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К одному из важных направлений деятельности 
коллекций микроорганизмов относится установле-
ние таксономической принадлежности включаемых 
в коллекционный фонд штаммов, а также подтверж-
дение их аутентичности в процессе воспроизвод-
ства с учетом требований современной систематики 
бактерий. 

В крупных коллекциях патогенных микроор-

ганизмов, в частности Государственной коллекции 
патогенных бактерий ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», 
хранится большое количество штаммов, выделен-
ных на различных территориях России и других 
стран с начала XX века. Таксономическое положе-
ние этих микроорганизмов, указанное в паспортах, 
определялось на момент их идентификации согласно 
нормам таксономии того времени. Современная си-
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Цель работы. Оптимизация алгоритма установления аутентичности штаммов патогенных бактерий и оценка 
его эффективности при проведении номенклатурной ревизии изолятов рода Bacillus из Государственной коллек-
ции патогенных бактерий ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», аутентичность которых вызывала сомнения. Материалы 
и методы. В основу методического подхода заложено применение автоматизированных систем идентификации 
микроорганизмов: бактериологический анализатор Vitek 2, автоматическая станция риботипирования DuPont 
Qualicon RiboPrinter System и масс-спектрометр MicroFlex MALDI Biotyper с последующим проведением ком-
плексного анализа полученных результатов в программе BioNumerics 7.1. Результаты и выводы. Установлено, 
что автоматизированные анализаторы достаточно точно идентифицировали изучаемые микроорганизмы по их ви-
довой принадлежности. Наибольшую эффективность показал Vitek 2, который, в отличие от других анализаторов, 
оказался способен на основе ферментации альфа-маннозидазы выделить штамм B. anthracis СТИ-1 из группы 
бацилл вида B. cereus. Следует отметить, что штамм B. megaterium 5 идентифицирован до вида различными си-
стемами по-разному. Проведенный в программе BioNumerics 7.1 комплексный анализ результатов научных иссле-
дований, полученных с трех приборов, позволил с высокой степенью вероятности отнести штамм B. megaterium 
5 к B. licheniformis. Таким образом, результаты исследования указывают на необходимость включения в алгоритм 
установления аутентичности и таксономической принадлежности коллекционных штаммов при проведении их 
номенклатурной ревизии нескольких подходов с последующим комплексным анализом полученных данных.
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Objective of the study is to optimize the algorithm for authenticity specification of pathogenic bacteria strains and to evaluate its 
efficacy for nomenclature examination of the isolates, Bacillus genus, from the State Collection of Pathogenic Bacteria functioning 
at the premises of RusRAPI “Microbe”, the authenticity of which bore scrutiny. Materials and methods. Methodological approach 
is based on application of automated microorganism identification systems: bacteriological analyzer Vitek 2, automatic ribotyping 
station DuPont Qualicon RiboPrinter System, and mass-spectrometer MicroFlex MALDI Biotyper, followed by complex assessment 
of the results obtained, using BioNumerics 7.1 software product. Results and conclusions. It is established that automated analyzers 
perform reasonably accurate identification of the investigated microorganisms in reference to their specie appurtenance. Vitek 2 shows 
the best efficiency. Unlike other analyzers, it allows for differentiation of B. anthracis STI-1 strain from a group of bacilli, B. cereus 
specie. It is of note that different systems range B. megaterium 5 strain in different ways. Carried out complex analysis of the results, 
obtained from all the three automated devices, using BioNumerics 7.1 software, relegates B. megaterium 5 to B. licheniformis with a 
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Key words: authenticity of the collection strains, bacteriological analyzer Vitek 2, RiboPrinter system, MALDI-TOF mass-spec-
trometry, taxonomy appurtenance, cluster analysis. 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Aleksander V. Osin, e‑mail: rusrapi@microbe.ru
Citation: Osin A.V., Chervyakova N.S., Portenko S.A., Abdrashitova A.S., Kuklev V.E. Application of Automated Microorganism Identification Systems for Verification 

of Taxonomic Appurtenance of the Collection Strains of Pathogenic Bacteria. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2016; 
1:79–83. (In Russ.). DOI: 10.21055/0370‑1069‑2016‑1‑79‑83



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 1

80 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

стематика бактерий окончательно сложилась лишь к 
1980 г. и продолжает постоянно совершенствоваться 
[11]. Понятие вида в микробиологии не имеет столь 
четкого определения, как в случае с высшими расте-
ниями и животными, и основывается на большом ко-
личестве культурально-морфологических, биохими-
ческих, серологических и генетических признаков, 
что приводит к относительно частым уточнениям и 
исправлениям систематической номенклатуры и, как 
следствие, изменению таксономического положения 
микроорганизмов. В связи с этим существует необхо-
димость в периодическом проведении номенклатур-
ной ревизии коллекционных штаммов с целью уточ-
нения их систематического положения на основании 
обновляющихся (или вновь вводимых) признаков, 
характеризующих видовую принадлежность микро-
организма. 

Традиционные методы установления таксономи-
ческой принадлежности микроорганизмов не всегда 
позволяют окончательно идентифицировать некото-
рые бактерии до вида, что является обязательным 
при включении их штаммов в коллекционный фонд. 
Кроме того, при воспроизводстве микроорганизмов 
важно проводить контроль их аутентичности – соот-
ветствие паспортным данным, что особенно важно 
при консервации референтных штаммов, использую-
щихся в производственной и диагностической дея-
тельности [9]. Поэтому необходимо оптимизировать 
алгоритм установления систематического положе-
ния и аутентичности штаммов на основе подходов, 
позволяющих сократить продолжительность анали-
за, избежать субъективности при учете результатов, 
а также обеспечить возможность сохранения полу-
ченных данных в доступном формате и сравнения их 
между собой в процессе накопления материала. 

Наиболее полно указанным критериям соответ-
ствуют автоматизированные системы биохимическо-
го и генетического анализа. В крупных биоресурс-
ных центрах мира, в частности Американской кол-
лекции типовых культур (ATCC), для установления 
аутентичности коллекционных штаммов используют 
комплексный подход, который включает в себя про-
ведение биохимического анализа образцов на авто-

матическом микробиологическом анализаторе Vitek 
2, риботипирование на станции RiboPrinter и масс-
спектрометрический анализ с использованием тех-
нологии MALDI-TOF [10]. 

Целью нашего исследования являлась оптими-
зация алгоритма установления аутентичности кол-
лекционных штаммов в Государственной коллекции 
патогенных бактерий ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 
(ГКПБ) и оценка его эффективности при проведе-
нии номенклатурной ревизии ряда микроорганизмов 
рода Bacillus.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе использо-
вано 19 штаммов рода Bacillus, представленные на 
рис. 1. Штаммы B. megaterium ATCC 14581 и B. sub-
tilis ATCC 6633, помеченные литерой (N), приобре-
тены в компании Bio-Mérieux как тестовые культуры 
в 2014 г. Для изучения культуральных свойств ис-
следуемых штаммов использовали жидкие – мясо-
пептонный бульон и плотные – мясо-пептонный агар 
питательные среды [6]. 

Подтверждение видовой принадлежности изу-
чаемых штаммов проводили стандартными метода-
ми с использованием методик, описанных в ГОСТ 
10444.8-88 [5] и Справочнике Берджи (Bergey’s man-
ual) [7]. 

Идентификацию микроорганизмов с помощью 
автоматизированных систем осуществляли на ми-
кробиологическом анализаторе Vitek II (Bio-Mérieux, 
Франция) с применением тест-системы для иденти-
фикации аэробных спорообразующих палочек семей-
ства Bacilliaceae, а также с использованием DuPont 
Qualicon RiboPrinter® System с набором реагентов 
«EcoR I Riboprinter kit», основанных на биохимиче-
ском и молекулярно-генетическом принципах анали-
за соответственно [4, 10]. Параллельно все исследуе-
мые штаммы проанализировали физико-химическим 
методом идентификации микроорганизмов по их 
белковым профилям с помощью масс-спектрометра 
по технологии MALDI-TOF [2, 12].

Обработку результатов осуществляли в про-
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Рис. 1. Филогенетический анализ результа-
тов риботипирования на автоматической стан-
ции RiboPrinter, проведенный в программе 
Bionumerix 7.1:
Род – родовая принадлежность микроорганизма по па-
спортным данным, Вид – видовая принадлежность ми-
кроорганизма по паспортным данным, Штамм – номер 
штамма по паспортным данным, Вид по результатам 
RiboPrinter – видовая принадлежность микроорганиз-
ма при автоматической идентификации его системой 
RiboPrinter
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грамме BioNumerics v. 7.1 c помощью модулей 
«Character type», «Spectrum type» и «Fingerprint type». 
Коэффициенты подобия рассчитывались на основе 
корреляции Пирсона. Кластерный анализ проводи-
ли по методу невзвешенного попарного среднего – 
UPGMA.

Результаты и обсуждение

В качестве модели нами выбраны штаммы бак-
терий рода Bacillus, аутентичность которых вызывала 
сомнения. Эти микроорганизмы широко востребова-
ны в различных направлениях медицины, биологии, 
сельском хозяйстве, где наиболее часто применяются 
в качестве контрольных, в частности, как гетероло-
гичные, при разработке и проверке качества тест-
систем, предназначенных для детекции возбудителя 
сибирской язвы. 

Видовая дифференциация бактерий рода Bacillus 
затруднена, поскольку отсутствуют единые требо-
вания к определению их таксономической принад-
лежности [1]. Длительное время в ее основе лежал 
традиционный подход изучения фенотипических 
свойств с использованием схемы идентификации ба-
цилл, предлагаемой в девятом издании Справочника 
Берджи по бактериологической систематике, а так-
же ГОСТ 10444.8-88 «Продукты пищевые. Методы 
определения B. сereus», регламентирующий спо-
соб определения B. cereus и близких к нему видов 
[5, 7]. Эти общепринятые методики основаны на 
ферментации углеводов, входящих в состав ограни-
ченного числа дифференциально-диагностических 
сред Гисса, – лактозы, глюкозы, сахарозы, манни-
та, арабинозы, мальтозы, маннозы и галактозы и не 
всегда способны точно идентифицировать видовую 
принадлежность бактерий. Результаты, полученные 
нами с помощью этих тестов, полностью соотноси-
лись с паспортными данными изучаемых штаммов, 
выписанными при их выделении или включении в 
коллекцию. Однако в связи с учетом постоянных из-
менений, вносимых в систематику прокариот, выяв-
лением новых биологических признаков вида, встает 
необходимость в стандартизации подходов к опреде-
лению таксономического положения коллекционных 
штаммов с учетом требований современной таксоно-
мии и применения более новых методик для обеспе-
чения этого процесса.

Проведение таких исследований в последние 
годы стало возможно с помощью автоматическо-
го микробиологического анализатора Vitek 2, по-
зволяющего группировать организмы на основании 
взаимного сходства с учетом 40–60 признаков и ин-
терпретировать результаты в день получения чистой 
культуры в полностью автоматическом режиме [3]. В 
процессе идентификации исследуемых штаммов ба-
цилл показано: из 19 штаммов лишь 5 соответству-
ют видовой принадлежности, указанной в паспорт-
ных данных. Это B. cereus 504-Тип и 8, вакцинный 
штамм B. anthracis СТИ-1, а также недавно приобре-

тенные ГКПБ B. megaterium ATCC14581 (N) и B. sub-
tilis ATCC6633 (N). При проведении идентификации 
установлено, что B. mycoides 2 и 10 принадлежат к 
виду B. licheniformis. Также в ходе анализа выявле-
но, что некоторые штаммы, в частности B. subtilis 
ATCC6633, культура которого хранилась в ГКПБ с 
1977 г., не является таковым и представляет собой 
бациллы вида B. cereus, что указывает на невозмож-
ность его использования в научно-практической 
деятельности. Особый интерес вызвал тот факт, что 
штаммы B. pseudoanthracis 4, 103 и B. mesentericus 5 
были определены как B. cereus и B. subtilis, что соот-
ветствует современному названию этих видов в си-
стематике рода Bacillus, представленной в последнем 
издании Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
(рис. 3) [8]. 

Полученные сведения включены в базу данных, 
построенную на основе программного биоинформа-
ционного пакета BioNumerics v. 7.1. Показано, что 
из 46 признаков, использующихся в идентификаци-
онных картах семейства Bacilliaceae и обрабатывае-
мых на анализаторе Vitek 2, в качестве видовых мар-
керов наиболее оптимально подходят 6 субстратов 
(Метил- α-D-глюкопиранозид, Альфа-маннозидаза, 
D-маннит, D-мелецитоза, пируват, D-тагатоза), на 
основе ферментации которых можно с наибольшей 
вероятностью разделить все тестируемые штам-
мы рода Bacillus на 5 видов: B. subtilis, B. cereus, 
B. licheniformis, B. megaterium, B. anthracis.

Следующий этап нашей работы направлен на 
идентификацию исследуемых штаммов молекулярно-
генетическим методом – риботипированием на ав-
томатической станции RiboPrinter с набором, вклю-
чающим фермент рестрикции EcoRI. В целом полу-
ченные результаты автоматической идентификации с 
помощью системы RiboPrinter оказались сопостави-
мы с таковой у Vitek 2, за исключением сведений по 
штамму B. megaterium 5, который идентифицирован 
по риботипу как B. licheniformis. Что касается штам-
ма B. anthracis СТИ-1, использованного в качестве 
контрольного, то он идентифицирован системой 
RiboPrinter лишь до рода – Bacillus spp, поскольку во 
встроенной базе данных отсутствуют профили рибо-
типов возбудителя сибирской язвы (рис. 1). 

Проведенный с помощью программного пакета 
Bionumerix 7.1 анализ рибопринтов позволил раз-
делить все изучаемые штаммы на 5 обособленных 
кластеров, самый большой из которых представлен 
видом B. cereus. Бациллы вида B. subtilis раздели-
лись на две группы. Рибопринты двух штаммов 
оказались более близкими к группе B. cereus, а три 
остальных – к B. licheniformis, которые также пред-
ставлены отдельным кластером. Следует отметить 
обособленное расположение на филогенетическом 
дереве штамма вида B. megaterium. В то же время не 
удалось разделить рибопринты B. anthracis СТИ-1 и 
B. cereus (рис. 1).

На последнем этапе исследуемые штаммы проа-
нализировали с помощью метода масс-спектрометрии 
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по технологии MALDI-TOF. Результаты оказались 
практически идентичны полученным ранее данным, 
за исключением того, что штамм B. megaterium 5 был 
определен как B. cereus. Также был определен только 
до рода вакцинный штамм B. anthracis СТИ-1, что, 
как и в случае с системой RiboPrinter, связано с от-
сутствием сведений о спектрах сибиреязвенных ба-
цилл во встроенной базе данных (рис. 2). 

С применением модуля Spectrum type пакета 
Bionumerix 7.1 проведен кластерный анализ полу-
ченных масс-спектров (рис. 2). На основании этого 
анализа все исследуемые штаммы можно разделить 
на шесть неравнозначных групп, наибольшую из ко-
торых представляли штаммы B. cereus. Как и в слу-
чае с кластерным анализом паттернов рибопринтов, 
масс-спектры не позволили четко выделить из груп-
пы B. cereus штамм B. anthracis СТИ-1. Также следу-
ет отметить, что штаммы вида B. subtilis не сформи-
ровали единого кластера, а разделились на группы, 
которые были близки либо изолятам B. licheniformis, 
либо B. megaterium. Штамм B. subtilis ATCC 6633 
(N) оказался выделен в отдельную ветвь (рис. 2). 
В то же время определенный базой данных масс-
спектрометра как B. cereus, штамм B. megaterium 5 
на основе сопоставления спектров оказался близок к 
штаммам вида B. licheniformis. 

Все результаты, полученные в ходе трех ис-
пользованных подходов, проанализированы про-
граммой Bionumerix 7.1 с применением инструмен-
та «Composite data set», позволяющего проводить 
композиционный анализ данных различных видов 
исследований. Сочетанный кластерный анализ ре-
зультатов микробиологического анализатора Vitek 2, 
системы RiboPrinter и масс-спектрометра MicroFlex 
MALDI Biotyper позволил разделить все изученные 
штаммы на 5 кластеров (рис. 3). В наиболее крупный 

из них вошли все штаммы, идентифицируемые как 
B. cereus. Штамм B. anthracis СТИ-1, который по со-
четанным результатам трех видов анализа был выде-
лен в отдельную группу, располагается в непосред-
ственной близости от первого кластера, указывая тем 
самым на филогенетическое родство между возбуди-
телем сибирской язвы и штаммами вида B. cereus. На 
отдельную ветвь филогенетического дерева вынесен 
оказавшийся единственным использованным в работе 
штамм вида B. megaterium ATCC14581 (N). Культуры 
вида B. licheniformis помещены в отдельный кластер, 
при этом штамм, числящийся по паспортным дан-
ным как B. megaterium 5, а по результатам иденти-
фикации на Vitek 2, RiboPrinter и MALDI Biotyper от-
несенный каждым из этих приборов к видам B. subti-
lis, B. licheniformis и B. cereus соответственно, также 
был включен в эту группу, что указывает на большую 
вероятность принадлежности этого изолята к виду 
B. licheniformis. К последнему филогенетическому 
кластеру отнесены штаммы вида B. subtilis. 

Таким образом, проведена номенклатурная реви-
зия коллекционных штаммов рода Bacillus, аутентич-
ность которых вызывала сомнения. По ее результатам 
штамм B. subtilis ATCC 6633, полученный в 1977 г., 
будет исключен из коллекционного фонда как не соот-
ветствующий своим свойствам и заменен на культуру 
свежеполученного штамма B. subtilis ATCC 6633 (N). 
Что касается остальных микроорганизмов, использо-
ванных в работе, то было подтверждено или уточнено 
их таксономическое положение с внесением соответ-
ствующих изменений в паспорта штаммов. 

Установлено, что каждый из использованных 
анализаторов хорошо зарекомендовал себя при про-
ведении номенклатурной ревизии коллекционных 
штаммов рода Bacillus. При этом можно выделить 
бактериологический анализатор Vitek 2, который 
смог идентифицировать штамм B. anthracis СТИ-1 
на основе его специфического взаимодействия с суб-
стратом Альфа-маннозидаза. Дальнейшее использо-
вание системы RiboPrinter также оправдано высокой 
точностью и полной автоматизацией проводимого 
анализа, при этом для исключения ошибок в иден-
тификации близкородственных организмов, как в 
случае сибиреязвенного микроба и B. cereus, необ-
ходимы дополнительные исследования, направлен-
ные на подбор эндонуклеаз, позволяющих увеличить 
разрешающую способность этого метода. Также для 
проведения верификации таксономической принад-
лежности коллекционных штаммов весьма перспек-
тивным показал себя метод масс-спектрометрии по 
технологии MALDI-TOF.

Тем не менее, некоторые штаммы были иден-
тифицированы различными методами по-разному, 
что указывает на необходимость включения в алго-
ритм установления аутентичности и таксономиче-
ской принадлежности коллекционных штаммов при 
проведении их номенклатурной ревизии нескольких 
подходов с последующим комплексным анализом 
полученных данных.
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Рис. 2. Филогенетический анализ результатов масс-спектро-
метрии на MicroFlex MALDI Biotyper, проведенный в программе 
Bionumerix 7.1: 
Род – родовая принадлежность микроорганизма по паспортным данным, 
Вид – видовая принадлежность микроорганизма по паспортным данным, 
Штамм – номер штамма по паспортным данным, Вид по результатам 
Maldi – видовая принадлежность микроорганизма при автоматической 
идентификации его системой MicroFlex MALDI Biotyper
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Рис. 3. Комплексный филогенетический анализ результатов фенотипического анализа на Vitek 2, риботипирования на автоматиче-
ской станции RiboPrinter и масс-спектрометрии на MicroFlex MALDI Biotyper, проведенный в программе Bionumerix 7.1:
Род – родовая принадлежность микроорганизма по паспортным данным, Вид – видовая принадлежность микроорганизма по паспортным данным, 
Штамм – номер штамма по паспортным данным, Вид по результатамVitek 2 – видовая принадлежность микроорганизма при автоматической иден-
тификации его системой Vitek 2, Вид по результатам RiboPrinter – видовая принадлежность микроорганизма при автоматической идентификации 
его системой RiboPrinter, Вид по результатам Maldi – видовая принадлежность микроорганизма при автоматической идентификации его системой 
MicroFlex MALDI Biotyper


