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Геномный анализ штаммов
Staphylococcus aureus клональной линии 30 ―

возбудителей пищевой инфекции
в Российской Федерации

Штаммы Staphylococcus aureus клонального комплекса 30 (СС30) являются возбудителями нозокомиальных/внебольничных инвазив-
ных инфекций и возбудителями стафилококковых пищевых токсикоинфекций (ПТИ). В последние годы в России выявлены массовые 
вспышки ПТИ, вызванные штаммами S. aureus CC30, с тяжелым течением инфекции у контингента, не ассоциированного с группа-
ми риска. Цель исследования ― сравнительный геномный анализ штаммов S. aureus CC30, выделенных при массовых вспышках ПТИ 
в Российской Федерации: S. aureus B-7738/B-7739 (Санкт-Петербург, 2013) и S. aureus B-7778/B-7779 (молодежный форум «Селигер», 
2014); определение их филогенетической связи с геномами S. aureus CC30, депонированными в GenBank. Методы. Культуры S. aureus, 
выделенные при вспышке ПТИ на форуме «Селигер-2014», исследовали методами полимеразной цепной реакции и сиквенс-типирования. 
Штаммы S. aureus B-7778 и B-7779 изолировали от заболевших и от сотрудников пищеблока соответственно с последующим полно-
геномным секвенированием и филогенетическим анализом. Продукцию энтеротоксинов определяли с помощью иммуноферментного 
анализа. Результаты. Штаммы S. aureus B-7778 и S. aureus B-7779 (Селигер-2014) идентичны по нуклеотидному составу, принадлежат 
к spa-типу t122 и сиквенс-типу 30, несут комплекс генов токсинов, ответственных за развитие пищевой токсикоинфекции. Выделение 
и идентификация штаммов S. aureus B-7738/B-7739 (СС30, ST30, spa-t2509) в Санкт-Петербурге в 2013 г. были описаны ранее. Геномы 
штаммов S. aureus B-7738/B-7739 и S. aureus B-7778/B-7779 сравнивали методом полногеномного SNP-типирования с 67 геномными 
последовательностями S. aureus СС30, представленными в GenBank. Показано, что штаммы S. aureus B-7738/B-7739 и S. aureus 
B-7778/B-7779 принадлежат к различным кластерам третьей «актуальной» клады СС30. Согласно SNP-анализу коровой части гено-
ма, штаммы S. aureus B-7738/B-7739 близки к типовому штамму S. aureus Btn1260, тогда как для штаммов S. aureus B-7778/B-7779 
показана филогенетическая обособленность среди геномов третьей клады S. aureus СС30. Подтверждена продукция этиологического 
фактора ПТИ ― энтеротоксина А ― штаммами S. aureus B-7738/B-7739 и B-7778/B-7779. Заключение. Проведен первый геномный 
анализ выделенных на территории Российской Федерации штаммов S. aureus ― возбудителей пищевой инфекции. Выявлены и оха-
рактеризованы два различных генетических клона S. aureus СС30, способных вызывать массовые вспышки ПТИ с тяжелым течением 
инфекции у контингента, не ассоциированного с группами риска. Геномы штаммов S. aureus B-7778/B-7779 (Селигер-2014) при SNP-
типировании демонстрируют генетическую специфичность среди штаммов S. aureus СС30, депонированных в GenBank. Полногеномные 
последовательности штаммов S. aureus будут использованы в дальнейшем для генетического анализа циркулирующих в России через 
пищевую цепь клонов золотистого стафилококка.
Ключевые слова: Staphylococcus aureus, пищевая токсикоинфекция, полногеномный филогенетический анализ, однонуклеотидные полимор-
физмы.
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Обоснование

Бактерия Staphylococcus aureus является распростра-

ненным комменсалом кожи и носоглотки человека, при 

этом способна вызывать широкий спектр инфекцион-

ных заболеваний человека ― от неосложненных кожных 

инфекций до таких тяжелых патологий, как пневмония, 

остеомиелит, эндокардит, сепсис и др. [1]. Среди наи-

более распространенных инфекций S. aureus выделяются 

пищевые токсикоинфекции (ПТИ), связанные с токси-

генными штаммами S. aureus [2], способными продуци-

ровать один или более стафилококковых энтеротоксинов. 

Клиническая картина ПТИ развивается в течение не-

скольких часов после употребления контаминированной 

термостабильными энтеротоксинами пищи и связана 

с поражением верхних отделов желудочно-кишечного 

тракта [3]. Основные симптомы заболевания включают 

тошноту, сильную рвоту, абдоминальные боли и повы-

шенное слюноотделение, сопровождаемые/не сопрово-

ждаемые диареей. При сильной потере жидкости может 

произойти обезвоживание организма и понижение арте-

риального давления [4]. Как правило, стафилококковые 

ПТИ без лечения проходят в течение 24−48 ч после пер-

вых симптомов, но нередко протекают в тяжелой форме, 

что особенно характерно для групп риска ― детей, людей 

старшего возраста и иммунокомпрометированных па-

циентов. По частоте встречаемости стафилококковые 

ПТИ занимают третье место в мире среди всех пищевых 

инфекций [5]. Данные по статистике стафилококковых 

ПТИ в России недоступны. В качестве примера можно 

привести Европейский союз, где в 2015 г. были зареги-

стрированы 434 вспышки стафилококковых ПТИ [6]. 

Считается, что реальная частота стафилококковых ПТИ 

сильно занижена, поскольку из-за ошибочного диагноза 

многочисленные спорадические эпизоды и небольшие 

вспышки не учитываются. 



347

АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ МИКРОБИОЛОГИИ

I.V. Abaev, Yu.P. Skryabin, A.A. Kislichkina, O.V. Korobova, I.P. Mitsevich,
T.N. Mukhina, A.G. Bogun, I.A. Dyatlov

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

Genomic Analysis of Food-Borne Staphylococcus aureus
CC30 Strains in the Russian Federation

Staphylococcus aureus clonal complex (СС) 30 are associated with hospital-acquired and community-associated invasive infections and may 
cause outbreaks of staphylococcal food-borne infections (SFI). In recent years, severe SFI outbreaks caused by S. aureus CC30 in cohorts not 
linked to high-risk groups have been detected in Russia. Aim: The aim of the study is to conduct a comparative genomic analysis of S. aureus strains 
B-7778 and B-7779 isolated during widespread SFI outbreak at the International Youth Forum Seliger in 2014, and S. aureus strains B-7738 
and B-7739 isolated during widespread SFI outbreak among construction personnel in Saint Petersburg in 2013. Methods: Seliger-2014 S. aureus 
cultures were screened by PCR and sequence typing. S. aureus strains B-7778 and B-7779 were isolated from clinic material and from food han-
dlers, respectively. Draft genome sequencing and phylogenetic analysis of S. aureus strains B-7778 and B-7779 were carried out. The production of 
enterotoxin A was determined by the enzyme immunoassay. Results: S. aureus strain B-7778 isolated from 38 patients and S. aureus strain B-7779 
isolated from two food handlers at the Forum Seliger-2014 have identical nucleotide sequences, belong to spa-type t122 and sequence-type 30, and 
carry a set of toxin genes being responsible for SFI manifestations. The core-genome SNP typing has shown that S. aureus B-7738/ B-7739 (St. 
Petersburg, 2013) and S. aureus B-7778/ B-7779 (Seliger, 2014) belong to different clusters of S. aureus СС30 clade 3. S. aureus B-7778/ B-7779 
not closely related with major clusters of S. aureus СС30. The production of enterotoxin A, SFI etiological factor, by S. aureus strains B-7738, 
B-7739, B-7778, and B-7779 has been confirmed. Conclusion: The genomic analysis of SFI-associated S. aureus strains isolated in Russia has 
been conducted for the first time. Two different genetic clones of S. aureus СС30 which are able to cause severe SFI outbreaks in cohorts not linked 
to high-risk groups have been identified and characterized. SNP typing of Seliger-2014 S. aureus genomes has revealed their genetic specificity 
among known strains of S. aureus CC30. Identified genome sequences of SFI-associated strains will be used for further studies S. aureus clones 
circulating through the food chain in Russia.
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Среди возбудителей ПТИ преобладают метициллин-

чувствительные штаммы S. aureus (Methicillin-sensitive 

Staphylococcus aureus, MSSA) по сравнению с метициллин-

резистентными штаммами S. aureus (Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus, MRSA), что, по-видимому, связано 

с отсутствием прямого селективного давления антибиоти-

ков. Эволюционная активность золотистого стафилокок-

ка в последние десятилетия отмечена появлением новых 

клинически важных штаммов S. aureus, происхождение 

которых связано с мясным и молочным производством, 

что подчеркивает важность мониторинга клонов S. au-
reus, циркулирующих через пищевую цепь. Установлено, 

что ПТИ ассоциируются с определенными клональными 

группами S. aureus [7], в частности со штаммами клональ-

ного комплекса (Clonal complex, СС) 30. S. aureus CC30 ― 

одна из наиболее распространенных клональных линий, 

связанных с вне- и внутрибольничными инфекциями [8]. 

Показана высокая эволюционная изменчивость генома 

CC30, что проявляется в способности адаптироваться 

к новым экологическим нишам. Исследования геномной 

структуры S. aureus CC30 позволили выявить в пределах 

клонального комплекса три монофилогенетических груп-

пы, клады с различной степенью адаптивной изменчиво-

сти и, в частности, с различным набором мобильных ге-

нетических элементов и генов вирулентности [9]. Первая 

клада объединяет штаммы клональной линии фагового 

типа 80/81, связанные с известным с середины 60-х годов 

пандемическим клоном MRSA. Во вторую кладу входят 

внутригоспитальные штаммы MRSA, которые характери-

зуются гипервирулентностью в экспериментах на модель-

ных животных. Третья клада СС30 включает актуальные 

в современной медицине инвазивные штаммы S. aureus, 

ассоциированные прежде всего с такими инфекциями, 

как сепсис и персистирующая бактериемия. 

Среди немногочисленных опубликованных геном-

ных последовательностей штаммов S. aureus, выделен-

ных в России, отсутствуют геномы штаммов S. aureus 

CC30 и штаммов S. aureus ― возбудителей ПТИ. Следует 

отметить, что среди геномов штаммов S. aureus СС30, 

представленных в GenBank*, отсутствуют штаммы S. au-
reus, охарактеризованные как этиологические агенты 

ПТИ. 

В данной работе описано выделение штаммов S. aure-
us B-7778 и B-7779 при расследовании массовой вспышки 

ПТИ на молодежном форуме «Селигер» в Тверской обла-

сти в июле 2014 г. Методами сиквенс-типирования была 

установлена принадлежность штаммов S. aureus B-7778 

и B-7779 к генетической линии СС30. Этой же генети-

ческой линии принадлежат штаммы S. aureus B-7738 

и B-7739, изолированные при расследовании массовой 

вспышки ПТИ в Санкт-Петербурге в 2013 г. Выделение 

и идентификация штаммов S. aureus B-7738 и B-7739 были 

опубликованы нами ранее [10]. Характерной особен-

ностью вспышек в Санкт-Петербурге и на молодежном 

форуме «Селигер» являлась тяжелая форма ПТИ у кон-

тингента, не связанного с группами риска при кишечных 

заболеваниях. 

Цель исследования ― сравнительный геномный 

анализ штаммов S. aureus CC30, выделенных при мас-

совых вспышках ПТИ в Российской Федерации: 

S. aureus B-7738/B-7739 (Санкт-Петербург, 2013) и S. au-

* GenBank — база данных, находящаяся в открытом доступе, 

содержащая все аннотированные последовательности ДНК 

и РНК, а также последовательности закодированных в них 

белков. GenBank поддерживается Национальным центром 

биотехнологической информации США (NCBI), входя-

щим в состав Национальных институтов здоровья в США, 

и доступен на бесплатной основе исследователям всего 

мира. GenBank получает и объединяет полученные в разных 

лабораториях данные более чем для 100 000 различных орга-

низмов.
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reus B-7778/B-7779 (молодежный форум «Селигер», 2014); 

определение их филогенетической связи с геномами 

S. aureus CC30, депонированными в GenBank.

Методы

Дизайн исследования
Проведено одномоментное наблюдательное некон-

тролируемое моноцентровое исследование.

Критерии соответствия
В исследование были включены все изоляты S. aureus, 

выделенные при вспышке острой кишечной инфекции на 

молодежном форуме «Селигер» в июле 2014 г., и штаммы 

S. aureus B-7738 и B-7739, выделенные при вспышке ПТИ 

в Санкт-Петербурге в 2013 г.

Условия проведения
Исследование проведено в Государственном науч-

ном центре прикладной микробиологии и биотехнологии 

(Оболенск).

Продолжительность исследования
Включенные в исследование изоляты S. aureus были 

выделены в процессе расследования вспышки ПТИ на 

молодежном форуме «Селигер» с 20 по 30 июля 2014 г.

Исходы исследования
Изоляты S. aureus генотипировали методом анализа 

полиморфизма длин рестрикционных фрагментов про-

дуктов амплификации вариабельного региона коагулаз-

ного гена (coa-ПЦР-ПДРФ) и методом полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) со специфическими олигону-

клеотидными праймерами. При сиквенс-типировании 

анализировали последовательность ампликонов. По ре-

зультатам генотипического анализа идентифицировали 

штаммы S. aureus ― возможные возбудители ПТИ, для 

которых определяли геномную нуклеотидную последо-

вательность и проводили полногеномный филогенетиче-

ский анализ.

Методы регистрации исходов
В исследовании использовали изолированные во вре-

мя вспышки ПТИ в Российской Федерации в 2013 г. 

штаммы S. aureus B-7738 и B-7739 из Государствен-

ной коллекции патогенных микроорганизмов и клеточ-

ных культур «ГКПМ-Оболенск», а также референсные 

штаммы S. aureus из Американской коллекции типовых 

культур (ATCC): MRSA252 (ATCC BAA-1720), MSSA476 

(ATCC BAA-1721), Mu50 (ATCC 700699), MW2 (ATCC 

BAA-1707), USA300_TCH1516 (ATCC BAA-1717).

Видовую идентификацию микроорганизмов выпол-

няли с помощью системы MALDI Biotyper (Bruker, 

Франция). Для определения чувствительности к анти-

биотикам использовали систему Vitec-2 (bioMerieux, 

Франция), включая следующие маркеры: бензилпени-

циллин, ванкомицин, гентамицин, клиндамицин, ли-

незолид, левофлоксацин, моксифлоксацин, мупироцин, 

нитрофурантоин, оксациллин, рифампицин, тобрами-

цин, тейкопланин, тетрациклин, тайгециклин, тримето-

прим/сульфометоксазол, фосфомицин, фузидовая кис-

лота, эритромицин.

Выделение тотальной ДНК штаммов S. aureus для 

ПЦР проводили с использованием набора GeneJET 

Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, 

США) согласно инструкции производителя. 

Генотипирование исследуемых образцов выпол-

нили методом ПЦР и сиквенс-типирования. При spa-

типировании определяли последовательность вариабель-

ного региона гена белка А согласно инструкциям сервера 

Ridom SpaServer (http://spaserver.ridom.de/). Мультило-

кусное сиквенс-типирование (Multi-locus sequence typing, 

MLST) штаммов S. aureus провели в соответствии с дан-

ными сервера saureus.mlst.net (http://www.saureus.mlst.

net/). Для определения генов энтеротоксинов A, B, C, 

D, E; генов энтеротоксинподобных белков Q, I, M, N, 

O, U; гена токсина синдрома токсического шока, генов 

α- и β-гемолизинов, генов лейкоцидина Пантона–Вален-

тайна и лейкоцидина lukED использовали специфиче-

ские олигонуклеотидные праймеры [11−14]. 

Coa-ПЦР-ПДРФ анализ осуществляли по методике 

Hookey с использованием рестрикционной эндонуклеазы 

AluI [15]. Coa-ПЦР-ПДРФ паттерны представляли в виде 

цифрового кода: первое число соответствует размеру ПЦР 

продукта, затем указаны размеры рестрикционных AluI-

фрагментов. 

Иммуноферментный анализ для раздельного опре-

деления стафилококковых энтеротоксинов с помощью 

набора Ridascreen SET A, B, C, D, E (R-Biopharm AG, Гер-

мания) (http://www.r-biopharm.com/products/food-feed-

analysis/microbiology-hygiene/staphylococcal-enteroxin-set/

item/ridascreen-set-abcde) проводили согласно Методи-

ческим указаниям 4.2.2429-08 [16]. В качестве положи-

тельного контроля использовали продуценты энтероток-

сина А штаммы S. aureus MRSA252 и MW2, в качестве 

отрицательного контроля ― штаммы S. aureus MSSA476 

и USA300_TCH1516.

Геномную ДНК штаммов S. aureus выделяли с ис-

пользованием цетилтриметиламмониум бромида [17]. Ге-

номные библиотеки готовили с помощью набора Ion Plus 

Fragment Library Kit (Life Technologies, США). Секвениро-

вание полученных геномных библиотек осуществляли на 

платформе Ion Torrent PGM (Life Technologies) с использо-

ванием чипа Ion 318™ Chip Kit (Life Technologies) и набора 

Ion PGM 400 Sequencing Kit (Life Technologies) согласно 

инструкциям фирмы-производителя (http://ioncommunity.

lifetechnologies.com). Для сборки и аннотации использова-

ли программу-ассемблер Newbler 2.9 (Roche, Швейцария) 

(http://www.454.com/products/analysis-software/) и сервер 

NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline [18]. 

Оценку межгеномной дистанции полногеномных по-

следовательностей проводили на сервере Genome-to-Ge-

nome Distance Calculator (GGDC) (http://ggdc.dsmz.de/) 

[19]. Филогенетический анализ штаммов S. aureus выпол-

няли с помощью полногеномного типирования, основан-

ного на определении однонуклеотидных полиморфизмов 

(Single Nucleotide Polymorphism, SNP) в коровой части 

генома. Для этого использовали программы Wombac 2.0 

(https://github.com/tseemann/wombac) и MEGA 7.0 [20]. 

Филогенетические связи определяли с использовани-

ем метода ближайшего соседа (Neighbor-joining) [21]. 

При формировании дерева длины ветвей соответствовали 

эволюционным дистанциям между штаммами. Эволюци-

онные дистанции вычислены с использованием метода 

максимального правдоподобия (Maximum composite like-

lihood) [22] и пропорциональны числу SNP.

Статистический анализ
Принципы расчета размера выборки: размер выборки 

предварительно не рассчитывался.

Методы статистического анализа данных: статистиче-

ский анализ результатов не проводился, за исключением 
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общей количественной характеристики результатов мето-

дами описательной статистики. 

Результаты

Объекты (участники) исследования
В июле 2014 г. при вспышке острой кишечной инфек-

ции во время проведения молодежного форума «Сели-

гер-2014» за медицинской помощью обратились 145 чело-

век. Из числа обратившихся было госпитализировано 38 

пациентов с клиническими симптомами, включавшими 

многократные рвоту и диарею, головокружение, судороги 

и головную боль. Из клинических образцов госпитализи-

рованных участников (фекальные массы) и сотрудников 

пищеблока (биоматериал из носоглотки и с поверхности 

рук) были получены микробные культуры, которые ис-

пользовали для дальнейшего анализа.

Основные результаты исследования
Идентификация штаммов S. aureus B-7778 и B-7779 
как этиологических агентов пищевых токсикоинфекций
Всего было изолировано 38 культур S. aureus, вы-

деленных от заболевших участников форума «Сели-

гер-2014» и 26 культур S. aureus, выделенных от сотруд-

ников пищеблока форума «Селигер-2014». Все изоляты, 

кроме одного, были определены как MSSA и обладали 

чувствительностью ко всем исследованным лекарствен-

ным препаратам, за исключением бензилпенициллина. 

Изолят MRSA, полученный от сотрудника пищеблока, 

обладал устойчивостью к бензилпенициллину и окса-

циллину. 

Для подтверждения стафилококковой природы острой 

кишечной инфекции была проведена идентификация 

штамма S. aureus ― возможного возбудителя вспышки 

ПТИ. Для этого все полученные изоляты S. aureus ис-

следовали методом coa-ПЦР-ПДРФ и тестировали на 

наличие генов суперантигенов и других генов вирулент-

ности. При исследовании методом coa-ПЦР-ПДРФ для 

всех 38 изолятов, выделенных от заболевших участников 

форума «Селигер-2014», был идентифицирован един-

ственный вариант ПДРФ паттерна ― 433/219;214. Среди 

26 изолятов, выделенных от сотрудников пищеблока, 

определено 10 вариантов coa-ПЦР-ПДРФ паттернов, 

причем один из вариантов был идентичен coa-ПЦР-

ПДРФ паттерну 433/219;214, выделенному от заболев-

ших. Изоляты S. aureus с вариантами coa-ПЦР-ПДРФ 

паттернов 433/219;214; 514/291,214,81; 676/243,219,214, 

выделенные от сотрудников пищеблока, показали нали-

чие генов суперантигенов ― энтеротоксина А (sea) и ток-

сина синдрома токсического шока (tst). Единственный 

изолят с генотипом MRSA и паттерном 595/381;214 несет 

ген tst, но не sea. Остальные 19 изолятов, выделенные от 

сотрудников пищеблока, не содержали в составе генома 

генов суперантигенов (табл. 1). 

Для изолятов S. aureus с coa-ПЦР-ПДРФ паттернами 

433/219;214; 514/291,214,81; 595/381;214; 676/243,219,214 

выполнили spa-типирование и определили сиквенс-тип 

(Sequence type, ST). Генотип изолятов от заболевших 

и сотрудников с ПДРФ паттерном 433/219;214 был уста-

новлен как spa-тип t122 и ST30. В составе генома изо-

лятов S. aureus с паттерном 433/219;214 были выявлены 

гены энтеротоксинподобных белков Q, I, M, N, O, U 

и показано отсутствие генов энтеротоксинов B, C, D и E, 

генов лейкоцидина Пантона–Валентайна и лейкоцидина 

lukED. Согласно вышеприведенным данным, все изо-

ляты, выделенные от заболевших, обладают идентичным 

генотипом и могут быть отнесены к штамму S. aureus 

B-7778 с генотипом CC30, ST30, t122, sea, tst. Два изолята, 

выделенные от сотрудников пищеблока, с ПДРФ паттер-

ном 433/219;214 относятся к близкородственному (или 

идентичному) штамму S. aureus B-7779 с генотипом CC30, 

ST30, t122, sea, tst. Другие генотипы изолятов S. aureus, 

выделенные от сотрудников пищеблока, с ПДРФ паттер-

нами 514/291,214,81 и 676/243,219,214 соответствовали 

spa-типу t012 и ST30 и spa-типу t9413 и ST22 соответствен-

но (см. табл. 1). Для изолята MRSA определены spa-тип 

t1671и ST28. 

Определение продукции энтеротоксина A
штаммами S. aureus B-7778 и B-7779
Штаммы S. aureus СС30 B-7778 и B-7779, выделен-

ные при расследовании вспышки ПТИ на молодежном 

форуме «Селигер-2014», и S. aureus B-7738 и B-7739, изо-

лированные во время вспышки ПТИ в Санкт-Петербурге 

в 2013 г., исследовали на продукцию энтеротоксинов с по-

мощью теста Ridascreen SET A, B, C, D, E (R-Biopharm 

AG, Германия). Во внеклеточной фракции, продуциру-

емой указанными штаммами, установлено присутствие 

SEA. Другие «классические» энтеротоксины (B, C, D или 

E) не выявлены.

Полногеномное секвенирование штаммов S. aureus 
B-7778 и B-7779
Полногеномное секвенирование штаммов S. aureus 

B-7778 и B-7779 проводили на платформе Ion Torrent 

PGM с использованием чипа Ion 318 Chip Kit и химии 

Ion PGM Reagents 400 Kit (Life Technologies, США). Всего 

было получено 705 890 и 1 354 128 ридов с покрытием ×54 

и ×112 соответственно. В программе Newbler 2.9 (Roche, 

Швейцария) для геномов штаммов B-7778 и B-7779 было 

собрано 80 и 72 контигов соответственно с размерами 

контигов более 200 пар нуклеотидов. G+C состав геномов 

составляет 32,7%. Аннотацию провели с использова-

нием программы NCBI Prokaryotic Genome Annotation 

Pipeline. Полногеномные последовательности штаммов 

S. aureus B-7778 и B-7779, а также ранее полученные 

полногеномные последовательности штаммов S. aureus 

B-7738 и B-7739 были депонированы в базе данных NCBI 

GenBank (табл. 2). В табл. 2 приведена информация, свя-

Таблица 1. Генетические варианты изолятов S. aureus, выделенные при вспышке пищевой токсикоинфекции на форуме «Селигер-2014»

Изоляты (число) coa-ПЦР-ПДРФ паттерны Маркеры Генотип

От заболевших (38) 433/219;214 sea, tst, MSSA t122, ST30, CC30

От сотрудников (2) 433/219;214 sea, tst, MSSA t122, ST30, CC30

От сотрудников (2) 514/291,214,81 sea, tst, MSSA t012, ST30, CC30

От сотрудников (2) 676/243,219,214 sea, tst, MSSA t9413, ST60, CC22

От сотрудников (1) 595/381;214 tst, MRSA t1671, ST28, CC25

От сотрудников (19) 6 вариантов паттернов MSSA н/д

Примечание. н/д ― нет данных.
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занная с аннотированными геномами: источник выделе-

ния штамма S. aureus, общее число контигов с размерами 

более 200 пар нуклеотидов, общее число генов, число 

открытых рамок считывания (ОРС), регистрационный 

номер в базе данных NCBI GenBank (Рег. номер).

Оценка межгеномной дистанции штаммов 
B-7738/B-7739 и B-7778/B-7779 
На сервере GGDC (http://ggdc.dsmz.de/) определяли 

степень близости геномов штаммов S. aureus, выделенных 

в рамках расследования одной вспышки. Оценка межге-

номной дистанции на сервере GGDC для каждой сравни-

ваемой пары штаммов (B-7738/B-7739 и B-7778/B-7779) 

дала значение 0,0001, что соответствует дистанции между 

нуклеотидными последовательностями одного генома, 

полученными в двух независимых экспериментах. Анало-

гичные данные об идентичности сравниваемых геномов 

были получены при использовании программ Wombac 2.0 

и MEGA 7.0 при SNP-типировании коровых последова-

тельностей указанных штаммов. Различия между штам-

мами B-7738 и B-7739 соответствовали 1 SNP, а между 

штаммами B-7778 и B-7779 ― 3 SNP.

Филогенетический анализ 
Для определения филогенетических связей штаммов 

S. aureus B-7738, B-7739, B-7778 и B-7779 выбирали из 

представленных в GenBank геномов S. aureus последо-

вательности с максимальными показателями геномной 

близости к геному штамма S. aureus B-7778. Для этого 

с помощью сервиса NCBI Genome Neighbor report опреде-

лили 67 геномных последовательностей с симметричной 

идентичностью до 96,5758% и идентичностью при разры-

вах до 99,9683% по отношению к геному штамма S. aureus 

B-7778. На основе полногеномного SNP-типирования 

коровой части генома, проведенного в Wombac 2.0, для 

71 генома S. aureus построили филогенетическое дерево 

в MEGA 7.0. Все взятые в исследование геномы по ре-

зультатам филогенетического анализа относятся к СС30 

и формируют три монофилетических клады (рис. 1): кла-

да клональной линии фагового типа 80/81 из восьми 

штаммов, включая референс-штамм 55-2053 (GenBank: 

CP002388), обозначена как A; клада гипервирулентных 

для мышей штаммов MRSA из восьми штаммов, вклю-

чая референс-штамм TCH60 (GenBank: CP002110), обо-

значена как B; клада «актуальных» штаммов S. aureus из 

55 штаммов с референс-штаммами MRSA252 (GenBank: 

BX571856) и MN8 (GenBank: CM000952) обозначена 

как C. 

Выявлено разделение «актуальной» клады СС30 на 

два больших кластера ― кластер С1, в который вхо-

дят штаммы S. aureus, близкие к референс-штамму 

MRSA252, и кластер С2, включающий штаммы S. aureus, 

близкие к референс-штамму MN8 (см. рис. 1, 2). Со-

гласно полученным данным, штаммы S. aureus B-7738 

и B-7739 (Санкт-Петербург, 2013) и штаммы S. aureus 

B-7778 и B-7779 (Селигер, 2014) принадлежат к различ-

ным кластерам третьей «актуальной» клады СС30 (см. 

рис. 1). Штаммы B-7738 и B-7739 относятся к кластеру С2 

и показывают наибольшую близость к референс-штамму 

Btn1260 (GenBank: ACUU01). Штаммы B-7778 и B-7779 

(Селигер, 2014) равноудалены от двух основных кластеров 

«актуальной» клады, что демонстрирует степень их фило-

генетической обособленности (рис. 2). 

Таблица 2. Аннотированные геномы S. aureus B-7738, B-7739, B-7778 и B-7779

Штамм Источник выделения Контиги Гены ОРС Рег. номер

B-7738 Пищевой продукт 75 2,859 2,798 LWRA00000000

B-7739 Клинические выделения 94 2,869 2,804 LWRB00000000

B-7778 Клинические выделения 80 2,809 2,744 LWRC00000000

B-7779 Биоматериал сотрудников пищеблока 72 2,809 2,744 LWRD00000000

Примечание. ОРС ― открытые рамки считывания.

Рис. 1. Дендрограмма, построенная с использованием метода 

neighbor-joining на основании SNP-анализа 71 генома S. aureus 

CC30, депонированного в GenBank. Общее число выявленных 

полиморфизмов корового генома СС30 составляет 7729 нукле-

отидов

Примечание. * ― позиции штаммов B-7738 и B-7739 (Санкт-

Петербург, 2013), ** ― позиции штаммов B-7778 и B-7779 

(Селигер, 2014). Буквенными обозначениями А, В и С указаны 

клады СС30, С1 и С2 ― кластеры клады С.
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Обсуждение

Резюме основного результата исследования
Штамм S. aureus B-7778, выделенный от заболевших 

участников форума «Селигер-2014», и штамм S. aureus 

B-7779, выделенный от сотрудников пищеблока форума 

«Селигер-2014», идентичны по нуклеотидному составу, 

относятся к spa-типу t122 и сиквенс-типу 30 клонального 

комплекса 30, несут комплекс генов токсинов, ответ-

ственных за развитие пищевой инфекции (гены sea, tst, 
seq, sei, sem, sen, seo и seu), продуцируют стафилококко-

вый энтеротоксин A. По результатам полногеномного 

SNP-типирования показано, что штаммы S. aureus B-7778 

и B-7779 филогенетически обособлены от других штам-

мов третьей «актуальной» клады СС30 и неродственны 

штаммам S. aureus B-7738 и B-7739, выделенным во время 

вспышки ПТИ в Санкт-Петербурге в 2013 г.

Обсуждение основного результата исследования
В ФБУН «ГНЦ ПМБ» в 2013−2016 гг. расследовали 

ряд вспышек пищевой инфекции стафилококковой этио-

логии с целью идентификации штаммов S. aureus ― воз-

будителей ПТИ и определения возможных источников 

инфекции. Как известно, к группам риска при пищевых 

инфекциях относят детей, людей старшего возраста и им-

мунокомпрометированных пациентов. В большинстве 

случаев ПТИ были связаны с учащимися начальных 

школ. Однако при расследовании двух вспышек ПТИ 

была выявлена тяжелая форма заболевания у континген-

та, не ассоциированного с группами риска. При вспышке 

ПТИ среди строительных рабочих в Санкт-Петербурге 

в 2013 г. [10] заболели 363 человека, 223 из них были 

госпитализированы, 7 ― в тяжелом состоянии посту-

пили в отделение реанимации и интенсивной терапии. 

В результате расследования было идентифицировано два 

штамма ― штамм S. aureus B-7738, выделенный из пи-

щевого продукта, и штамм S. aureus B-7739, выделенный 

из клинического материала, полученного от заболевших. 

Оба штамма имели идентичные генотип (spa-тип t2509, 

ST30, СС30), ген токсина синдрома токсического шока 

(tst), комплекс генов энтеротоксинов и энтеротоксин-

подобных белков (sea, seq, sei, sem, sen, seo и seu). На 

молодежном форуме «Селигер-2014» при вспышке ПТИ 

стафилококковой этиологии также наблюдалась картина 

массового поражения контингента, не принадлежащего 

к группам риска. Штаммы S. aureus B-7778 и B-7779, 

выделенные на форуме «Селигер-2014», были отнесе-

ны к той же клональной группе (СС30) и сиквенс-типу 

(ST30), что и штаммы S. aureus, выделенные в Санкт-

Петербурге в 2013 г. 

Следует подчеркнуть, что факт выделения изоля-

тов S. aureus при вспышке пищевой инфекции не мо-

жет служить подтверждением стафилококковой природы 

вспышки. Это связано с широким распространением 

и высокой частотой выделения золотистого стафилококка 

при патологиях человека, вызванных другими инфекци-

онными агентами. Для подтверждения стафилококковой 

этиологии инфекции необходимо генетическое типиро-

вание изолятов S. aureus. Нуклеотидная последователь-

ность вариабельного региона видоспецифического гена 

coa является надежным маркером генетических линий 

S. aureus и используется для быстрого и экономически 

эффективного типирования клинических изолятов ме-

тодом coa-ПЦР-ПДРФ. Использованный нами подход 

при расследовании вспышек ПТИ предусматривает ам-

плификацию вариабельного региона гена коагулазы с по-

следующим гидролизом рестриктазой AluI и позволяет 

в течение нескольких часов после выделения чистой куль-

туры определить наличие или отсутствие в полученных на 

исследование образцах биоматериала изолятов S. aureus 

с идентичными coa-ПЦР-ПДРФ паттернами. Идентич-

ные coa-ПЦР-ПДРФ паттерны являются необходимым 

условием признания принадлежности исследуемых изо-

лятов к одной генетической линии S. aureus. Отсутствие 

доминантной линии S. aureus с идентичным coa-ПЦР-

ПДРФ паттерном среди изолятов, выделенных от забо-

левших, свидетельствует об ошибочности определения 

стафилококковой природы расследуемой вспышки ПТИ. 

При исследовании 38 изолятов S. aureus, выделенных 

от заболевших участников форума «Селигер-2014», был 

выявлен единственный вариант coa-ПЦР-ПДРФ паттер-

на ― 433/219;214. Все изоляты с данным coa-ПЦР-ПДРФ 

паттерном несли комплекс генов токсинов, ответствен-

ных за развитие пищевой инфекции: ген энтеротокси-

на А, ген токсина синдрома токсического шока и генов 

энтеротоксинподобных белков. Дальнейшее типирование 

позволило идентифицировать возбудитель вспышки ПТИ 

на форуме «Селигер-2014» ― штамм S. aureus B-7778 

с генотипом СС30, ST30, t122. Дополнительно стоит от-

метить высокий титр и клональную чистоту культуры 

штамма S. aureus B-7778 в клинических образцах (фекаль-

ных массах), взятых у заболевших участников форума 

«Селигер-2014», что может служить характерным показа-

телем инфекционного процесса. Штамм S. aureus B-7779, 

изолированный из образцов биоматериала, полученных 

с поверхности рук двух сотрудников пищеблока форума 

«Селигер-2014», является идентичным штамму S. aureus 

Рис. 2. Дендрограмма, построенная с использованием метода 

neighbor-joining на основании SNP-анализа 55 геномов S. aureus 

CC30, принадлежащих штаммам третьей «актуальной» клады 

СС30. Общее число выявленных полиморфизмов корового гено-

ма третьей клады СС30 составляет 6337 нуклеотидов 

Примечание. * ― позиции штаммов B-7738 и B-7739 (Санкт-

Петербург, 2013), ** ― позиции штаммов B-7778 и B-7779 

(Селигер, 2014). Буквенными обозначениями С1 и С2 указаны 

кластеры клады С.
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B-7778. По результатам исследований, сотрудники пище-

блока могут быть определены как наиболее вероятный ис-

точник штамма S. aureus B-7778 ― возбудителя вспышки 

на форуме «Селигер-2014». 

Для оценки общей эпидемической обстановки сле-

дует отметить, что от сотрудников пищеблока форума 

«Селигер-2014» было выделено еще два штамма S. aureus 

с генетическими маркерами, которые соответствуют воз-

можным возбудителям ПТИ: это штаммы S. aureus с гено-

типами: CC30, ST30, t012, sea, tst и CC22, ST60, t9413, sea, 

tst (см. табл. 1).

Таким образом, две массовые вспышки пищевой ин-

фекции (в Санкт-Петербурге в 2013 г. и Тверской области 

в 2014 г.) были вызваны штаммами S. aureus клональ-

ного комплекса СС30 и характеризовались поражением 

контингента, не ассоциированного с группами риска. 

Штаммы S. aureus, обладающие сходными эпидемиоло-

гическими характеристиками, повышенными вирулент-

ными свойствами, исследовали на геномном уровне ме-

тодом полногеномного SNP анализа. Филогенетический 

анализ показал, что штаммы S. aureus B-7738, B-7739, 

B-7778 и B-7779 уверенно позиционируются как члены 

третьей «актуальной» клады СС30, в которую входят со-

временные клинические штаммы СС30. Клада состоит из 

внутригоспитальных штаммов MRSA, типичным пред-

ставителем которых является штамм MRSA252 (ST36), 

и клинических инвазивных штаммов MRSA или MSSA 

(ST30), которые часто ассоциируются с бактериемией, 

инфекционным эндокардитом и остеомиелитом [23]. Из-

вестно, что ген токсина синдрома токсического шока 

преимущественно ассоциируется со штаммами третьей 

клады СС30. Характерную способность к хронической 

персистенции в организме человека штаммов третьей 

клады СС30 связывают с повышенной эффективностью 

колонизации и биопленкообразования, а также с высо-

ким содержанием псевдогенов [9]. 

SNP анализ геномов S. aureus, выбранных по сте-

пени близости к геному штамма S. aureus B-7778 с по-

мощью сервиса NCBI Genome Neighbor report, выявил 

наличие в третьей кладе СС30 двух обособленных класте-

ров ― кластер С1, в который входят штаммы S. aureus, 

близкие к референс-штамму MRSA252, и кластер С2, 

который включает штаммы MRSA и MSSA, близкие 

к референс-штамму MN8 (см. рис. 2). Штаммы S. aureus 

B-7738/B-7739 (СС30, ST30, t2509), выделенные в Санкт-

Петербурге в 2013 г., входят в состав кластера С2 и наи-

более близки к типовому штамму S. aureus Btn1260 (ST30, 

t012). Геномы штаммов S. aureus B-7778/B-7779 (СС30, 

ST30, t122), выделенные при вспышке ПТИ на форуме 

«Селигер-2014», демонстрируют филогенетическую уда-

ленность от геномов кластера С1 и кластера С2. Таким 

образом, филогенетический анализ 71 штамма S. aureus 

СС30 выявил наличие SNP, специфичных для гено-

мов штаммов S. aureus B-7778/B-7779. Анализ возмож-

ной роли таких SNP в повышении вирулентных свойств 

штаммов S. aureus B-7778/B-7779 является задачей даль-

нейшего исследования. Данные о полногеномных после-

довательностях штаммов S. aureus СС30, изолированных 

на территории Российской Федерации, в настоящий мо-

мент ограничены описанными в статье геномами, что не 

позволяет оценить распространенность генетической ли-

нии, представленной штаммами S. aureus B-7778/B-7779, 

в России.

По данных Ridom SpaServer (spaServer.ridom.de), 

spa-тип t122, которому принадлежат штаммы S. aureus 

B-7778/B-7779 (Селигер-2014), встречается среди де-

понированных на сервере штаммов с частотой 0,16%, 

причем большинство штаммов S. aureus с spa-типом 

t122 изолированы в последние годы в Западной Евро-

пе. Среди взятых нами для SNP анализа 67 геномов 

S. aureus, депонированных в GenBank, к spa-типу t122 

относится геном штамма S. aureus 21345 (см. рис. 2). По 

результатам SNP анализа коровой части генома, штамм 

S. aureus 21345 состоит в кластере С2, что подтверждает 

отсутствие генетической близости к штаммам S. aureus 

B-7778/B-7779. Этот пример демонстрирует принци-

пиальное различие по информативности типирования 

между методами, основанными на SNP в пределах еди-

ничных генов, и методами, включающими сравнение 

SNP на уровне генома. 

SNP анализ коровой части генома выявил генетиче-

скую специфичность штаммов S. aureus B-7778/B-7779 

(Селигер-2014) и близость штаммов S. aureus 

B-7738/B-7739 (Санкт-Петербург, 2013) к типовым пред-

ставителям кластера С1 третьей клады S. aureus СС30. 

Можно предположить, что особенности указанных штам-

мов как этиологических агентов стафилококковых ПТИ 

с повышенными вирулентными свойствами и сходными 

эпидемиологическими характеристиками будут связа-

ны с мобильной частью генома S. aureus. Дальнейшие 

исследования предусматривают сравнительный анализ 

мобильных генетических элементов в геномах штам-

мов S. aureus B-7738/B-7739 и B-7778/B-7779 и геномов 

штаммов S. aureus СС30, депонированных в GenBank. 

Поиск возможной связи между способностью некоторых 

штаммов S. aureus вызывать массовые вспышки ПТИ 

и определенными мобильными генетическими структура-

ми, способствующими повышению вирулентных свойств 

данных штаммов, представляет определенный интерес 

для практического здравоохранения.

Заключение

Клональный комплекс S. aureus 30 характеризуется 

генетической пластичностью, что выражается эффек-

тивной адаптацией к различным экологическим нишам. 

При анализе вспышек пищевых токсикоинфекций на 

территории Российской Федерации выявлены два раз-

личных генетических клона S. aureus СС30, способных 

вызывать вспышки ПТИ с тяжелым течением инфекции 

у контингента, не ассоциированного с группами риска, 

что можно оценить как опасное расширение вирулент-

ных свойств исследуемых штаммов. Проведен первый 

геномный анализ выделенных на территории Россий-

ской Федерации штаммов S. aureus ― возбудителей 

пищевой инфекции. Полученные в работе данные будут 

использованы в дальнейшем для анализа генетической 

специфики циркулирующих в России через пищевую 

цепь штаммов S. aureus.
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