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оСоБенноСти идентифиКации Burkholderia mallei  
и Burkholderia pseudomallei С ПоМощьЮ МиКроБиологичеСКого анализатора 

VItek 2 COMPACt 30

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград,  
Российская Федерация

для идентификации B. pseudomallei и B. mallei в лабораторной практике широко применяется ав-
томатизированная система Vitek 2, основанная на сравнении биохимического профиля исследуемой 
бактериальной культуры с имеющейся базой данных. цель работы. проведение расширенной фено-
типической характеристики штаммов возбудителей сапа и мелиоидоза, поддерживаемых в коллек-
ции Фкуз «волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» и анализа вариаций 
их биохимических профилей с использованием системы Vitek 2. материалы и методы. с помощью 
Vitek 2 (bioMerieux, Франция) проанализированы биохимические свойства 52 коллекционных штам-
мов B. pseudomallei и B. mallei, выращенных на L-агаре (Difco, сШа) и триптиказо-соевом агаре – 
тса (HiMedia, индия). Выводы и результаты. большинство исследованных штаммов (31 из 40 
B. pseudomallei и 8 из 12 B. mallei) идентифицированы с приемлемой для определения видовой при-
надлежности вероятностью (90–99 %). процент правильной идентификации B. pseudomallei и B. mallei 
был выше при культивировании на L-агаре, чем на тса. в связи с вариабельностью биохимических 
признаков, отдельные штаммы показали нетипичные для своего вида результаты по определенным 
тестам (для штаммов B. pseudomallei – отсутствие активности β-N-ацетилглюкозаминидазы, β-N-
ацетилгалактозаминидазы и способность к утилизации D-целлобиозы; для штаммов B. mallei – отсут-
ствие активности L-пролинариламидазы и тирозинариламидазы, наличие активности глицинарилами-
дазы, способность к утилизации сахарозы и D-трегалозы), что привело к их неправильной идентифика-
ции. вероятность ошибочной диагностики микроорганизмов рода Burkholderia диктует необходимость 
дополнения идентификационной базы бактериологического анализатора Vitek 2 данными по биохими-
ческим характеристикам штаммов, имеющих особенности в профиле. 
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Automated Vitek 2 system, based on comparison of a biochemical profile of the studied bacterial cultures with the existing 
database, is widely used for B. pseudomallei and B. mallei identification in the laboratory practice. Objective of the study is to con-
duct extended phenotypic characterization of the strains of glanders and melioidosis causative agents, stored in the biobank of the 
Volgograd Research Anti-Plague Institute and analyze variations in their biochemical profiles, using Vitek 2 system. Materials and 
methods. Using Vitek 2 device, (bioMerieux, France) analyzed have been biochemical properties of 52 collection strains of B. pseudo-
mallei and B. mallei grown on L-agar (Difco, USA) and trypticase-soy agar – TSA (HiMedia, India). Results and discussion. Most 
of the investigated strains (31 out of 40 B. pseudomallei and 8 of 12 B. mallei) have been identified with an acceptable probability 
for determining certain specie appurtenance, amounting to 90–99 %. The percentage of correct identification of B. pseudomallei and 
B. mallei is higher when strains are cultured on L-agar, than when on TSA. Due to the variability of the biochemical features, some 
strains have showed non-typical for its species results in certain tests (for B. pseudomallei strains – the absence of enzyme activity of 
β-N-acetyl-glucosaminidase, β-N-acetyl-galactosaminidase and ability to utilize D-cellobiose; for B. mallei strains – the absence of 
enzyme activity of L-proline-aryl-amidase and tyrosin-aryl-amidase, existence of glycin-aryl-amidase activity and ability to utilize 
sucrose, D-trehalose), which has led to their mal-identification. The probability of error diagnostics of microorganisms belonging to 
Burkholderia species necessitates up-dating of the database built into Vitek 2 analyzer as regards biochemical characteristics of the 
strains which have peculiar profiles. 
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B. mallei и B. pseudomallei относятся ко II груп-
пе патогенности (опасности) и являются потенци-
альными агентами биотерроризма группы в [5]. сап 
(возбудитель B. mallei) – зоонозная антропоургиче-
ская инфекция, регистрируемая в монголии, турции, 
иране, ираке, странах аравийского полуострова, 
китае, индии, индонезии, Филиппинах [12]. случаи 
заражения человека связаны с профессиональной дея-
тельностью: ветеринары, мясники, сотрудники лабо-
раторий, дрессировщики лошадей. B. pseudomallei 
(возбудитель мелиоидоза) входит в состав микробио-
ты почвы и воды стоячих водоемов. эндемичными по 
мелиоидозу странами в настоящее время считаются 
индия, Шри-ланка, Филиппины, индонезия, таиланд, 
сингапур, вьетнам, малайзия, бирма, бразилия, 
пуэрто-рико и австралия. в сШа, карибской об-
ласти, тихоокеанском регионе, африке, иране заре-
гистрированы спорадические случаи этой болезни у 
людей, прибывших с эндемичных территорий [2]. 

мелиоидоз и сап у людей нередко протека-
ют в тяжелой форме и трудно поддаются лечению. 
своеобразие мелиоидоза определяется оппортуни-
стическим характером инфекции, которая может 
длительное время не проявлять себя и быстро раз-
виться до пневмонии и септицемии (летальность бо-
лее 90 %) при снижении иммунитета, травмах, диа-
бете, хронической патологии почек, ретровирусной 
инфекции и при гормональной терапии [3]. однако 
даже при активном лечении рекомендованными хи-
миотерапевтическими препаратами не исключена 
возможность рецидивов, которые могут возникать в 
течение ряда последующих лет [11].

поэтому быстрая и точная идентификация воз-
будителей этих болезней необходима для определе-
ния средств терапии и выбора надлежащего курса 
специфического лечения. 

последние 10–15 лет в лабораторной практике 
идентификацию бактерий по биохимической актив-
ности (ферментации, ассимиляции, оксидации, де-
градации и гидролиза) проводят с помощью автома-
тических и полуавтоматических диагностических си-
стем, одной из которых является Vitek 2 (bioMerieux). 
авторы ряда работ указывают, что клинические изо-
ляты возбудителя мелиоидоза бактериологический 
анализатор Vitek 2 в некоторых случаях идентифи-
цирует как виды комплекса Burkholderia cepacia, что 
связано со спецификой биохимического профиля от-
дельных штаммов возбудителя мелиоидоза [4, 7, 10, 
14]. ошибочная диагностика приводит к неправиль-
ному лечению, что обусловливает высокую вероят-
ность летального исхода. 

на базе Фкуз «волгоградский научно-иссле-
довательский противочумный институт» функцио-
нирует «референс-центр по мониторингу за возбу-
дителями сапа и мелиоидоза» – координирующий, 
консультативно-методический, учебный, диагности-
ческий и экспертный орган по вопросам индикации и 
экспресс-диагностики B. pseudomallei и B. mallei на 
территории российской Федерации, одной из задач 

которого является совершенствование схем лабора-
торной диагностики данных инфекций и апробация 
современных диагностических тестов, используе-
мых в системах полу- и автоматической идентифика-
ции микроорганизмов.

целью работы было проведение расширенной 
фенотипической характеристики штаммов возбудите-
лей сапа и мелиоидоза, поддерживаемых в коллекции 
Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт», и анализ вариаций их 
биохимических профилей с использованием систе-
мы Vitek 2.

материалы и методы

в работе использованы 52 коллекционных штам-
ма B. pseudomallei и B. mallei (табл. 1, 2). Штаммы 
микроорганизмов выращивали на L-агаре (Difco, 
сШа) и триптиказо-соевом агаре – тса (HiMedia, 
индия) при температуре 37 °с. 

из 18-часовых культур готовили суспензию 
0,5–0,63 плотности по макФарланду согласно ин-
струкции производителя bioMerieux для заполнения 
NG карт, предназначенных для автоматической иден-
тификации клинически значимых ферментирующих 
и неферментирующих грамотрицательных палочек. 
карты содержали 47 биохимических тестов с лио-
филизированными биохимическими субстратами и 
необходимыми реагентами, позволяющими оценить 
утилизацию углеводов, ферментативную активность 
и устойчивость к ингибиторам. лабораторный от-
чет содержал четкий окончательный ответ (един-
ственный выбор) при степени соответствия биохи-
мической активности идентифицируемой культуры 
профилю штамма-эталона на 85–99 %. если биохи-
мический профиль исследуемого образца не соот-
ветствовал ни одному из имеющихся в базе данных, 
лабораторный отчет системы содержал сообщение о 
невозможности идентификации. время идентифика-
ции микроорганизмов не превышало 4–6 ч.

результаты и обсуждение

большинство из исследованных штаммов воз-
будителя мелиоидоза (31 из 40) имели типичный 
биохимический профиль и были идентифицирова-
ны анализатором как B. pseudomallei с вероятностью 
90–99 %. оставшиеся 9 штаммов (B. pseudomallei 99, 
100, 102, 103, 107, 130, 135, 138, 60839) отличались 
нехарактерными для данного вида микроорганизма 
биохимическими свойствами, такими как отсутствие 
активности β-N-ацетилглюкозаминидазы (BNAG) 
и β-N-ацетилгалактозаминидазы (NAGA) и способ-
ность к утилизации D-целлобиозы. перечисленные 
биохимические особенности отразились в непра-
вильной идентификации ряда штаммов, которые 
были отнесены системой Vitek 2 либо к Burkholderia 
cepacia group (4 штамма), либо к роду Burkholderia 
(5 штаммов) с возможностью определения видовой 
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Таблица 1

результаты идентификация коллекционных штаммов B. pseudomallei

международный номер  
или авторское обозначение  

штамма
место  

выделения
источник  
выделения

система Vitek 2

вероятность  
идентификации, %, вид

тесты с нетипичным результатом

dCEL NAGA BNAG

1 вьетнам больной человек 98 
B. pseudomallei

+ + +

2 вьетнам « 97 
B. pseudomallei

+ - +

Tchad 97 нет данных нет данных 99 
B. pseudomallei

- + +

Iran Terre 98 « « 93 
B. pseudomallei

+ - -

Niamay 99 « « <85 
B. cepacia / B. pseudomallei

+ - +

Dalat 100 « « <85 
B .cepacia / B. pseudomallei

+ + -

Shigan 102 « « <85 
B. cepacia / B. pseudomallei

+ - -

Cheval du. jardin 103 « « <85 
B. cepacia / B. pseudomallei

+ - -

PJ 54   107 « « <85 
B. cepacia

- - +

Ward   108, Roos 109, Pearce 
110, Mahen 111, Coopek 112, 
Skanmandri 113, Snider 114

австралия больной человек 90–99 
B. pseudomallei

-/+ -/+ +

Soil isolate 12 115 « почва 96 
B. pseudomallei

- - +

Soilisolate 13   116 « « 98 
B. pseudomallei

+ + +

Goat isolate17  117 « коза 98 
B. pseudomallei

+ + +

128 « нет данных 99 
B. pseudomallei

- + +

130 « « <85 
B. cepacia

+ - +

131, 132, 133, 134, 136, 137 таиланд больной человек 97–99 
B. pseudomallei

-/+ + +

135 « « <85 
B. cepacia / B. pseudomallei

+ - +

138 « « <85 
B. cepacia

+ - -

139 « « 96 
B. pseudomallei

+ + -

с-141(CIP6068),56770, 56812, 
57582, 59437, 60631, 60806, 611083

вьетнам, сайгон больной человек 95–99 
B. pseudomallei

-/+ -/+ +

56830 « « 98 
B. pseudomallei

- - -

60839 « « <85 
B. cepacia

+ - +

примечания :  dCEL – D-целлобиоза, NAGA – β-N-ацетилгалактозоминидаза, BNAG – β-N-ацетилглюкозоминидаза; серый цвет ячеек – не-
типичный результат теста; «–» – отрицательная реакция, «+» – положительная реакция.

принадлежности микроорганизма с помощью допол-
нительных дифференциальных тестов (табл. 1). 

из 12 штаммов возбудителя сапа 8 обладали 
стандартными биохимическими свойствами и иден-
тифицированы как вид B. mallei с вероятностью 
90–99 % (табл. 2). оставшиеся четыре штамма из-
за наличия в биохимическом профиле нетипичных 
результатов пяти тестов (способность к утилизации 
сахарозы и D-трегалозы, отсутствие активности 
L-пролинариламидазы и тирозинариламидазы, нали-

чие глицинариламидазной активности) система Vitek 
2 отнесла одновременно к двум микроорганизмам – 
Sphingomonas paucimobilis и B. mallei – с предложе-
нием использования дополнительных тестов для их 
дифференциации. 

в нашем исследовании использование автома-
тического анализатора Vitek 2 позволило правиль-
но идентифицировать две трети штаммов возбуди-
телей сапа и мелиоидоза, хранящихся в коллекции 
Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
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противочумный институт». однако четыре штамма 
B. pseudomallei и один B. mallei определены ложно 
как микроорганизмы комплекса B. cepacia и S. pauci-
mobilis соответственно. именно эти штаммы харак-
теризовались нетипичными результатами тестов 
BNAG(-), NAGA(-) и dCEL(+) – для штаммов воз-
будителя мелиоидоза и SAC(+), dTRE(+), ProA(-), 
TyrA(-), GlyA(+) – для B. mallei. результаты нашего 
исследования согласуются с литературными данны-
ми о случаях ошибочной идентификации изолятов 
B. pseudomallei и B. mallei при использовании авто-
матической системы Vitek 2 в различных клиниче-
ских лабораториях [4, 7, 14]. так, Y.Podin et al. от-
мечали аналогичную закономерность: отрицатель-
ные результаты тестов β-N-ацетилглюкозаминидазы 
(BNAG) и β-N-ацетилгалактозаминидазы (NAGA) 
у изолятов B. pseudomallei, как правило, приводили 
к их ложной идентификации как микроорганизмов 
комплекса B. cepacia [10]. также описаны случаи 
ложной лабораторной диагностики с помощью Vitek 
2 возбудителя сапа как видов Pseudomonas fluorescens 
и Pseudomonas putida [6]. 

β-N-ацетилглюкозаминидаза и β-N-ацетилгалак-
тозаминидаза – ферменты, субстратами для которых 
являются структурные компоненты экзополисахарида 
бактерий: поли-β-(1-6)-N-ацетилглюкозамин (PNAG) 
и N-ацетилгалактозамин [13]. при этом PNAG, как 
известно, является важным элементом в формирова-
нии биопленок у многих видов Burkholderia и играет 

определенную роль в образовании множественной 
лекарственной резистентности микроорганизмов [9]. 
N-ацетилгалактозамин также входит в состав экзо-
полисахарида B. pseudomallei в качестве одного из 
основных компонентов [9]. 

ранее нами показано наличие фитопатогенных 
свойств различной степени выраженности у коллек-
ционных штаммов B. pseudomallei: инфицирование 
листовых пластинок Pereskia aculeata приводило к 
их быстрой мацерации и изъязвлению, что косвен-
но указывало на наличие целлобиазной активно-
сти [1]. анализ активности фермента целлобиазы 
(β-глюкозидазы), катализирующей гидролиз глико-
зидной связи между двумя остатками глюкозы в мо-
лекуле целлобиозы показал, что этот биохимический 
показатель у штаммов B. pseudomallei является ва-
риабельным. интересно, что данная активность при-
суща, в первую очередь, фитопатогенным бактериям, 
так как целлобиаза в синергизме с целлюлазой вы-
полняют существенную роль в ферментативном раз-
рушении оболочек растительных клеток. возможно, 
что нестабильность данного признака также может 
влиять на достоверность идентификации возбудите-
ля мелиоидоза.

производители системы Vitek 2 рекоменду-
ют в качестве среды выращивания для иденти-
фикации грам-отрицательных микроорганизмов 
триптиказо-соевый агар (тса). однако, по нашим 
данным, процент правильной идентификации штам-

Таблица 2

результаты идентификации коллекционных штаммов B. mallei

международный номер  
или авторское обозначение 

штамма
место выделения

система Vitek 2

вероятность  
идентификации, %, вид

тесты с нетипичным результатом

SAC dTRE ProA TyrA GlyA

ц-5 монголия <85 
S. paucimobilis / B. mallei

+ + + + +

«иванович» Югославия 99 
B. mallei

- - + + -

«будапешт» венгрия 99 
B. mallei

- - - - -

р-1 Югославия 99 
B. mallei

- - - + -

11 польша 95 
B. mallei

- - - + -

Z-12 Югославия <85 
S. paucimobilis / B. mallei

+ - + + -

8 нет данных 96 
B. mallei

- - - + -

в-120 улан-удэ <85 
S. paucimobilis

+ - - - -

Bogor-37 индонезия 90 
B. mallei

+ + + + +

Muksuwar-11 индия 91 
B. mallei

+ + + + +

5584 нет данных 99 
B. mallei

- - - + -

«Zagreb» Югославия <85 
S. paucimobilis / B. mallei

+ + - - -

примечания :  SAC – сахароза, dTRE – D-трегалоза, ProA – L-пролинариламидаза, TyrA – тирозинариламидаза, GlyA – глицинариламидаза; 
серый цвет ячеек – нетипичный результат; «–» – отрицательная реакция, «+» – положительная реакция.
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мов B. pseudomallei и B. mallei был выше при вы-
ращивании на L-агаре, чем на тса. зависимость 
результатов идентификации клинических изолятов 
B. pseudomallei с помощью Vitek 2 от среды культи-
вирования ранее показана P.Lowe et al.: наиболее вы-
сокий процент правильной идентификации наблю-
дался при использовании кровяного агара (Colambia 
horse blood agar), а наименьший – агара мак-конки. 
авторы отмечают, что при диагностике микроорга-
низмов, выросших на тса, процент их корректного 
видового определения был средним [8]. 

за последнее десятилетие информационная база 
системы Vitek 2 расширена внесением в нее биохи-
мических профилей штаммов B. pseudomallei, отлич-
ных от классического [6]. это существенно повысило 
точность идентификации клинических изолятов с по-
мощью данного прибора, однако вероятность ошибок 
не исключена, о чем говорят литературные данные и 
полученные нами результаты. так, часть исследован-
ных штаммов B. pseudomallei и B. mallei коллекции 
Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» обладала довольно ва-
риабельным спектром биохимических признаков и 
характеризовалась нетипичными результатами те-
стов BNAG(-), NAGA(-) и dCEL(+) – для штаммов 
возбудителя мелиоидоза и SAC(+), dTRE(+), ProA(-), 
TyrA(-), GlyA(+) – для штаммов B. mallei. 

таким образом, при автоматизированной 
идентификации клинического грамотрицательно-
го неферментирующего изолята как B. cepacia или 
S. paucimobilis необходимо принимать во внимание 
возможность ошибки определения видовой принад-
лежности. поэтому, для идентификации возбудите-
ля следует учитывать данные эпидемиологического 
анамнеза и верифицировать результат молекулярно-
генетическими и иммунологическими методами.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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