они выделяются из стерильных полостей организма, 
высеваются из нестерильных полостей в количестве 1·104 (в 
монокультуре) и 1·105 (в микстах), а также при повторном 
выделении1. C. non diphtheriae входят в состав нормальной 
микрофлоры организма человека, поэтому необходимо при-
нимать во внимание, что при выделении их одновременно с 
пораженных зон и других биотопов они могут играть роль в 
развитии заболевания [5, 6].

В настоящее время описано 88 видов коринебактерий, 
67 из которых имеют клиническое значение [6]. Правиль-
ную идентификацию C. non diphtheriaе и установление их 
клинической значимости серьезно осложняют следующие 
причины: большое видовое разнообразие C. non diphtheriaе; 
широкий спектр заболеваний, при которых они выделяют-
ся; вариабельная биохимическая активность многих видов, 
а также то, что коринебактерии входят в состав нормальной 
микрофлоры организма человека.

Традиционно основой идентификации C. non diphtheriaе 
является метаболический профиль. Выявление фенотипиче-
ских особенностей коринебактерий проводится культураль-
ным методом на основе определения их ферментативной и 
окислительной активности, наличие или отсутствие которой 
определяется на питательных средах или с использовани-
ем тест-систем для идентификации1 [6, 7]. Использование 
дифференциально-диагностических сред — «пробирочных» 
тестов для определения гидролиза сахаров, крахмала, на-
личия нитратредуктазы, фосфатазы, цистиназы, пиразина-
мидазы, уреазы, тирозиназы эффективно для видов C. non 
diphtheriaе, медленно разлагающих сахара или требующих 
добавки липидов [6, 8, 9]. Многие из этих тестов характе-
ризуются достаточно высокой воспроизводимостью, точ-
ностью, быстротой выполнения, приемлемой стоимостью, 
доступностью для практических лабораторий. Эти тесты не-
заменимы, когда идет проверка диагностической эффектив-
ности новых тест-систем.

Бактериологический метод исследования с применением 
«пробирочных» тестов, особенно для медленнорастущих ви-
дов коринебактерий, может занимать от 7 до 14 дней и давать 
неоднозначные результаты, что является главным и суще-
ственным недостатком. Липофильные виды коринебактерий 
могут плохо расти на питательных средах, давать ложные 
результаты при фенотипической идентификации, что затруд-
няет установление их видовой принадлежности.

Биохимическое тестирование может выполняться и с 
использованием коммерческих тест-систем для идентифи-
кации Corynebacterium spp. и некоторых коринеформных 
бактерий. Результаты учитывают визуально или с помощью 
автоматических анализаторов, содержащих базы данных для 
характеристики этих бактерий [6, 10, 11]. Данный метод тре-
бует много времени (не менее 16 ч для обработки результатов 
после выделения подозрительных колоний) и не всегда дает 
надежную информацию на видовом уровне [12].

@1МР 4.2.00.20-11.Фенотипическая идентификация бактерий рода 
Corynebacterium (утв. Главным государственным санитарным вра-
чом РФ 21.03.11, М.; 2011. 55 с.).
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Существуют определенные ограничения по использова-
нию фенотипического тестирования в качестве единствен-
ного метода идентификации. Ограниченное количество суб-
стратов в панелях тест-систем не обеспечивает определение 
достаточного набора биохимических признаков, отличаю-
щих соответствующие виды. Это усугубляется для тех видов 
бактерий, которые являются метаболически неактивными, 
имеют замедленный рост, являются близкородственными 
(например, С. amycolatum и С. xerosis) [6, 9]. Необходимо 
учитывать, что фенотипические признаки коринебактерий 
могут изменяться под воздействием антибактериальных пре-
паратов [13]. Стоимость тест-систем для идентификации воз-
растает с увеличением числа субстратов, присутствующих в 
панели. Лежащие в основе тест-систем базы данных обнов-
ляются редко, что затрудняет идентификацию.

Фенотипическое тестирование в качестве единственного 
подхода к идентификации может быть удовлетворительным 
для обычных видов рода Corynebacterium, которые хорошо 
растут в течение 24—48 ч и являются биохимически актив-
ными по отношению к субстратам, находящимся в обычно 
используемых тест-системах. Для окончательной идентифи-
кации трудноопределяемых видов C. non diphtheriaе реко-
мендуется проводить молекулярно-биологические исследо-
вания [6, 9].

Золотым стандартом идентификации признан метод 
генно-инженерного анализа — секвенирование по 16S рРНК 
(ДНК), генам rроВ и PLD [13]. При этом 16S рРНК (ДНК), 
rроВ- и PLD-гены используются в качестве молекулярных 
маркеров (мишеней) бактерий [14].

Секвенирование по 16S рРНК позволяет выявить разли-
чия в последовательностях генов у большинства видов рода 
Corynebacterium, отличающихся на 1,3% или с большей диспер-
сией (при сравнении последовательности всего гена), а также 
величину критерия идентичности > 98,7% для представителей 
одного вида [15]. Исключение составляют следующие виды ро-
да Corynebacterium с уровнем дисперсии ≤ 2% друг к другу: С. 
afermentans, С. coyleae, C. mucifaciens (< 2%); С. aurimucosum, С. 
minutissimum, C. singulare (< 2%); C. sundsvallense, C. thomssenii 
(< 1,5%); C. ulcerans, C. pseudotuberculosis (< 1% друг к другу 
и < 2% к C. diphtheriae); C. propinquum, C. pseudodiphtheriticum 
(< 2%); С. xerosis, С. freneyi, C. hansenii (< 2%), С. macginleyi, С. 
accolens (< 2%) [6].

Установлено, что у микроорганизмов часто встречаются 
множественные копии гена 16S pРНК. Последовательности 
этих внутригеномных копий могут различаться между собой 
для одного микроорганизма [14]. Обусловленный этим высо-
кий внутривидовой полиморфизм генов 16S pРНК затрудняет 
идентификацию. При сравнительном анализе последователь-
ности генов 16S pРНК процент гомологии между штаммами 
С. coyleae, С. afermentans, С. musifaciens составляет 97,7—
98,5% [16], штаммами C. diphtheriae, С. ulcerans — 98,5%, 
C. diphtheriae, C. pseudotuberculosis — 98,5%, С. ulcerans, C. 
pseudotuberculosis — 99,7% [13].

Окончательная и более точная идентификация может 
быть проведена путем секвенирования второстепенного ге-
на rроВ, если секвенирование 16S рРНК дает неоднозначные 
ответы. Частичное или полное секвенирование гена rроВ как 
универсального для филогенетического анализа и различия 
близкородственных видов является наиболее широко исполь-
зуемым подходом для межвидовой характеристики корине-
бактерий [6, 17]. Выявление последовательности гиперва-
риабельной области гена rроВ позволяет идентифицировать 
неизвестные микроорганизмы в исследуемом материале, что 
является несомненным преимуществом данного подхода 
[13]. Степень идентичности генетической последователь-
ности при секвенировании гипервариабельной области rpoB 
заметно ниже и составляет между штаммами С. ulcerans и C. 

pseudotuberculosis 93,6%, а между C. diphtheriae и С. ulcerans 
86,0%. [13, 16].

Большим преимуществом молекулярно-генетических ме-
тодов исследования является обнаружение уникальных раз-
личий в последовательностях геномов у различных видов ко-
ринебактерий: наличие генов вирулентности, ответственных 
за синтез нейраминидазы и PLD у С. pseudotuberculosis и C. 
ulcerans; отсутствие кластера генов, ответственных за про-
дукцию некоторых сахаролитических ферментов; наличие 
генов, кодирующих синтез черного пигмента у С. aurimuco-
sum, защищающего от высоких концентраций перекиси во-
дорода в организме; наличие локуса уреазы у С. urealyticum 
и С. riegelii [6].

Совместное использование мультиплексной ПЦР, осу-
ществляющей секвенирование по 16S рРНК, rроВ- и PLD-
генам, позволяет дифференцировать такие виды, как С. 
pseudotuberculosis и C. ulcerans [13, 16]. Несмотря на то что 
секвенирование генов по 16S рРНК и гену rроВ дают сход-
ные результаты, для обнаружения rроВ не требуется секвени-
рования всего генома, что более трудоемко и может занимать 
до нескольких дней.

Сведения о геномных последовательностях 16S рРНК 
коринеформных бактерий занесены и хранятся в междуна-
родных базах данных, таких как GenBank. На сегодняшний 
день доступны многочисленные последовательности гено-
ма не только для С. diphtheriae, но и недифтерийных бак-
терий, в том числе C. aurimucosum, C. bovis, С. jeikeium, C. 
kroppenstedtii, нескольких штаммов С. pseudotuberculosis, C. 
resistens, двух штаммов С. ulcerans, C. urealyticum, C. varia-
bile [6, 16].

Использование сложных, дорогостоящих, требующих 
специально подготовленного персонала молекулярно-
генетических методов исследований доступно ограниченно-
му числу лабораторий, что создает сложности при идентифи-
кации коринебактерий [13].

В последние годы для быстрой идентификации микро-
организмов, в том числе и C. non diphtheriaе, в лаборатор-
ной практике внедряется масс-спектрометрический анализ 
(MALDI-TоF-MS), позволяющий определить специфиче-
ский для каждого вида микроорганизмов масс-спектр рибо-
сомальных белков [6, 12, 18, 19].

Масс-спектрометрический метод (MALDI-TоF-МS) по-
зволяет идентифицировать род Corynebacterium на уровне 
видов и может широко применяться как быстрый скринин-
говый метод, в том числе для обнаружения токсигенных 
штаммов коринебактерий [19, 20]. В ходе данного метода 
белки, высвобождаемые из бактерий, ионизируются и де-
тектируются масс-спектрометром (MS), в котором анализи-
руется спектр белков [21]. Процесс автоматизирован (после 
калибровки прибора), масс-спектры изолята генерируются 
и сравниваются с базой данных референтного спектра. Про-
грамма сопоставляет спектр исследуемого изолята с извест-
ными спектрами в библиотеке данных, фиксируя перечень 
возможных микроорганизмов (ранжированных по шкале или 
в процентах) и оценивая уровень доверительности идентифи-
кации. Далее определяется коэффициент совпадения (Score 
Value). Результаты идентификации со значением коэффици-
ента Score l 2,0 считаются достоверными на уровне вида, от 
1,999 до 1,700 — на уровне рода; ˂ 1,700 свидетельствует 
о ненадежной идентификации. Метод MALDI-TоF-MS поле-
зен для применения в клинической микробиологии за счет 
сочетания мощных аналитических возможностей и хорошо 
составленной базы данных о спектрах микроорганизмов. 
Доступны две коммерческие системы (включающие коммер-
ческие базы данных) — Bruker Biotyper (Bruker Daltonics) с 
использованием программного обеспечения Flex-control для 
идентификации штаммов рода Corynebacterium и VITEK® 
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MS (bioMerieux) [6, 12, 22, 23]. Одиночные и множествен-
ные изоляты могут быть исследованы одновременно. Сроки 
идентификации сокращаются при этом на 24—72 ч, а ана-
литическое время оборота теста составляет ≤3 мин на изо-
лят. Технология, за редкими исключениями, не применяется 
непосредственно к клиническим образцам — микроорганиз-
мы должны предварительно быть выращены на питательной 
среде и пока еще сохраняется необходимость подготовитель-
ной обработки. Для проведения исследования требуется мало 
расходных материалов и реагентов, не требуется серьезной 
и длительной подготовки методики. Данная технология об-
ладает низкой стоимостью расходных материалов без учета 
стоимости прибора MALDI-TоF-MS [6, 20, 23, 24].

При сравнении результатов видовой идентификации C. 
non diphtheriaе масс-спектрометрическим методом с золо-
тым стандартом (секвенированием по 16S рРНК) 57—87% 
изолятов определялись точно. Исключение составили С. 
aurimucosum, C. pseudodiphtheriticum, которые MALDI-TоF-
MS определил как генетически близкородственные виды С. 
minutissimum и C. propinquum соответственно [12, 19, 21, 25]. 
Большинство из указанных штаммов (около 70%) имели при 
MALDI-TOF-MS индекс Score l 2,0 [19, 21, 25].

В применении MALDI-TоF-MS к идентификации C. 
non diphtheriaе существует ряд ограничений. Во-первых, 
MALDI-TоF-MS позволяет определять только известные ви-
ды коринебактерий, что является существенным недостатком 
в случае выделения новых видов. Во-вторых, необходимо 
учитывать существование близкородственных видов корине-
бактерий, таких как C. propinquum и C. pseudodiphtheriticum, 
С. aurimucosum и С. minutissimum, различия между которы-
ми позволяют выявить только молекулярно-генетические 
методы исследования [6]. В-третьих, результаты масс-
спектрометрического анализа для достоверности необходи-
мо подтверждать основными фенотипическими и биохими-
ческими характеристиками исследуемых видов (морфология 
колоний, тест на оксидазу, гемолитические свойства, темпы 
роста, другие дополнительные тесты) [26]. В-четвертых, 
причиной ошибки при идентификации методом MALDI-TоF-
MS может служить то, что точечные или слизистые колонии 
содержат недостаточное количество белка для получения 
идеального спектра [22]. Метод MALDI-TоF-MS может до-
полнять традиционные фенотипические методы идентифи-
кации коринебактерий, введенные в базу данных [25]. В то 
же время метод MALDI-TоF-MS требует дальнейшего со-
вершенствования для определения более широкого спектра 
представителей рода Сorynebacterium.

В настоящее время необходим комплексный подход к 
идентификации C. non diphtheriaе, который включает в себя 
хемотаксономическую, фенотипическую, генотипическую 
информацию, необходимую для достоверного описания но-
вых клинически значимых видов коринебактерий.

Исследование не имело спонсорской поддержки.
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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Обзор литературы посвящен анализу возможностей, недостатков и перспектив важной прикладной технологии, кото-
рая стремительно внедряется в медицинскую микробиологию, — масс-спектрометрии (МС). Главным достижением МС 
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