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Проведен сравнительный анализ эффективности трех методов идентификации Corynebacterium non diphtheriae: бак-
териологического, молекулярно-генетического (секвенирование по 16S рРНК), масс-спектрометрического (MALDI-ToF 
MS). Исследовано 49 штаммов Corynebacterium non diphtheriae (С. pseudodiphtheriticum, С. amycolatum, C. aurimucosum, 
C. propinquum, C. falsenii) и 2 штамма Corynebacterium diphtheriae, выделенных при различной патологии из урогени-
тального тракта и верхних дыхательных путей. Коринебактерии идентифицировали бактериологическим методом, 
секвенированием по 16S рРНК и масс-спектрометрометрическим методом (MALDI ToF). Полное совпадение результа-
тов видовой идентификации отмечено у 26 (51%) штаммов C. non diphtheriaе при использовании трех методов ис-
следования, у 43 (84,3%) – при сравнении бактериологического метода и секвенирования по 16S рРНК, у 29 (57%) – 
при масс-спектрометрическом исследовании и секвенировании по 16S рРНК. Бактериологический метод эффективен 
для идентификации C. Diphtheriaе. Для точного установления видовой принадлежности коринебактерий с вариабель-
ными биохимическими свойствами необходимо использовать молекулярно-генетический метод исследования. Масс-
спектрометрический метод (MALDI-ToF MS) требует дальнейшего пополнения баз данных для определения более широ-
кого спектра представителей рода Сorynebacterium.
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The comparative analysis was carried out concerning effectiveness of three techniques of identification of Corynebacterium non 
diphtheriae: bacteriological, molecular genetic (sequenation on 16S pRNA) and mass-spectrometric (MALDI-ToF MS). The analysis 
covered 49 strains of Corynebacterium non diphtheriae (C.pseudodiphheriticum, C.amycolatum, C.propinquum, C.falsenii) and 2 
strains of Corynebacterium diphtheriae isolated under various pathology form urogenital tract and upper respiratory ways. The 
corinbacteria were identified using bacteriologic technique, sequenation on 16S pRNA and mass-spectrometric technique (MALDI-
ToF MS). The full concordance of results of species' identification was marked in 26 (51%) of strains of Corynebacterium non 
diphtheriae at using three analysis techniques; in 43 (84.3%) strains - at comparison of bacteriologic technique with sequenation 
on 16S pRNA and in 29 (57%) - at mass-spectrometric analysis and sequenation on 16S pRNA. The bacteriologic technique is 
effective for identification of Corynebacterium diphtheriae. The precise establishment of species belonging of corynebacteria 
with variable biochemical characteristics the molecular genetic technique of analysis is to be applied. The mass-spectrometric 
technique (MALDI-ToF MS) requires further renewal of data bases for identifying larger spectrum of representatives of genus 
Corynebacterium.
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Введение. Corynebacterium non diphtheriaе – недифтерий-
ные коринебактерии (Corynebacterium pseudodiphtheriticum, 
Corynebacterium xerosis, Сorynebacterium riegelii, Corynebac-
terium striatum и др.), являясь условно-патогенными микро-
организмами, колонизируют кожу и слизистые оболочки 
человека; некоторые их виды встречаются во внешней сре-
де и выделяются от животных [1–3]. До недавнего времени 
считалось, что большинство видов коринебактерий, суще-
ствующих в природе, не патогенны для человека, за исклю-
чением С. ulcerans и C. pseudotuberculosis, вызывающих 
дифтериеподобные заболевания. Обнаружение коринебак-
терий в клиническом материале объяснялось контаминаций, 
причем учет частоты их выделения в бактериологических 
лабораториях не предусмотрен. В настоящее время показа-
но, что C. non diphtheriae выделяют от пациентов с остры-
ми заболеваниями верхних дыхательных путей (10–15%), 
гнойно-септическими процессами, патологией урогени-
тального тракта (61,1–70,0%), кожи и др. [3–5]. Инфекции, 
обусловленные C. non diphtheriaе, обычно регистрируют на 
фоне вторичных иммунодефицитов, формирующихся у онко-
логических, гематологических больных, наркоманов, ВИЧ-
инфицированных, пациентов с мультиорганной патологией, 
особенно пожилых [4–7].

Описано 88 видов коринебактерий, 67 из них имеют меди-
цинское значение [6]. Учитывая видовое разнообразие C. non 
diphtheriaе и широкий спектр заболеваний, при которых они 
выделяются, особое значение имеет правильная их иденти-
фикация, которая позволит оценить клиническую значимость 
и выбрать адекватные средства антибактериальной терапии. 
Традиционно основой идентификации C. non diphtheriaе яв-
ляется метаболический профиль. Выявление фенотипиче-
ских особенностей коринебактерий проводится культураль-
ным методом на основе определения наличия или отсутствия 
сахаролитических ферментов и других ферментных систем 
[8] с использованием отечественных и зарубежных систем 
для идентификации. Золотым стандартом идентификации 
признан метод генно-инженерного анализа – секвенирование 
по 16S рРНК, которое является дорогостоящим и требует на-
личия специально подготовленного персонала [9]. В послед-
ние годы для быстрой идентификации микроорганизмов, в 
том числе и C. non diphtheriaе, в лабораторной практике вне-
дряется масс-спектрометрический анализ (MALDI-ToF MS), 
позволяющий определить специфический для каждого вида 
микроорганизмов масс-спектр рибосомальных белков [10].

Цель исследования – анализ эффективности трех мето-

дов идентификации C. non diphtheriaе: бактериологического, 
молекулярно-генетического (секвенирование по 16S рРНК), 
масс-спектрометрического MALDI-ToF MS.

Материалы и методы. Материал для исследования – 49 
штаммов C. non diphtheriaе (С. pseudodiphtheriticum, С. amy-
colatum, C. aurimucosum, C. propinquum, C. falsenii) и 2 штам-
ма C. diphtheriaе (C. diphtheriaе gravis tox- и C. diphtheriaе 
gravis с «молчащим» геном токсигенности (отрицательный в 
тесте Элека и положительный в ПЦР), выделенных из верх-
них дыхательных путей больных острым и хроническим тон-
зиллитом, острым ринитом, с поверхности кожи от больных 
с аллергическими заболеваниями и дерматитами, из урогени-
тального тракта от пациентов с острым и хроническим пие-
лонефритом, острым кольпитом, а также лиц, проходивших 
профилактическое обследование. Штаммы C. non diphtheriaе 
получены из бактериологических лабораторий: МБУЗ ЦГБ 
«Горбольница № 1» г. Гуково Ростовской области, ГБУЗ «Об-
ластная детская больница» г. Ростова-на-Дону, МЛПУЗ ЦГБ 
№ 1 им. Н. А. Семашко г. Ростова-на-Дону.

Идентификацию штаммов C. non diphtheriae проводили 
с помощью бактериологического метода, секвенирования по 
16S рРНК, методом масс-спектрометрии MALDI-ToF MS.

Исследования бактериологическим методом осущест-
вляли в соответствии с МР 4.2.00.20–11. «Фенотипическая 
идентификация бактерий рода Corynebacterium» (утверж-
денных главным государственным санитарным врачом РФ 
21.03.2011. М., 2011. – 55 с.).

Секвенирование штаммов C. non diphtheriae по 
16S рРНК проводили с использованием праймеров 
(ТТАСТАGCGATTCCGACTTCA) для коринебактерий (ЗАО 
«Синтол», Москва). Полученные результаты сравнивали с 
базами данных геномных последовательностей (рибосомная 
дифференциация микроорганизмов, GenBank).

Для проведения MALDI-ToF MS из подозрительных 
на коринебактерии колоний, выращенных на кровяно-
теллуритовом и кровяном агаре, получали чистые культу-
ры, которые наносили на мишень масс-спектрометра (MSP-
чип). Полученные культуры смешивали в чашке Петри в 
объеме 2 мкл матрицы, представляющей собой α-циано-
гидроксикоричную кислоту (HGGA, Bruker Daltonics) в 
50% растворе ацетонитрила и 2,5% трифторуксусной кис-
лоты. Смесь готовили путем добавления 1 мкл органиче-
ского растворителя к 10 мг HGGA, затем смешивали на во-
ртексе в течение 30 мин до полного растворения кристаллов 
гидроксикоричной кислоты. Далее раствор использовали в 
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качестве матрицы для кристаллизации белков. В качестве 
стандарта калибровки использовали коммерческий препа-
рат DH5-alpha E. coli (Bruker bacteria test standart).

Определяли коэффициент совпадения (Score Value). Ре-
зультаты идентификации со значением коэффициента Score 
более 2 считались достоверными. Учет результатов проводи-
ли с помощью прибора Bruker Daltonics Biotyper (Германия) 
с использованием программного обеспечения Flex-control 
для идентификации штаммов рода Corynebacterium и путем 
сравнения со спектрами из базы данных.

Результаты и обсуждение. При видовой идентифика-
ции полное совпадение результатов, полученных тремя ме-
тодами исследования (бактериологического, молекулярно-
биологического, масс-спектрометрического), обнаружено у 26 
(51%) штаммов C. non diphtheriaе. По результатам MALDI-ToF 
MS индекс Score находился в пределах >2 у 24 штаммов (С. 
pseudodiphtheriticum, С. amycolatum), что расценивалось как 
безусловный положительный результат. У двух штаммов С. 
pseudodiphtheriticum Score колебался в пределах 1,878–1,991, 
что свидетельствовало о ненадежной идентификации.

При сравнении результатов, полученных бактериологи-
ческим методом исследования, с данными секвенирования 
по 16S рРНК (золотым стандартом) обнаружено совпаде-
ние результатов у 43 (84,3%) штаммов C. non diphtheriaе (С. 
pseudodiphtheriticum, С. amycolatum, C. diphtheriaе) (табл. 1). 
Несовпадающие результаты обнаружены у 8 штаммов, от-
носящихся к видам С. pseudodiphtheriticum, С. aurimucosum, 
C. propinquum, C. falsenii. Четыре штамма коринебактерий, 
идентифицированных бактериологическим методом как С. 
pseudodiphtheriticum, по результатам секвенирования опреде-
лены как С. aurimucosum (1 штамм), C. propinquum (2 штам-
ма), C. falsenii (1 штамм). Четыре штамма С. pseudodiphthe-

riticum, идентифицированные молекулярно-биологическим 
методом, при бактериологическом исследовании отнесены к 
видам С. pseudotuberculosis (2 штамма), C. parametabolum (1 
штамм), С. amycolatum (1 штамм).

По нашим данным, несовпадение результатов бактерио-
логического и молекулярно-генетического методов иден-
тификации C. non diphtheriaе обнаружено в 15,7% случаев. 
Причины ложных результатов бактериологического иссле-
дования могут заключаться в следующем. С одной сторо-
ны, некоторые из неправильно идентифицированных бакте-
риологических видов (С. pseudotuberculosis, С. amycolatum, 
C. falsenii) имеют вариабельные биохимические признаки 
(нитратредуктазная, уреазная, пиразинамидазная актив-
ность, способность разлагать мальтозу и сахарозу). С дру-
гой стороны, метаболическая инертность некоторых видов 
(С. amycolatum), липофильность (почти 85% коринебакте-
рий, входящих в состав нормальной микрофлоры организма 
человека, в разной степени липофильны) и гидрофобность  
C. non diphtheriaе способствуют схожести их фенотипиче-
ских проявлений. Все это ведет к искажению результатов 
бактериологического исследования.

При сравнении результатов, полученных масс-спектро-
метрическим методом и секвенированием по 16S рРНК со-
впадение результатов обнаружено только у 29 (57,0%) штам-
мов C. non diphtheriaе, относящихся к видам С. pseudodiphthe-
riticum и C. propinquum. Данные масс-спектрометрического 
исследования 22 штаммов C. non diphtheriaе (С. pseudo-
diphtheriticum – 4 , C. propinquum – 17, C. minutissimum – 1) 
не подтверждены секвенированием по 16S рРНК (табл. 2). 
Большинство из них (С. pseudodiphtheriticum – 4 штамма, 
C. propinquum – 11 штамов) имели при MALDI-ToF MS ин-
декс Score более двух. У 7 штаммов C. non diphtheriaе (C. 
propinquum – 6, C. minutissimum – 1) значения индекса Score 
были недостаточно достоверными и колебались в пределах 
1,7–1,999. У одного штамма, идентифицированного с помо-
щью MALDI-ToF MS как C. propinquum, индекс Score для 
данного вида был более 2, а для С. falsenii – 1,890–1,899, при-
чем данный микроорганизм определен секвенированием как 
С. falsenii.

По результатам масс-спектрометрического и моле-
кулярно-генетического методов идентификации C. non 
diphtheriaе несовпадение выявлено в 43,7% случаев. Наи-
более часто (у 17 из 22 штаммов) несовпадения выявлены 
среди генетически близкородственных видов С. pseudodiph-
theriticum и C. propinquum. Два штамма C. diphtheriaе gravis 
(нетоксигенный и с «молчащим» геном токсигенности) по 
результатам MALDI-ToF MS идентифицированы как С. 
pseudodiphtheriticum и C. propinquum, что свидетельствует 
о недостаточной эффективности масс-спектрометрического 
исследования для идентификации близкородственных видов 

C. non diphtheriaе и штаммов C. diphtheriaе.
Выводы. 1. Для идентификации C. diphtheriaе 

бактериологический метод эффективен. Для 
точного установления видовой принадлежно-
сти коринебактерий с вариабельными биохими-
ческими свойствами необходимо использовать 
молекулярно-генетический метод исследования.

2. Масс-спектрометрический (MALDI-ToF 
MS) метод требует дальнейшего совершенство-
вания и пополнения баз данных для определе-
ния более широкого спектра представителей 
рода Сorynebacterium.
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Т а б л и ц а  1
Несовпадающие результаты при идентификации 
Corynebacterium non diphtheriaе бактериологическим методом и 
секвенированием по 16S-pРНК

Бактериологический 
метод

Секвенирование  
по 16S-pРНК

Количество 
результатов  

(n = 8)

С. pseudodiphtheriticum С. aurimucosum 1
С. pseudodiphtheriticum C. propinquum 2
С. pseudodiphtheriticum C. falsenii 1
С. pseudotuberculosis С. pseudodiphtheriticum 2
С. paurometabolum С. pseudodiphtheriticum 1
С. amycolatum С. pseudodiphtheriticum 1

Т а б л и ц а  2
Несовпадающие результаты при идентификации Corynebacterium non diphtheriaе 
методом MALDI-ToF MS и секвенированием по 16S-pРНК

MALDI-ToF MS Cеквенирование по 16S-
pРНК

Количество 
результатов 

(n = 22)вид Score Value

С. pseudodiphtheriticum > 2 С. aurimucosum 1
С. pseudodiphtheriticum > 2 C. propinquum 2
С. pseudodiphtheriticum > 2 С. diphtheriae 1
C. propinquum > 2 С. pseudodiphtheriticum 10
C. propinquum >2 С. diphtheriae 1
С. minutissimum 1,900–1,999 С. pseudodiphtheriticum 1
C. propinquum 1,900–1,999 С. pseudodiphtheriticum 4
C. propinquum 1,7–1,799 С. pseudodiphtheriticum 1
C. propinquum/C. falsenii > 2/1,800–1,899 C. falsenii 1
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Хромато-масс-спектрометрическое исследование микробных жирных 
кислот в биологических жидкостях человека и их клиническая 
значимость

ООО «МедБазис», 199034, г. Санкт-Петербург; Санкт-Петербургская государственная химико-фармацевтическая 
академия, 197376, г. Санкт-Петербург; Академическая группа акад. РАМН Ю.Ф. Исакова (при НЦ ССХ им. А.Н. Бакулева); 
Детская городская клиническая больница № 13 им. Н.Ф. Филатова, 123001, г. Москва; ФГБУ Всероссийский центр 
экстренной и радиационной медицины им. А.М. Никифорова, 194044, г. Санкт-Петербург

Метод масс-спектрометрии микробных маркеров (МСММ) известен 20 лет. Он описан в ряде научных публикаций, дис-
сертациях и методической литературе, прошел регистрацию в Росздравнадзоре и разрешен к применению в качестве новой 
медицинской технологии в медицинских учреждениях на территории Российской Федерации (“Оценка микроэкологическо-
го статуса человека методом хромато-масс-спектрометрии”, разрешение ФС № 2010/038 от 24.02.10). Метод МСММ 
только начал формироваться как инструмент клинического рутинного анализа и мониторинга микроэкологического ста-
туса, инфекции и дисбиозов в клинической и амбулаторной практике. Описание технологии МСММ в таком аспекте тре-
бует иного, чем было сделано ранее, подхода к введению клинических лаборантов и врачей в метод. Подробно дается обо-
снование видовой специфичности состава жирных кислот и (жирных) альдегидов клеточной стенки микроорганизмов как 
основы их видовой дифференциации в чистой культуре. Объясняется выбор молекулярных маркеров для их детектирования 
в крови и другом клиническом материале с целью дальнейшей реконструкции состава микробного сообщества (микроэко-
логии) человека по крови или расчет состава микст-инфекции в органах по материалу из очага воспаления – моче, ликвору, 
мокроте, экссудату, дренажу и аналогичным пробам, содержащим химическую информацию о микробах.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микроэкологический статус; метод масс-спектрометрии микробных маркеров; метод газовой 
хроматографии – масс-спектрометрии; дисбиозы; гидроксикислоты липополисахарида; плаз-
малоген.
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