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ции культур, изолируемых из объектов окружающей 
среды. 

Цель исследования – оценка эффективности при-
менения прямого белкового профилирования на 
основе MalDI-ToF масс-спектрометрии для иден-
тификации микроорганизмов рода Vibrio в системе 
мониторинга вибриофлоры поверхностных водое-
мов.

Материалы и методы
В работе проведено исследование 583 морфоло-

гически сходных с холерным вибрионом колоний, 
отобранных с плотных питательных сред в ходе бак-
териологического исследования 1872 проб из объек-
тов окружающей среды иркутска в 2012–2013 гг. 

Бактериологически принадлежность исследуе-
мых культур к роду Vibrio определялась в соответ-
ствии с МУк «Лабораторная диагностика холеры» 
[19]. для предварительной идентификации исполь-
зовались определение индофенолоксидазы, оценка 
типа расщепления глюкозы, подвижности и декар-
боксилазной/дигидролазной активности в отноше-
нии аминокислот. окончательная идентификация 
культур проводилась по комплексу культурально-
морфологических, биохимических, серологических 
тестов. 

Масс-спектрометрическому исследованию под-
вергались колонии после предварительной по-
становки ориентировочной реакции агглютина-
ции со специфическими холерными о1-, о139- и 
RO-сыворотками. Подготовка образцов для масс-
спектрометрического анализа неагглютинирующих-
ся холерными сыворотками культур осуществлялась 
прямым нанесением исследуемой культуры на MSP-
чип (МSр96, «bruker Daltonics», Германия) с после-
дующим наслаиванием 1 мкл насыщенного раство-
ра матрицы (α-циано-4-гидроксикоричная кислота в 
50 % ацетонитрила и 2,5 % трифторуксусной кисло-
ты). для агглютинирующихся культур проводилась 
предварительная экстракция белка посредством об-
работки микробной взвеси этиловым спиртом и 70%  
муравьиной кислотой с последующим добавлением 
ацетонитрила. По окончании экстракции по 1 мкл 
супернатанта анализируемых образцов переноси-
лось в лунки MSP-чипа, образцы подсушивались на 
воздухе, сверху наносился 1 мкл матрицы. В каче-
стве калибровочного стандарта и положительного 
контроля использовался белковый экстракт штамма 
E. coli Dh5a (ref. № 255343; «bruker Daltonics», Гер-
мания). 

Получение спектров осуществлялось в автома-
тическом режиме на масс-спектрометре Microflex™ 
lT MalDI-TоF («bruker Daltonics», Германия) с ис-
пользованием программы Flex control (ver. 3.3, build 
108). Белковые паттерны идентифицировались в 
программе MalDI biotyper 3.0 («bruker Daltonics», 
Германия), база данных которой была расширена 
нами ранее за счет внесения референсных спек-
тров штаммов V. cholerae [14, 16]. Таксономическая 

Глобализация в современном мире оказывает 
существенное влияние на эпидемический процесс, 
способствуя ускорению темпов распространения 
инфекционных заболеваний как на внутриконти-
нентальном, так и на межконтинентальном уровне, 
изменению биологических свойств возбудителей, 
трансформации среды обитания микроорганизмов, 
снижению резистентности макроорганизма [1]. Эти 
тенденции свойственны и для холеры, ситуация по 
которой в мире характеризуется высокими показате-
лями заболеваемости за счет вовлечения в эпидеми-
ческий процесс новых регионов, появлением изме-
ненных форм возбудителя с повышенным патоген-
ным потенциалом, вероятностью завоза инфекции 
на свободные от холеры территории, в том числе 
невыявленными вибрионосителями, больными лег-
кими и стертыми формами или больными в инку-
бационном периоде болезни, что определяет риск 
попадания возбудителя в поверхностные водоемы и 
накопления его в благоприятных экологических ни-
шах [2–5].  С учетом этого важная роль в системе 
эпидемиологического надзора за холерой в рф от-
водится мониторинговым исследованиям, направ-
ленным на своевременную индикацию и идентифи-
кацию возбудителя в объектах окружающей среды. 
одной из актуальных задач совершенствования 
микробиологического мониторинга особо опасных 
инфекций является внедрение современных высоко-
технологичных подходов к детекции генетических, 
белковых и антигенных детерминант патогена на 
основе геномного, протеомного, иммунохромато-
графического и других видов анализа [6, 7].  

В последние годы интенсивно развивается техно-
логия идентификации микроорганизмов на основе 
профиля референсных белков микробной клетки с 
использованием MalDI ToF (Matrix-assisted lazer 
Desorption/Ionization Time-of-Flight – матрично-
активированная лазерная десорбция/ионизация с 
времяпролетным разделением) масс-спектрометрии. 
Принцип идентификации с применением Mal-
DI-ToF заключается в сопоставлении белковых 
паттернов исследуемого микроорганизма с масс-
спектрами базы данных и определении на основа-
нии этого его таксономической принадлежности [8]. 
MalDI-ToF масс-спектрометрический анализ ха-
рактеризуется высокой специфичностью, скоростью 
и простотой постановки, успешно применяется в 
клинической лабораторной диагностике широко-
го круга инфекций [8–10]. Высокая эффективность 
масс-спектрометрии показана при идентификации 
и углубленной характеристике холерного вибриона, 
других микроорганизмов рода Vibrio и близкород-
ственных таксономических групп [11–17], бакте-
риологическом исследовании балластных вод мор-
ских судов [18]. Учитывая информативность и экс-
прессность MalDI-ToF масс-спектрометрического 
анализа, существует необходимость исследования 
перспектив внедрения метода в схему лабораторной 
диагностики холеры для ускоренной идентифика-
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принадлежность микроорганизма и достоверность 
идентификации определялись в соответствии со 
значением индекса совпадения (score value – SV). 

Выборочная геноидентификация культур осу-
ществлялась на основании определения нуклеотид-
ной последовательности таксономически информа-
тивных генов – rpoB и 16S rRNA [20, 21]. дНк из 
исследуемых образцов экстрагировалась с исполь-
зованием стандартных наборов рибоПреп (фБУН 
«ЦНииЭ» роспотребнадзора, Москва), для ампли-
фикации использовалось 10 нг дНк. амплификация 
проводилась с использованием указанных в табл. 1 
праймеров [22, 23] по программе: стартовая денату-
рация 95oС – 5 мин; 32 цикла: 95oС – 40 с,  60oС –   40 
с, 72oС – 90 с; заключительная элонгация 72oС – 5 
мин.  ампликоны очищались ферментной смесью 
(10 ед экзонуклеазы I и 1 ед щелочной фосфатазы). 
Секвенирование генов rpoB и 16S rRNA выполня-
лось  с  прямого и обратного праймеров с использо-
ванием abI Prism bigDye v.1.1 Terminator cycle Se-
quencing Ready Reaction Kit и дНк-анализатора abI 
Prism 3500 Genetic analyzer («applied biosystems», 
СШа). 

консенсусные последовательности секвени-
рованных фрагментов дНк определялись с при-
менением программы VectorNTI v. 10.0 (Invitrogen 
corp., СШа). для идентификации на основании 
сопоставления нуклеотидных последовательностей 
генов rpoB и 16S rRNA исследуемых штаммов с по-
следовательностями базы данных Genbank исполь-
зовалась программа blastn пакета программ blaST 
(basic local alignment Search Tool, http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/blast.cgi). Последовательности гена 16S 
rRNA дополнительно анализировались с использо-
ванием базы данных проекта RDP версия 11,2 (Ri-
bosomal Database Project, http://rdp.cme.msu.edu, со-
держит информацию о 2 922 433 аннотированных 
последовательностях гена 16S rRNA) и сетевого ре-
сурса Ridom 16S rDNa (Ribosomal Differentiation of 
Microorganisms, http://www.ridom.de/rdna), позволя-
ющих проводить on line идентификацию микроорга-
низмов по структуре указанного гена. При определе-
нии таксономической принадлежности оценивался 

уровень гомологии исследуемых локусов с соответ-
ствующими нуклеотидными последовательностями 
генов типовых штаммов из коллекций бактериаль-
ных культур (NcTc, aTcc) или последовательно-
стями штаммов, принятых в качестве референсных 
при молекулярно-генетических исследованиях (в 
частности, штамм V. cholerae eltor N16961) (см. табл. 
1). кластерный анализ проводился с использовани-
ем инструментов программы bionumerix 6.0 (ap-
plied Maths, Бельгия) по алгоритму uPGMa. Нукле-
отидные последовательности фрагментов генов 16S 
rRNA и rpoB депонированы в Genbank под инвен-
тарными номерами KM209331-209333, KM262182-
262187, кМ364530-364536, кМ396324-396334.

Чувствительность и специфичность методов 
идентификации оценивались в соответствии с реко-
мендациями, представленными в курсе доказатель-
ной медицины университета штата Мичиган, СШа 
(http://omerad.msu.edu/ebm/Diagnosis/Diagnosis4.
html).

Результаты и обсуждение
Микробиологический мониторинг вибриофлоры 

поверхностных водоемов иркутска проводится еже-
годно в 16 стационарных эпидемиологически обо-
снованных точках. В летне-осенний период 2012-
2013 гг. из водных объектов иркутска исследовано 
1872 пробы воды и иловых отложений. В процессе 
микробиологического анализа указанных проб с 
плотных питательных сред отобраны 583 колонии, 
морфологически сходные с холерным вибрионом. 
Предварительная бактериологическая идентифика-
ция показала принадлежность к Vibrio cholerae 170 
колоний из 65 проб воды и ила, к V. fluvialis – 9 ко-
лоний из 4 проб и  к V. metschnikovii  – 6 колоний 
из 4 проб  (табл. 2). Среди отнесенных к  V. chol-
erae  культур по результатам окончательной иден-
тификации две охарактеризованы как V. cholerae el-
tor о1-серогруппы, остальные – как V. cholerae не  
о1/о139-серогрупп.  

MalDI-TоF масс-спектрометрически иден-
тифицировано как V. cholerae  220 колоний из 77 
проб с индексом совпадения в диапазоне от 2,21 

Т а б л и ц а  1
Последовательности праймеров и референсные штаммы для анализа генов  rpoB и 16S rRNA

Ген Последовательность праймеров 5’–3’ источник 
литературы

референсная нуклеотидная последовательность

наименование и номер штамма регистраци-онный номер в 
Genbank

rpoB  
(RNa polymerase 
beta subunit)

1110F  GTaGaaaTcTaccGcaTG aTG 23 V. cholerae N16961 ае003852.1

cM32b cGGaacGGccTGacGTTGcaT V. metschnikovii LMG 11664 FN423806.1

V. fluvialis 2403-00 EF064368

16S rRNA  
(16S ribosomal 
RNA) 

519F caGcMGccGcGGTaaTwc 22 V. cholerae N16961 ае003852.1

1406R  acGGGcGGTGTGTRc V. metschnikovii NcTc 11170 X74712

V. fluvialis NR_119053

aTcc 33809
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(достоверная идентификация до рода, вероятная – 
до вида) до 2,69 (достоверная идентификация до 
вида). При этом достоверная идентификация до 
вида (SV выше 2,30) установлена в 99,1 % случаев 
(218 колоний). 

Соответственно по результатам масс-спектро-
метрического анализа за период 2012–2013 гг. иден-
тифицировано 77 культур холерного вибриона, тог-
да как при бактериологическом исследовании их 
количество составило 65. отрицательный результат 
бактериологической идентификации группы масс-
спектрометрически положительных культур V. chole- 
rae (n=12) во всех случаях оказался обусловлен их 
активностью в отношении аминокислот, а именно 
наличием не только декарбоксилаз лизина и орни-
тина, но и дигидролазы аргинина, что не позволя-
ет отнести их к роду Vibrio виду cholerae. При этом 
повторный анализ декарбоксилазной/дигидролаз-
ной активности с интервалом 7 дней у трех культур 
выявил типичную для V. cholerae характеристику, 
остальные сохранили исходные фенотипические 
свойства. 

Что касается других представителей рода Vibrio, 
то при прямом белковом профилировании 10 колоний 
(из 5 проб) идентифицировано как V. fluvialis и 13 (из 6 
проб) – как V. metschnikovii. Необходимо отметить, что 
идентификация по белковому паттерну V. metschnikovii 
прошла лишь на уровне «вероятной до рода» с индек-
сом совпадения, не превышающим 1,97.  

На основании полученных данных проведен рас-
чет диагностической чувствительности и специфич-
ности MalDI-TоF масс-спектрометрической иден-
тификации в сравнении с бактериологической. В 
результате установлено, что чувствительность масс-
спектрометрии составила 100 % (все отнесенные по 
данным бактериологического анализа к роду Vibrio 
колонии соответствовали указанному роду и по бел-
ковому профилю). Специфичность же метода опре-
делена на уровне 85,4 %, что обусловлено наличием 
колоний, белковые спектры которых соответствуют 
спектрам микроорганизмов рода Vibrio (V. cholerae, 
V. fluvialis, V. metschnikovii) из базы данных MalDI 

biotyper 3.0, не относящихся к указанным таксонам 
по бактериологическим тестам. 

расхождение результатов идентификации ряда 
культур с использованием классического бактерио-
логического метода и прямого белкового профили-
рования определяет необходимость их дальнейшего 
изучения. В настоящее время в качестве альтерна-
тивного высокоэффективного метода в таксономии 
и изучении филогении микроорганизмов использу-
ется геноидентификация, основанная на изучении 
таксономически информативных маркеров. одним 
из широко применяемых с этой целью стандартных 
генетических маркеров является ген, кодирующий 
синтез 16S rRNA. Указанный ген присутствует в гено-
ме практически всех микроорганизмов, часто в виде 
множественных копий, характеризуется достаточной 
для анализа протяженностью и в меньшей степени 
подвержен изменчивости во времени [20]. для досто-
верной видовой идентификации микроорганизмов по 
структуре гена 16S rRNA единых требований не уста-
новлено, но рекомендован ряд критериев – в частно-
сти размер анализируемого участка гена должен со-
ставлять не менее 500–525 п.о.; при отнесении к тому 
или иному виду идентичность анализируемых нуклео- 
тидных последовательностей должна быть не менее 
99 % по сравнению с типовыми или референсными 
штаммами [20, 24]. Вместе с тем в ряде  случаев ви-
довая дифференциация микроорганизмов отдельных 
родов, в том числе и некоторых видов рода Vibrio, с 
использованием данного генетического маркера за-
труднена в связи с его высокой консервативностью 
[18, 20, 25]. Поэтому в бактериальной таксономии 
для идентификации предложено использовать анализ 
структуры другого универсального гена «домашне-
го хозяйства» – rpoB, кодирующего β-субъединицу 
рНк-полимеразы. Более высокий уровень диверген-
ции нуклеотидных последовательностей гена rpoB 
в сравнении с геном 16S rRNA в отдельных таксоно-
мических группах дает основание рассматривать его 
в качестве эффективного инструмента микробной 
идентификации как на видовом, так и на внутривидо-
вом уровне [21, 26]. 

Т а б л и ц а  2
Результаты MALDI-ToF масс-спектрометрической и бактериологической идентификации 

Год количество 
исследо-
ванных 
колоний

идентифици-
рованный вид 

микроорганизма

результаты идентификации

MalDI-ToF масс-спектрометрический анализ бактериологический анализ1

количество иден-
тифицированных 

колоний

max score value количество 
идентифициро-
ванных культур

количество 
идентифициро-
ванных колоний

количество 
идентифициро-
ванных культур

2012 179 V. cholerae 30 2,12–2,58 21 26 20

V. fluvialis 2 2,25–2,31 2 1 1

2013 404 V. cholerae 190 2,34–2,69 56 144 45

V. fluvialis 8 2,25–2,38 3 8 3

V. metschnikovii 13 1,87–1,97 6 6 4

П р и м е ч а н и е . 1 – предварительная идентификация по комплексу культурально-морфологических и биохимических тестов (индофенолоксидаза, 
окисление и ферментация глюкозы, декарбоксилазная и дигидралазная активность в отношении аминокислот).
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основываясь на этих данных, для уточнения диа-
гностических параметров  масс-спектрометрической 
идентификации изучаемых культур и подтвержде-
ния их таксономической принадлежности нами про-
ведена выборочная геноидентифиция на основании 
секвенирования фрагментов двух генов: 16S rRNA 
и rpoB. Структура указанных локусов определялась 
в геноме 9 культур, идентифицированных по масс-
спектрометрии как V. choleare (в том числе 2 культу-
ры бактериологически охарактеризованы как V. chol-
erae не о1/о139 №1-13, 10-13, 1 – V. cholerae eltor о1 
ctxA+ tcpa+ № и-1300, 1 – V. cholerae eltor о1 ctxA- 
tcpa+ № и-1501, 1 - V. cholerae eltor о1 ctxA- tcpa- № 
и-1447 и 4 – по комплексу бактериологических те-
стов к роду Vibrio не относятся, условно обозначен-
ные как «колонии 1-4»); трех культур – V. metschnik-
ovii («колонии 5, 6», отнесенные к указанному виду 
по масс-спетрометрии с низким SV и бактериоло-
гически подтвержденная культура с низким SV – V. 
metschnikovii 1-13); трех культур V. fluvialis («колония 
7», идентифицированная по масс-спектрометрии и 
две культуры V. fluvialis, принадлежность к данному 
виду которых определена как бактериологически, так 
и по белковому профилю) (табл. 3). 

В результате при анализе гена 16S rRNA с исполь-
зованием пакета программ blaST все исследуемые 
культуры V. cholerae (n=9) продемонстрировали высо-
кий процент идентичности (от 99,74 до 100 %) нуклео-
тидной последовательности данного гена с последова-
тельностью референсного штамма V. cholerae N16961. 
При этом различия анализируемого участка гена по 
двум позициям выявлены у двух штаммов, отнесенных 
к V. cholerae как по масс-спектрометрическим, так и по 
бактериологическим данным. Установленный уровень 
гомологии нуклеотидных последовательностей гена 
16S rRNA подтверждает принадлежность взятых в ис-
следование культур к V. cholerae. аналогичный резуль-
тат идентификации получен и при анализе указанных 
культур с применением базы данных проекта RDP. 
определение же таксономической принадлежности в 
проекте Ridom 16S rDNA оказалось невозможным в 
связи с отсутствием в базе данных информации о ми-
кроорганизмах рода Vibrio. 

Также по структуре гена 16S rRNA подтверждена 
принадлежность к виду трех тестируемых культур 
V. fluvialis как с использованием blaST (идентич-
ность с референсной последовательностью от 99,74 
до 100 %), так и RDP.

Т а б л и ц а  3
Результаты выборочной геноидентификации культур, отнесенных к роду Vibrio по данным MALDI ToF масс-спектрометрии

Наименование 
исследуемого 

образца

Принад-
лежность к 

роду Vibrio по 
данным бакте-
риологической 
идентифика-

ции1

данные MalDI ToF  
масс-спектрометрии

результаты геноидентификации

идентифициро-
ванный вид

max 
score 
value

анализируе-
мый участок 
гена рефе-
ренсного 
штамма2

rpoB % 
иден-
тично-

сти

16S rRNA % иден-
тично-

стиидентифициро-
ванный вид

анализируе-
мый  участок 

гена референс-
ного штамма2

идентифициро-
ванный вид

колония 1 Не относится V. cholerae 2,53 1303–2102 V. cholerae 99,75 566-1336 V. cholerae 100,00

колония 2 " V. cholerae 2,39 1303–2102 V. cholerae 99,75 566-1336 V. cholerae 100,00

колония 3 " V. cholerae 2,47 1303–2102 V. cholerae 99,88 566-1336 V. cholerae 100,00

колония 4 " V. cholerae 2,57 1303–2102 V. cholerae 99,25 566-1336 V. cholerae 100,00

V. cholerae не 
о1/о139 1-13

V. cholerae V. cholerae 2,46 1303–2102 V. cholerae 98,75 566-1336 V. cholerae 99,74 

V. cholerae не 
о1/о139 10-13

V. cholerae V. cholerae 2,47 1303–2102 V. cholerae 99,75 566-1336 V. cholerae 100,00

V. cholerae 
и-1300

V. cholerae V. cholerae 2,71 1303–2102 V. cholerae 100,00 566-1336 V. cholerae 100,00

V. cholerae 
и-1501

V. cholerae V. cholerae 2,55 1303-2102 V. cholerae 100,00 566-1336 V. cholerae 100,00

V. cholerae 
и-1447

V. cholerae V. cholerae 2,52 1303–2102 V. cholerae 99,62 566-1336 V. cholerae 99,74

колония 5 Не относится V. metschnikovii 1,97 1–871 V. metschnikovii 100,00 576–1355 V. metschnikovii 99,49

колония 6 " V. metschnikovii 1,97 1–871 V. metschnikovii 99,54 576–1355 V. metschnikovii 99,49

V. metschnikovii 
1-13

V. metschnikovii V. metschnikovii 1,91 1–871 V. metschnikovii 95,06 576-1355 V. metschnikovii 99,23

колония 7 Не относится V. fluvialis 2,25 14–821 V. fluvialis 99,75 563–1396 V. fluvialis 100,00

V. fluvialis 2-12 V. fluvialis V. fluvialis 2,31 14–821 V. fluvialis 99,75 563-1396 V. fluvialis 100,00

V. fluvialis 1-13 V. fluvialis V. fluvialis 2,38 14–821 V. fluvialis 99,38 563–1396 V. fluvialis 99,74

П р и м е ч а н и е . 1 – предварительная идентификация по комплексу культурально-морфологических и биохимических тестов (индофенолоксидаза, 
окисление и ферментация глюкозы, декарбоксилазная и дегидралазная активность в отношении аминокислот); 2 – указаны нуклеотидные позиции гена 
референсного штамма. Штаммы, используемые в качестве референсных, представлены в табл. 1.
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У культур, отнесенных по профилю констант-
ных белков к V. metschnikovii, при сопоставлении 
с базой данных Genbank установлена большая ва-
риабельность последовательности гена 16S rRNA 
– выявлено от 3 до 7 замен на анализируем участ-
ке гена. При этом следует отметить, что у  одной 
культуры («колония 6») обнаружен полиморфизм 
фрагмента 16S rRNA, проявляющийся в регистра-
ции на хроматограмме двойных пиков в позициях 
1133 (a/G), 1134 (a/c), 1141 (T/G) и 1142 (T/c) гена 
типового штамма V. metschnikovii NcTc 11170 (рис. 
1, а). Учитывая интенсивность отдельных пиков на 
одной из хроматограмм, можно предположить, что 
доминирующей является аллель с нуклеотидами a, 
c, G, T в данных позициях, которая соответствует 
структуре гена типового штамма V. metschnikovii 
NcTc 11170. другая аллель, по всей вероятности, 
содержит нуклеотиды G, c, G, c в вариабельных по-
зициях и полностью соответствует структуре данно-
го участка гена 16S rRNA другого типового штамма  
V. metschnikovii NbRc 103153 (NR_114220). факт 
полиморфизма указанного участка гена подтверж-
ден при повторном поколониальном исследовании 
дНк культуры. Эти данные могут свидетельство-
вать о присутствии в геноме культуры различных ко-
пий гена, однако для подтверждения данного пред-
положения требуется проведение дополнительных 
исследований. известно, что для некоторых групп 
микроорганизмов внутригеномная гетерогенность 
гена 16S rRNA (наличие разных по структуре копий 
в геноме) препятствует достоверному определению 
их таксономического положения [20]. однако в на-
шем исследовании при выравнивании нуклеотидных 
последовательностей гена 16S rRNA анализируемых 
культур по алгоритму blastn максимальное сходство 
установлено с депонированными в Genbank вибри-

онами Мечникова и расчет уров-
ня гомологии позволяет иденти-
фицировать эти культуры как V. 
metschnikovii (идентичность от 
99,03 до 99,58%). отношение к 
указанному таксону анализируе-
мых культур определено и в RDP 
(рис. 1, б).  

Уровень гомологии нуклеотид-
ных последовательностей фраг-
мента гена rpoB всех анализируе-
мых культур V. cholerae составил 
98,75–100%, V. fluvialis – 99,38–
99,75%, V. metschnikovii – 95,06–
100% в сравнении с  последова-
тельностями референсных штам- 
мов. Учитывая данные литерату-
ры, для установления таксономи-
ческой принадлежности микроор-
ганизмов по структуре гена rpoB 
необходимый уровень гомологии 
последовательностей зависит от 
размера анализируемого фраг-

мента гена: при размере фрагмента от 300 до 600 
п.о. для отнесения к виду гомология с референсным 
штаммом должна составлять не менее 94–95%, при 
размере 600–825 п.о. – 96-97% [21]. отнесение изу-
чаемого микроорганизма к новому виду возможно 
при идентичности полной нуклеотидной последова-
тельности гена rpoB с имеющимися в базах менее 
97,7%, к подвиду одного вида – более 98,8% [21]. 
В соответствии с этими критериями идентификация 
исследуемых культур V. cholerae, V. fluvialis по rpoB 
полностью соответствует результатам определения 
таксономической принадлежности по профилю кон-
стантных белков микробной клетки с использовани-
ем масс-спектрометрии (см. табл. 3). две культуры, 
идентифицированные в MalDI-TоF как V. metschnik-
ovii соответствуют указанному виду и по гену rpoB. 
В структуре анализируемого участка гена rpoB тре-
тьей культуры, отнесенной по бактериологическим 
тестам к V. metschnikovii, выявлены 43 однонуклео-
тидные замены в сравнении с референсным штам-
мом, 42 из которых локализованы в синонимичных 
сайтах. Гомология последовательности на уровне 
95,06% не позволяет достоверно судить о принад-
лежности культуры к V. metschnikovii по структуре 
указанного локуса. При этом для данной культуры 
установлен достаточно низкий индекс совпадения 
белкового паттерна с референсными спектрами ба-
зы MalDI biotyper при масс-спектрометрической 
идентификации (SV 1,91). Невозможность достовер-
ной видовой масс-спектрометрической идентифика-
ции культуры, отнесенной по бактериологическим 
тестам и структуре гена 16S rRNA к V. metschnikovii, 
может быть обусловлена как особенностями ее био-
логических свойств, так и недостаточным количе-
ством видоспецифических масс-спектров в базе 
MalDI biotyper 3,0 (версия содержит масс-спектры 

рис. 1. идентификация V. metschnikovii на основании структуры гена 16S rRNA:  
а – фрагмент хроматограммы, полученной при секвенировании гена 16S rRNA  «колонии 6»; б – 
идентификация с использованием проекта RDP V. metschnikovii 1-13.
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двух штаммов V. metschnikovii lMG 11664 и V47 
IbS). В пользу последнего аргумента свидетель-
ствуют и данные идентификации других культур V. 
metschnikovii, индекс совпадения для которых уста-
новлен на уровне ниже достоверной идентификации 
до рода и вида (см. табл. 3). 

Следует отметить, что в ряде научных исследо-
ваний обозначены проблемы  дифференциации по 
профилю константных белков и структуре генов  
16S rRNA, rpoB отдельных близкородственных ви-
дов рода Vibrio. Так, за счет высокого сходства ну-
клеотидной последовательности 16S rRNA затруд-

нена дифференциация штаммов  
V. alginolyticus и  V. parahaemo-
lyticus по данному локусу [18, 25].  
R. Dieckmann и соавт. [12] указы-
вают на невозможность разделе-
ния по масс-спектрометрическим 
профилям и гену rpoB идентифи-
цированных по биохимическим 
тестам как V. fluvialis- и V. furnissii  
штаммов, поскольку известно, 
что нуклеотидная последова-
тельность гена β-субъединицы 
рНк-полимеразы у данных ви-
дов характеризуется высокой 
гомологией. анализируемый в 
настоящей работе  участок гена 
rpoB включает 13 позиций, диф-
ференцирующих типовые штам- 
мы V. fluvialis и V. furnissii. При 
этом у всех включенных в иссле-
дование культур («колония 5»,  
V. fluvialis 2–12, V. fluvialis 1–13) 
в данных позициях идентифици-
рованы нуклеотиды, характерные 
для V. fluvialis. На дендрограмме, 
построенной по алгоритму uPG-
Ma, исследуемые культуры вхо-
дят в группу, сформированную 
штаммами V. fluvialis из базы дан-
ных Genbank, дистанцированную 
от группы штаммов V. furnissii 
(рис. 2, а). дифференциация ис-
следуемых культур и V. furnissii 
установлена и по структуре гена 
16S rRNA – на анализируемом 
участке обнаружено расхождение 
их последовательностей по двум 
позициям, что подтверждается 
и при кластерном анализе груп-
пы V. fluvialis и V. furnissii (рис. 
2, б). При этом, как и в случае с 
другими таксонами, у V. fluvialis 
обнаруживается большая гетеро-
генность нуклеотидной последо-
вательности гена rpoB в сравне-
нии с геном 16S rRNA. Такая же 
закономерность установлена и 

для V. cholerae. кластерный анализ нуклеотидной 
последовательности гена rpoB V. cholerae показал 
100% идентичность с рефересной (штамм V. chol-
erae N16961) только у взятых в исследование в ка-
честве группы сравнения эпидемически опасного 
(и-1300) и потенциально эпидемически опасного 
(и-1501) штаммов о1-серогруппы. Нетоксигенные 
же V. cholerae eltor о1-серогруппы и все вибрионы 
не о1/о139 оказались вариабельны по этому гену и 
дифференцируются на 5 генотипов с числом вариа-
бельных позиций от 1 до 7 (рис. 3). основываясь на 
этих данных, можно предположить наличие ассоци-

рис. 2. дендрограмма, построенная по алгоритму uPGMa на основании сопостав-
ления таксономически информативных генов V. fluvialis и V. furnissii.
а – ген rpob (размер анализируемого фрагмента гена 808 п.о.).
б – ген 16S rRNa  (размер анализируемого фрагмента гена 834 п.о.).
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ации между структурой гена rpoB и эпидемической 
опасностью холерного вибриона. однако, в работе 
F. Schirmeister и соавт. [27] идентифицированы изо-
лированные от пациентов нетоксигенные V. cholerae 
не о1/о139, характеризующиеся 100% гомологи-
ей нуклеотидной последовательности гена rpoB с 
токсигенными штаммами. Поэтому для уточнения 
вопроса о взаимосвязи эпидемической опасности 
и особенностей структурной организации данного 
генетического локуса необходимо проведение даль-
нейших исследований.  

В целом, анализируя полученные результа-
ты, следует заключить, что установленная масс-
спектрометрически принадлежность культур к V. 
cholerae и V. fluvialis в 100% случаев подтверждена 
при геноидентификации на основании структуры ге-
нов 16S rRNA и rpoB. Выявленный низкий коэффици-
ент совпадения масс-спектров трех анализируемых 
культур (определенных как V. metschnikovii с вероят-
ной идентификацией до рода) с референсными спек-
трами базы данных, подтвержденный в одном случае 
(V. metschnikovii 1–13) недостаточным для иденти-
фикации уровнем гомологии гена rpoB, требует до-
полнительного изучения данных культур. для окон-
чательного установления их таксономической при-
надлежности и решения вопроса о необходимости 
внесения дополнительных спектров V. metschnikovii 
в базу MalDI biotyper целесообразны определение 
полной нуклеотидной последовательности генов 16S 
rRNA и rpoB, изучение внутригеномной вариабель-
ности гена 16S rRNA, а также привлечение допол-
нительных методов идентификации этих культур на 
основании изучения биохимической активности. 

Сопоставление же данных 
протеомной и генетической иден-
тификации с бактериологической 
свидетельствует о вероятности 
гиподиагностики на основании 
фенотипических культуральных 
тестов, в частности биохимиче-
ской активности в отношении 
аминокислот, при мониторинго-
вых исследованиях. данный факт 
может быть обусловлен штаммо-
выми особенностями  происходя-
щих в микробной клетке метабо-
лических процессов в различных 
условиях ее существования (в 
данном случае в объектах окру-
жающей среды и в условиях in 
vitro) и постепенной адаптацией к 
культивированию на питательных 
средах с восстановлением соот-
ветствующей роду Vibrio биохи-
мической активности.

Установленная высокая диа-
гностическая чувствительность 
и специфичность масс-спектро-
метрии при исследовании проб 

из объектов окружающей среды определяют целе-
сообразность включения метода в схему микробио-
логического мониторинга вибриофлоры поверх-
ностных водоемов. При этом применение масс-
спектрометрической идентификации возможно на 
этапе как отбора колоний (при достаточном их коли-
честве), так и их идентификации. С учетом требова-
ний биологической безопасности способ подготовки 
материала для исследования должен определяться 
после предварительной постановки ориентировоч-
ной реакции агглютинации с холерными о1–о139- 
и Rо-сыворотками [16]. В дальнейшем бактериоло-
гическая идентификация отнесенных при прямом 
белковом профилировании к V. cholerae не агглю-
тинирующихся холерными сыворотками культур не 
требуется. Что касается идентифицированных масс-
спектрометрически как V. cholerae агглютинирую-
щихся культур, то они должны идентифицироваться 
дополнительно по комплексу бактериологических и 
молекулярно-генетических тестов для определения 
их принадлежности к серогруппе, биовару и оценке 
эпидемической значимости.

Заключение
результаты комплексного исследования позволя-

ют рассматривать MalDI-TоF масс-спектрометрию 
как высокоэффективный метод ускоренной иденти-
фикации морфологически сходных с микроорганиз-
мами рода Vibrio колоний в процессе мониторинга 
вибриофлоры объектов окружающей среды. Приме-
нение MalDI-TоF масс-спектрометрии обеспечи-
вает повышение качества диагностики, сокращение 
сроков определения таксономической принадлеж-

рис. 3. дендрограмма, построенная по алгоритму uPGMa на основании сопоставления 
фрагмента гена rpob V. cholerae (размер анализируемого фрагмента гена 800 п.о.).
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