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Резюме. Цель исследования — разработка способа идентификации бактерий вида Acinetobacter nosocomialis по со-

вокупности фенотипических признаков группы Acinetobacter baumannii (Ab) с использованием признака уреаз-

ной активности. Объектами исследования были клинические штаммы группы Ab, выделенные в 2018–2019 гг. 

в бактериологической лаборатории Военно-медицинской академии (Санкт-Петербург), из них A. baumannii — 

85, A. nosocomialis — 12, A. pittii — 10 штаммов. Еще 9 штаммов A. nosocomialis были выделены из воды реки Невы 

и 2 штамма A. calcoaceticus — из цианобактеральных матов. Принадлежность штаммов к группе Ab устанавливали 

по совокупности метаболических и физиологических признаков таксономическими тестами для данной груп-

пы. Видовая принадлежность всех штаммов была установлена методом матрично-ассоциированной лазерной 

десорбции/ионизации времяпролетной (MALDI-TOF) масс-спектрометрии. Уреазную активность бактерий 

определяли микрообъемным методом. Использовали среду с мочевиной следующего состава (г/л): Na2HPO4 — 

1,1; KH2PO4 — 1,1; NaCI — 5,0; 0,4%-ный водно-щелочной раствор фенолового красного — 5 мл; мочевина — 

10,0–15,0; вода дистиллированная — 1 л. Ингредиенты, кроме мочевины, растворяли в дистиллированной воде, 

разливали во флаконы, стерилизовали 20 мин при 121°С, затем добавляли во флаконы мочевину в расчетном 

количестве. Среду с мочевиной вносили по 0,1 мл в лунки планшета, затем засевали по полной петле (диаметром 

2 мм) суточной агаровой культуры исследуемых и контрольных штаммов и инкубировали в аэробных условиях 

при 37°С. Результаты реакции на уреазу быстрой активности учитывали через 3 часа инкубации по изменению 

исходной окраски среды. Для выявления уреазы слабой активности реакцию учитывали через 7–24 часа. Было 

установлено, что у бактерий группы Ab уреазную активность имели 100% штаммов A. nosocomialis и 18,82% штам-

мов A. baumannii. При этом уреазу быстрой активности имели все штаммы A. nosocomialis и только один штамм 

A. baumannii (1,17%). Следовательно, уреаза быстрой активности имеет таксономическое значение как маркер 

бактерий вида A. nosocomialis, отличающий этот вид от других видов группы A. baumannii. Чувствительность 

и специфичность указанного способа идентификации бактерий вида A. nosocomialis относительно идентифика-

ции методом MALDI-TOF масс-спектрометрии составили 100 и 98,83% (χ2 = 103,2; p < 0,0001).

Ключевые слова: Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter baumannii, уреаза бактерий, уреаза быстрой активности, 

утилизация глюкозы.
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Abstract. The study’s purpose was the developing of the method for Acinetobacter nosocomialis bacteria identification 

by the totality of phenotypic characteristics of the Acinetobacter baumannii (Ab) group based on the urease activity trait. 
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The research’s objects were clinical strains of the Ab group, isolated in 2018–2019 in the bacteriological laboratory of Ki-

rov Military Medical Academy (St. Petersburg), of which were A. baumannii (n = 85), A. nosocomialis (n = 12), A. pittii 

(n = 10). In addition, 9 strains of A. nosocomialis were isolated from water samples from the Neva River and 2 strains 

of A. calcoaceticus from the cyanobacterial mats. The belonging of the strains to Ab group was determined by the combi-

nation of the metabolic and physiological characteristics of the taxonomic tests for this group. The species identification 

of the studied strains was determined by the matrix-associated laser desorption/ionization time of flight mass spectro-

metry (MALDI-TOF MS). The urease activity of bacteria was determined using the microvolume method. We used a me-

dium with urea in the following composition (g/l): Na2HPO4 — 1.1; KH2PO4 — 1.1; NaCI — 5.0; 40% alkaline solution 

phenol red — 5 ml; urea — 10–15; distilled water — 1 l. The ingredients, without urea, were dissolved in distilled water, 

dispensed to vials, sterilized for 20 minutes at 121°C, urea was added in the calculated amount. The medium with urea was 

added in 0.1 ml to wells of the plate, then inoculated the daily agar culture of the studied and control strains by full loop 

(2 mm in diameter) and incubated under aerobic conditions at 37°C. The reaction results for a rapid urease activity were 

determined after 3 hours by a change in the initial color of the medium. The reactions were accounted after 7–24 hours 

to detect activity urease. It was found that 100% of A. nosocomialis strains and 18.82% of A. baumannii strains had urease 

activity. At the same time, high activity urease was found only in one strain of A. baumannii (1.17%) and in all strains 

of A. nosocomialis. Therefore, the presence of high urease activity is of taxonomic importance for the species A. nosocomia-

lis as the marker of distinguishing this species from other bacteria species of the Ab group. The sensitivity and specificity 

of the identifying A. nosocomialis strains by suggested approach compared to the studied strains identification by MALDI-

TOF MS were 100 and 98.83% (χ2 = 103.2; p < 0.0001), respectively.

Key words: Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter baumannii, bacterial urease, rapid activity urease, glucose utilization.

Введение

Ацинетобактеры относятся к приоритетным 

возбудителям инфекций, связанных с оказа-

нием медицинской помощи, а также раневых 

инфекций. Еще в 1991 г. основные возбуди-

тели этих инфекций, геновиды 1, 2, 3, 13TU, 

были объединены в комплекс Acinetobacter calco-

aceticus — Acinetobacter baumannii (комплекс 

АСВ) ввиду невозможности дифференциации 

этих видов фенотипическими тестами [6]. Так 

как бактерии A. calcoaceticus очень редко обна-

руживаются в клиническом материале, в на-

стоящее время эта группа включает три вида 

(A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis) и называет-

ся «группа A. baumannii (Ab)». Выявлением аци-

нетобактеров группы A. baumannii (Ab) обычно 

завершается лабораторная диагностика аци-

нетобактер-инфекции рутинными фенотипи-

ческими тестами. Наиболее точным методом 

идентификации видов ацинетобактеров груп-

пы Аb является метод секвенирования участков 

гена rpoB [8, 10]. Метод матрично-активирован-

ной лазерной десорбции/ионизации времяпро-

летной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) 

также обеспечивает достоверную и быструю 

идентификацию видов этой группы, но требу-

ет иногда коррекции протокола исследования 

для A. nosocomialis [5, 9]. В связи с возможностью 

видового контроля штаммов методом MALDI-

TOF MS представляет интерес дальнейший по-

иск надежных и доступных фенотипических 

тестов идентификации видов бактерий группы 

Ab. Наше внимание привлек уреазный тест вви-

ду отсутствия сведений об уреазном признаке 

в таксономических описаниях видов бактерий 

комплекса АСВ [4, 6, 7].

Цель исследования — разработать способ 

идентификации бактерий вида Acinetobacter 

nosocomialis по совокупности фенотипических 

признаков с использованием признака уреаз-

ной активности.

Материалы и методы

Штаммы бактерий. Объектами иссле-

дования были 116 штаммов бактерий груп-

пы Acinetobacter baumannii (Ab) и 2 штамма 

Acinetobacter calcoaceticus. Все клинические 

штаммы были выделены в бактериологической 

лаборатории Военно-медицинской академии 

в 2018–2019 гг., из них 85 штаммов A. baumannii, 

10 штаммов A. pittii, 12 штаммов A. nosocomialis. 

Еще 9 штаммов A. nosocomialis были выделе-

ны нами из проб воды реки Невы. Два штамма 

A. calcoaceticus из коллекции НИИ эпидемиоло-

гии и микробиологии имени Пастера, изоли-

рованных из цианобактериальных матов, были 

предоставлены д.м.н. Краевой Л.А. Видовая 

принадлежность всех указанных штаммов была 

идентифицирована методом MALDI-TOF масс-

спектрометрии в НИИ эпидемиологии и ми-

кробиологии имени Пастера. Все указанные 

штаммы находятся в рабочей коллекции куль-

тур Е.П. Сиволодского на кафедре микробиоло-

гии Военно-медицинской академии.

Питательные среды и реактивы. Для куль-

тивирования бактерий использовали колум-

бийский агар (НИЦФ, Санкт-Петербург). 

Гемолитическую активность бактерий изуча-

ли на колумбийском агаре с 5% крови барана. 

Утилизацию субстратов в качестве единствен-

ного источника углерода осуществляли на ми-

нимальном солевом агаре (г/л): NH4Cl — 5; 
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NH4NO3 — 1; Na2SO4 — 2; K2HPO4 — 3: KH2PO4 — 1; 

MgSO4 — 0,1; агар — 15; 1,6%-ный водный рас-

твор бромтимолового синего — 4 мл, дистилли-

рованная вода — 1 л; рН = 7,2; стерилизация при 

121°С 20 мин. Каждый субстрат вносили по 0,1 г 

в отдельную колбу с 50 мл стерильной горячей 

среды, устанавливали рН = 7,2, в одну колбу 

субстрат не вносили (контроль среды), разливали 

в чашки Петри. Использовали следующие суб-

страты: этанол, L-арабиноза, D-декстроза, L-гис-

тидин гидрохлорид, L-аргинина гидро хло рид, 

путресцина дигидрохлорид, трикарбаллиловая 

кислота (Sigma-Aldrich, Швейцария).

Отношение бактерий к окраске по Граму. 

Использовали тест тяжа с 3%-ным раствором 

KOH и/или микроскопию чистой культуры 

бактерий, окрашенных по методу Грама. Рост 

бактерий при 37, 41, 44°С изучали посевом су-

точных бульонных культур бактерий на сектора 

колумбийского агара с учетом результата через 

48 ч. Наличие каталазы выявляли тестом с 3%-

ным раствором пероксида водорода.

Тест на цитохромоксидазу бактерий. Несколь-

ко капель 1%-ного водного раствора тетра метил-

парафенилендиамина (bioMerieux, Франция) 

нано сили на фильтровальную бумагу в чашке 

Петри. Запаянным концом пастеровской пипет-

ки отбирали часть колонии или газона исследуе-

мых бактерий и наносили их на влажную бумагу 

с реактивом. Появление синей окраски комочка 

бактерий в течение до 20 секунд указывало на на-

личие цитохромоксидазы. Отсутствие окраски 

или появление ее в более поздние сроки указыва-

ло на отрицательный результат.

Методика определения нитратредуктазы 

бактерий [3]. Использовали питательную среду 

с 0,1% KNO3. Состав среды (г/л): пептон фермен-

тативный — 0,5; NaCl — 0,5; KNO3 — 0,1; вода 

дистиллированная — 100 мл; стерилизация при 

121°С 20 мин. Вносили по 0,1 мл среды в лунки 

полимерного планшета, затем засевали в лунки 

по 1 полной петле суточной агаровой культуры 

исследуемых бактерий, одну из лунок не засе-

вали (контроль среды). Посевы инкубировали 

при 37°С аэробно в течение 3 часов, после чего 

вносили в каждую лунку реактивы на нитри-

ты — 0,05 мл 0,2%-ного водного раствора рива-

нола, затем 0,05 мл 12%-ного раствора соляной 

кислоты (проготовленной из концентрирован-

ной 36,5%-ной соляной кислоты). Мгновенное 

появление красной окраски среды в лунке с по-

севом указывало на наличие нитратредуктазы 

бактерий, желтая окраска указывала на отсут-

ствие нитратредуктазы, в контрольной среде без 

посева сохранялась желтая окраска реактива.

Методика пероксидводородного микрообъем-

ного ОФ-теста для экспрессного (1 ч) опреде-

ления окисления и ферментации глюкозы грам-

отрицательными бактериями [2]. Использовали 

«Набор для определения ферментации и окисле-

ния глюкозы (ОФ-теста) пероксидводородным 

микрообъемным методом» (НИИЭМ имени 

Пастера, Санкт-Петербург), содержащий среду 

№ 1 (для ферментации глюкозы) — 100 мл 1%-

ного раствора D-глюкозы в фосфатно-буфер-

ной основе рН = 7,6 с индикатором фенол-рот 

и 5 мл пергидроля (30%-ный раствор пероксида 

водорода). Среду № 2 (для окисления глюкозы) 

готовили путем внесения 10 мл среды № 1 в от-

дельный флакон, добавления 0,2 мл пергидроля 

до 0,6%-ной конечной концентрации перокси-

да водорода. Среду № 2 использовали в течение 

12 часов. В лунки полимерного планшета вноси-

ли раздельно по 0,1 мл среды № 1 (для фермента-

ции глюкозы) и среды № 2 (для окисления глю-

козы). Исследуемую культуру вносили полной 

петлей диаметром 2 мм (не платиновой) в лунку 

со средой № 1 и перемешивали. Таким же об-

разом засевали культуру в лунку со средой для 

окисления глюкозы, в которой при перемешива-

нии наблюдается бурное выделение пузырьков 

газа (кислорода) вследствие действия каталазы 

бактерий на пероксид водорода в среде. Посевы 

инкубировали аэробно при 37°С в течение 1 ч. 

Изменение исходного красного цвета среды № 1 

на желтый цвет означало ферментацию глю-

козы; переход окраски в желтый цвет и газо-

образование в лунке со средой № 2 указывало 

на окисление глюкозы. Отсутствие изменения 

окраски среды в обеих лунках при газообразо-

вании в среде № 2 указывало на отсутствие фер-

ментации и окисления глюкозы. Контроль — те 

же среды без посева бактерий.

Методика утилизации субстратов в качестве 

единственного источника углерода. Суточные 

агаровые культуры бактерий по полной петле 

(диаметром 2 мм) суспендировали в 0,2 мл сте-

рильного 0,85%-ного раствора NaCl в лунках сте-

рильного полимерного планшета. Чашки сред 

с субстратами (состав сред указан выше) и кон-

трольную среду без субстрата разделяли на 8 сек-

торов и маркировали по номерам штаммов. 

Засевали исследуемые культуры по полной пет-

ле взвеси бактерий из лунки радиальным штри-

хом на сектор чашки с субстратом и чашки без 

субстрата (контроль). Посевы выращивали при 

37°С в течение 3 суток, просматривая ежедневно. 

Положительным результатом утилизации суб-

страта считали наличие четко выраженного газо-

на бактерий по следу посева при отсутствии ро-

ста бактерий на контрольной среде без субстрата.

Методика определения уреазы быстрой ак-

тивности микрообъемным методом в планше-

тах [1]. Использовали среду с мочевиной (рН = 

7,0±0,1) следующего состава: Na2HPO4 — 1,1 г; 

KH2PO4 — 1,1 г; NaCl — 5,0 г; 0,4%-ный водно-

щелочной раствор фенолового красного — 5 мл; 

мочевина (CAS no. 57-13-6) — 10,0–15,0 г; вода 
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дистиллированная — 1 л. Для приготовления 

среды ингредиенты, кроме мочевины, раство-

ряли в 1 л дистиллированной воды, разливали 

по 50 мл во флаконы, стерилизовали 20 мин при 

121°С, затем добавляли во флаконы по 0,5–0,75 г 

самостерилизованной мочевины. Прозрачную, 

желтой окраски среду использовали в течение 

30 суток при хранении от 4°С до 8°С. Для поста-

новки теста среду с мочевиной вносили по 0,1 мл 

в лунки стерильного полимерного планше-

та, суточную агаровую культуру исследуемых 

штаммов бактерий засевали полной петлей диа-

метром 2 мм в лунку со средой и перемешивали. 

Таким же образом засевали в отдельные лунки 

суточные культуры контрольных штаммов уреа-

зопозитивного A. nosocomialis (положительный 

контроль) и уреазонегативного A. baumannii (от-

рицательный контроль), одну лунку со средой 

не засевали (один контроль использовали для 

всех штаммов, исследуемых в данный день). 

Посевы выращивали аэробно при 37°С в тече-

ние 3 ч, после чего учитывали результат: измене-

ние исходной желтой окраски среды на красную 

в лунке с посевом исследуемого штамма указы-

вало на выявление уреазы быстрой активности 

при наличии такого же результата в лунке поло-

жительного контроля. В лунках отрицательного 

контроля без посева бактерий среда сохраняла 

исходную желтую окраску. Выявление уреазы 

после более длительной инкубации посевов ука-

зывало на наличие уреазы слабой активности.

Идентификация видов бактерий методом 

MALDI-TOF масс-спектрометрии. Масс-спект ры 

образцов бактериальных клеток получали в ли-

нейном положительном режиме работы MALDI-

TOF масс-спектрометра Microflex LRF (Bruker 

Daltonik, Германия). Идентификацию микроор-

ганизмов осуществляли с помощью программ-

ного обеспечения MALDI Biotyper RTC (Bruker 

Daltonik, Германия) путем сопоставления масс-

спектров каждого исследуемого образца с дан-

ными эталонных спектров из таксономической 

базы и вычислением коэффициентов совпаде-

ния, представленных в виде оценок в баллах.

Методика статистической обработки. Ста-

тистический анализ выполняли с использо-

ванием програмного обеспечения GraphPad 

Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.). Определение 

согласия между результатами идентификации 

A. nosocomialis методом с выявлением уреазы бы-

строй активности и методом MALDI-TOF масс-

спектрометрии осуществляли анализом табли-

цы сопряженности 2 × 2 бинарных величин 

с вычислением критерия χ2 с поправкой Йейтса.

Результаты

Изучение распределения штаммов бакте-

рий группы A. baumannii (Ab) и A. calcoaceticus 

по времени выявления уреазы микрообъем-

ным методом при аэробном культивировании 

показало, что у всех 21 штаммов A. nosocomialis 

уреаза выявляется быстро — в течение 3 ч, 

преи мущественно через 1–2 ч (табл. 1). У 15 

из 85 штаммов A. baumannii уреаза была обна-

ружена через 24 ч культивирования и только 

у 1 штамма — через 2 ч (табл. 1). У всех 10 штам-

мов A. pittii уреаза не выявлена, у одного из двух 

штаммов A. calcoaceticus обнаружена через 18 ч 

(табл. 1). Всего имели уреазу 18±2,9% штаммов 

A. baumannii и 100% штаммов A. nosocomialis, при 

этом уреазу быстрой активности, выявляемую 

через 3 ч, имели 100% штаммов A. nosocomialis 

и только 1 штамм (1,17%) A. baumannii (табл. 2). 

Бактерии видов A. pittii и A. calcoaceticus не име-

ли уреазы быстрой активности (табл. 2). 

Результаты были полностью воспроизводимы 

при трехкратных повторах. Определение уреа-

зы микрообъемным методом в условиях огра-

ничения доступа воздуха (культивирования 

посевов на среде с мочевиной под слоем вазели-

нового масла) выявило уреазу быстрой актив-

ности (через 3 ч) у 16 из 21 штамма A. nosocomialis 

(76,2±2,7%) и 1 штамма A. baumannii.

Все исследуемые штаммы ацинетобакте-

ров были изучены фенотипическими тестами 

по указанной выше методике для выявления их 

принадлежности к группе A. baumannii (Ab). Было 

Таблица 1. Распределение штаммов бактерий группы A. baumannii (Ab) и A. calcoaceticus по времени 

выявления уреазы

Table 1. Time-dependent urease detection related to distribution of A. baumannii group (Ab) and A. calcoaceticus 
bacterial strains

Вид бактерий

Bacterial species 
Число штаммов

Number of strains 

Число выявленных штаммов с уреазой по интервалам времени, ч*

Number of detected time-dependent urease-positive strains, hours*
0,5 1 2 3 4–6 7–9 10–17 18–24

A. baumannii 85 0 0 1 1 1 5 11 16
A. nosocomialis 21 2 13 19 21
A. pittii 10 0 0 0 0 0 0 0 0
A. calcoaceticus 2 0 0 0 0 0 0 0 1

Примечание. * — суммарное число штаммов на каждом интервале учета.
Note.* — total number of stains at each checkup time point.
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установлено, что это неподвижные грамотри-

цательные кокковые бактерии, которые растут 

при 37, 41 и/или 44°С, не гемолизируют кровь 

барана, не имеют цитохромоксидазы и нитрат-

редуктазы, но содержат каталазу; не фермен-

тируют, но окисляют D-глюкозу, утилизируют 

этанол, L-арабинозу, L-аргинин, L-гистидин, 

путресцин, трикарбаллиловую кислоту, не ути-

лизируют D-глюкозу. Штаммы A. nosocomialis, 

A. pittii имели одинаковые признаки по всем 

тестам. Среди штаммов A. baumannii выявлены 

варианты, утилировавшие L-гистидин. Штамм 

A. baumannii, имевший уреазу быстрой активно-

сти, не утилизировал L-арабинозу.

Исследование методом MALDI-TOF масс-

спектрометрии выявило принадлежность из-

ученных штаммов к видам A. baumannii, A. noso-

comialis, A. pittii, A. calcoaceticus с показателями 

баллов 2,05–2,85. Статистическая обработка 

результатов видовой идентификации 116 штам-

мов бактерий группы A. baumannii (Ab) по сово-

купности фенотипических тестов с применени-

ем теста на уреазу быстрой активности в срав-

нении с результатами видовой идентификации 

методом MALDI-TOF масс-спектрометрии по-

казала, что чувствительность и специфичность 

идентификации штаммов вида A. nosocomialis 

составили 100 и 98,83% (χ2 = 103,2; p < 0,0001) со-

ответственно.

Обсуждение

В данном исследовании впервые был обна-

ружен фенотипический признак, отличающий 

бактерии A. nosocomialis от других видов группы 

Ab (A. baumannii, A. pittii) и A. calcoaceticus. С 1991 г. 

надежную идентификацию этих видов феноти-

пическими тестами считали невозможной  и ла-

бораторную диагностику завершали определе-

нием группы Аb или комплекса АСВ [6]. Этот 

признак — наличие уреазы быстрой активности, 

выявляемой в течение 3 ч, был обнаружен у всех 

штаммов A. nosocomialis (100%), одного штам-

ма A. baumannii (1,17%) и отсутствовал у всех 

изученных штаммов A. pittii, A. calcoaceticus. 

Следовательно, уреаза быстрой активности 

имеет таксономическое значение как маркер 

бактерий вида A. nosocomialis, отличающий этот 

вид от других видов группы A. baumannii.

Экспериментальным путем были оптимизи-

рованы состав среды с мочевиной и условия по-

становки теста на уреазу быстрой активности. 

При этом установлено, что оптимальной явля-

ется постановка теста на уреазу микрообъемной 

технологией в условиях аэробного культивиро-

вания при 37°С в течение 3 ч. Методика поста-

новки теста на уреазу изложена выше в разделе 

«Материалы и методы».

Для определения принадлежности исследуе-

мых бактерий к группе A. baumannii (Ab) был 

установлен и апробирован минимальный на-

бор тестов, изложенных в разделе «Материалы 

и методы», который позволял надежно иден-

тифицировать бактерии группы Ab в течение 

24–48 ч.

В ходе идентификации штаммов ацине-

тобактеров, выделенных нами летом 2019 г. 

из проб воды реки Невы, по совокупности фе-

нотипических признаков бактерий группы 

A. baumannii (Ab) и уреазы быстрой активности 

были выявлены 9 штаммов вида A. nosocomialis. 

Контрольная идентификация этих штаммов 

методом MALDI-TOF масс-спектрометрии 

подтвердила принадлежность всех штаммов 

к виду A. nosocomialis, что указывает на надеж-

ность разработанного метода идентификации. 

На данный способ идентификации бактерий 

вида A. nosocomialis получен патент РФ на изо-

бретение № 2712895 от 2020 г. [1].
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Таблица 2. Характеристика бактерий группы A. baumannii (Ab) и A. calcoaceticus 

по уреазной активности

Table 2. Characteristics of A. baumannii group (Ab) and A. calcoaceticus bacteria by urease activity

Вид бактерий

Bacterial species
Число штаммов

Number of strains

Число штаммов с уреазной активностью

Number of strains with urease activity
Общее количество

Total quantity
Количество с уреазой быстрой активности*

Quantity of rapid urease activity-positive strains*
n % n %

A. baumannii 85 16 18,82±2,9 1 1,17
A. nosocomialis 21 21 100 21 100
A. pittii 10 0 0 0 0
A. calcoaceticus 2 1 0 0

Примечание. * — выявление уреазы за 3 ч.
Note.* — 3-hour urease detection.
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