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рого закодирован в генах острова патогенности 
SaP2 (обозначенного как SaPI2/R). Штамм выде­
лен от ВИЧ-инфицированного пациента, боль­
ного пневмонией. По результатам типирования 
стафилококковой хромосомной кассеты данный 
вариант MRSA был отнесен к SCCmecIII.1.1.2 
типу.
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Метициллинорезистентный Staphylococcus 
aureus (MRSA) ST239 относится к одному из 
наиболее распространенных во всем мире нозо­
комиальному клону. Типичные штаммы MRSA 
генотипа ST239 не продуцируют токсин синдро-
ма токсического шока (TSST-1), синтез которого 
кодирует ген, входящий в состав острова пато­
генности SaPI. В данном исследовании получе­
ны результаты изучения нового варианта MRSA 
ST239, продуцирующего TSST-1, синтез кото­
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
ST239 is one of the most common nosocomial genotypes 
worldwide. Typical MRSA ST239 strains do not produce 
toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1), which is encoded 
by tst gene at staphylococcal pathogenicity island (SaPI). 
This study was performed to investigate a novel MRSA 

ST239 strain producing TSST-1, which is encoded by 
genes at SaPI2 (designated as SaPI2/R). This strain was 
isolated from a HIV-infected patient with pneumonia. 
The results of genotyping by staphylococcal chromo­
somal cassette showed that the MRSA isolate carried 
SCCmecIII.1.1.2 type.
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drome toxin-1, HIV-infection.



347

Клин микробиол антимикроб химиотер        2011, Том 13, № 4

Антибиотикорезистентность
Я. Ивао и соавт. Выявление нового варианта MRSA ST239

генам, и его синтез кодируется геном, входящим 
в состав острова патогенности SaPIs [14]. Среди 
эпидемических клонов HA-MRSA ген, кодиру-
щий синтез TSST-1 (tst), представлен только у 
японского варианта New York/Japan клона (ST5/
SCCmecII), но не выявлен у американского вари-
анта [15] и у EMRSA-16 (ST36/SCCmecII) клона 
[16–18]. Генотип ST239 MRSA не имеет tst-гена в 
составе острова патогенности SaPI [11, 17] и описан 
как TSST-1 не продуцирующий.

В данном исследовании впервые представле-
ны результаты выделения ST239 MRSA варианта, 
продуцирующего TSST-1 и явившегося причиной 
фатальной пневмонии у ВИЧ-инфицированного 
пациента; изучена его молекулярная характеристи-
ка, структура острова патогенности SaPI, содержа-
щего TSST-1 ген (tst).

Материал и методы

Штамм ST239 MRSA был изолирован из аутоп-
тата легкого 63-летнего ВИЧ-инфицированного 
мужчины, умершего от пневмонии в г. Красноярске 
в 2009 г. Штамм 10H ST239 MRSA выделен от 
34-летнего пациента с хирургической раневой 
инфекцией в г. Владивостоке в 2006 г. В качестве 
референтных штаммов использовали:

штамм ANS46 MRSA, изолированный в 
1982  г. в Австралии и имеющий генотип ST239/
SCCmecIII.1.1.1;

штамм HU25 – Бразильский клон, выделенный в 
1993 г. в Бразилии, генотип ST239/SCCmecIII.1.1.2 
(IIIA);

штамм MRSA BK2464 – New York/Japan MRSA 
клон (USA вариант: TSST-1-негативный), изоли-
рованный в 1996 г. в США, генотип ST5/SCCmecII;

штамм HAR24, относящийся к EMRSA-16 
клону, генотип ST36/SCCmecII.

Коллекция референтных штаммов была любезно 
предоставлена H. de Lancastre. Референтные штам-
мы MRSA Mu50 и N315 генотип ST5/SCCmecII, 
относящиеся к New York/Japan клону MRSA (япон-
ский вариант – TSST-1-положительный, ген кото-
рого входит в состав острова патогенности SaPIm1/
n1) были любезно предоставлены K. Hiramatsu.

Штаммы MRSA T1 и T2 (New York/Japan клон) 
были изолированы от 59-летнего мужчины с TSS 
в 2003 г. в г. Ниигата [19]. Штамм MRSA NN33 
(New York/Japan клон) выделен в 2006 г. в Гифу 
(Япония) от младенца, больного некротизирую-
щим фасциитом и родившимся с низкой массой 
тела [15].

Молекулярное типирование штаммов MRSA 
проводили в соответствии с международными 
стандартами [20]. MLST типирование основано 

Введение

Staphylococcus aureus является возбудителем 
широкого спектра заболеваний, таких как инфек-
ции кожи и мягких тканей, инвазивных инфекций, 
в том числе пневмонии, бактериемии, менингита, 
эндокардита; токсинобусловленных заболеваний – 
синдрома токсического шока (TSS), экзантематоз-
ной болезни новорожденных (NTED) и др. [1]. Мети
циллинорезистентные штаммы S. aureus (MRSA) 
были изолированы в начале 1960-х годов и про-
должают оставаться одними из наиболее опасных 
микроорганизмов, циркулирующих в стационарах, 
известных как hospital-acquired MRSA (HA-MRSA) 
и характеризующихся множественной лекарствен-
ной устойчивостью [2]. Инфекции, обусловленные 
MRSA, характеризуются более тяжелым течением, 
частым развитием осложнений и высоким уровнем 
смертности по сравнению с инфекциями, причи-
ной которых является метициллиночувствитель-
ные S. aureus (MSSA) [3]. У ВИЧ-инфицированных 
пациентов также регистрируются заболевания, 
вызванные MRSA [4–6].

Эпидемиологические исследования позволили 
установить распространение определенного числа 
клонов MRSA, циркулирующих в стационарах во 
всем мире [7, 8]. Проведено генотипирование дан-
ных HA-MRSA клонов, включающее мультилокус-
ное секвенирование «генов домашнего хозяйства» 
(STs), секвенирование гена, кодирующего белок  A 
(spa) и стафилококковую хромосомную кассету mec 
(SCCmec) [9].

Среди эпидемических HA-MRSA клонов 
ST239 MRSA является одним из наиболее рас-
пространенных во всем мире и выделен в Азии, 
Северной и Южной Америке, Европе, Австралии 
[10], а также в России [11]. Генотип ST239 MRSA 
преимущественно относится к типу spa3(t037), 
однако может относиться и к другим spa типам, 
таким как spa351(t030). Генотип ST239 содержит 
SCCmecIII.1.1.1 субтип, но выявлены и другие суб-
типы, такие как SCCmecIII.1.1.2 [9, 10, 12].

У микроорганизмов наблюдается горизонталь-
ный перенос генетического материала – генов виру-
лентности и/или генов, кодирующих резистент-
ность к антимикробным химиопрепаратам, с помо-
щью бактериофагов, плазмид и других мобильных 
генетических элементов [13]. Определенный набор 
генов вирулентности (и/или генов лекарственной 
резистентности) у MRSA клонов ассоциирован 
с определенными клиническими синдромами у 
MRSA-инфицированных пациентов.

Токсин синдрома токсического шока (TSST-1), 
продуцируемый S. aureus, относится к суперанти-
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щью программного обеспечения MolecularCloning 
(версия 4.2) («Silico Biology», Йокогама, Япония). 
Гомологичный анализ проводили с помощью 
BLAST (http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html) и 
FASTA (http://fasta.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html).

Результаты исследований

Результаты исследования MRSA штамма OC3 
в сравнении с референтными штаммами генотипов 
ST239 и TSST-1-продуцирующими клонами MRSA, 
не относящимися к генотипу ST239, представлены 
в таблице. Штамм OC3 был отнесен к геноти-
пу ST239/spa3(t037)/agr1/SCCmecIII.1.1.2(IIIA)/
CoaIV. Данный spa тип (spa3 [t037]) относится 
преимущественно к внебольничным вариантам 
линии ST239 [10]. Тип SCCmec изученного штам-
ма OC3 (SCCmec III.1.1.2, IIIA) был аналогич-
ным с Бразильским клоном (штамм HU25 [23]). 
В отличие от других ST239 вариантов штамм OC3 
продуцировал tst токсин. Высокий уровень рези-
стентности к рифампицину (MПК≥256 мкг/мл) 
также является важным отличительным признаком 
штамма OC3.

По остальным признакам штамм OC3 был 
схож с линией MRSA ST239: имел в составе ДНК 
гены, кодирующие суперантигены (sek and seq) и 
коллаген-адгезин (cna), а также характеризовался 
множественной лекарственной устойчивостью, в 
том числе имел высокий уровень МПК оксацилли-
на и имипенема [24].

У эпидемического клона HA-MRSA – New 
York/Japan (японский вариант) был выявлен ген, 
кодирующий tst, входящий в состав острова пато-
генности SaPIm1/n1 (переносящего гены tst, sec и 
sel). Клон EMRSA-16, продуцирующий tst, характе-
ризовался наличием также гена sea и отсутствием 
генов sec и sel. Кроме того, у клонов New York/
Japan и EMRSA-16 было выявлено наличие кла-
стера генов (egc), кодирующих энтеротоксины seg, 
sei, sem, sen и seo, в то время как у линии ST239 в 
составе генома нет egc.

Результаты определения уровня продук-
ции TSST-1 у TSST-1-положительных штаммов 
(в  том числе для штамма OC3) в реакции латекс-
агглютинации с набором TST-RPLA представлены 
на рис. 1. Уровень продукции TSST-1 штаммом 
OC3 оказался сравнимым с уровнем продукции 
токсина штаммами T1 и T2 New York/Japan ST5 
MRSA (японский вариант), изолированными от 
пациентов с TSS, и штаммом NN33 New York/
Japan ST5 MRSA (японский вариант), выделенным 
от пациента с некротизирующим фасциитом. При 
этом уровень продукции токсина данным штам-
мом оказался несколько ниже по сравнению со 

на изучении 7 «генов домашнего хозяйства» и 
определения аллельного профиля (аллельный 
номер) с использованием вебсайта (http://www.
mlst.net/). Spa типирование проводили путем сек-
венирования ПЦР-продукта с последующим ана-
лизом с использованием базы данных eGenomics 
(http://tools.egenomics.com/) или Ridom SpaServer 
(http://spaserver.ridom.de/). Детекцию регуля-
торного гена (agr) и определение принадлежно-
сти к аллельной группе проводили с применени-
ем ПЦР, SCCmec типирование (I–V типы) – с 
применением ПЦР и М-ПЦР. Субтипирование 
SCCmec проводили в соответствии с рекоменда-
циями [12] и данными веб-сайта (http://www.
staphylococcus.net/), путем выявления различий 
в нуклеотидной последовательности J1, J2 и J3 
участков. Коагулазотипирование (Coa) проводили 
с использованием наборов, включающих различ-
ные стафилококковые антикоагулазные сыворот-
ки («Denka Seiken», Токио, Япония) или путем 
анализа результатов секвенирования гена coa [21]. 
ПЦР исследование генов вирулентности включало: 
определение 3 генов, кодирующих синтез лейко-
цидинов, включая PVL ген; 5 генов, кодирующих 
синтез гемолизинов; 17 генов стафилококковых 
энтеротоксинов (SE); одного предполагаемого SE 
гена; 3 генов, кодирующих синтез эксфолиатинов; 
14 генов адгезинов. 

В качестве контроля использовали референтные 
штаммы.

Чувствительность к антимикробным препа-
ратам определяли методом серийных разведений 
в плотной питательной среде – агаре Мюллера–
Хинтон в соответствии с международными реко-
мендациями CLSI [22].

Уровень продукции TSST-1 определяли имму-
нологическим методом. Для этого микроорганизмы 
культивировали при 37 °C в течение 18 часов в 
сердечно-мозговом бульоне («Difco Laboratories, 
Sparks», MD, США), с последующим доведением 
концентрации микроорганизмов до 2,0×109 КОЕ/
мл. Уровень продукции токсина в супернатанте 
микроорганизмов определяли с помощью реакции 
латекс-агглютинации с применением набора TST-
RPLA («Denka Seiken», Токио, Япония).

Геном MRSA OC3 анализировали путем пиро-
секвенирования, используя FLX систему с про-
граммным обеспечением GS De Novo Assembler 
версия 2.0 («Roche Diagnostics», Брэдфорд, CT, 
США). Регистрационный номер участка ДНК, 
кодирующего синтез tst, для проведения секвени-
рования (63; 7,398 пар оснований) определили в 
данном исследовании – AB678405. Ген или откры-
тая рамка считывания (orf) были изучены с помо-
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штаммом Mu50 New York/Japan ST5 MRSA (см. 
рис. 1). MRSA штаммы, не продуцирующие tst (вла-
дивостокский штамм 10H ST239 MRSA, штамм 
BK2464 New York/Japan, американский вариант), 
как и предполагалось, были негативными в реакции 
латекс-агглютинации.

В результате пиросекенирования генома штам-
ма OC3 MRSA выявлено 2 генетических contig 
(номера 56, 63), которые входят в состав SaPI2. 
Участок ДНК штамма OC3, содержащий остров 
патогенности SaPI2 (contigs 56, 63), находился в 
регионе выбранного сайта секвенирования разме-
ром 20 пар оснований (att), соприкасаясь с хромо-
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Рис. 1. Результаты реакции латекс-агглютинации по 
определению уровня продукции TSST-1 в супернатанте 
штаммов HA-MRSA.
Отрицательный контроль – штаммы 10H и BK2464, не 
имеющие tst-гена.
Положительный контроль – штаммы Mu 50 (ST 5, NY/J, 
JPN); T1 (ST 5, NY/J, JPN, TSS); T2 (ST 5, NY/J, JPN, 
TSS); NN33 (ST 5, NY/J, NF)
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SaPI2. Участки ДНК attL и attR SaPI2/R и SaPI2, 
протяженностью 20 пар оснований отличались 
только одним нуклеотидом (T→A) по сравнению с 
SaPI2 штамма RN3984 (см. рис. 2, B). Тем не менее, 
внутренние составляющие SaPI2/R отличались от 
SaPI2 (см. рис. 2, B), что указывает на различия 
между островами патогенности SaPI2/R и SaPI2. 

В правой части острова патогенности SaPI/R, 
протяженностью 2,9 пар оснований, выявлена высо-
кая степень гомологии (94,7%) с соответствующим 
участком SaPIov2 штамма ED133 (см. рис. 2, B), что 
свидетельствовало о возможной мозаичной структу-
ре SaPI2/R.

Обсуждение

Клон MRSA ST239 впервые был выявлен в 
Бразилии в 1992 г. Данный клон MRSA ST239 

сомным участком groEL (рис. 2, A). У штамма OC3 
остров патогенности SaPI, имеющий в составе ген 
tst, примыкал с обеих сторон к повторяющимся 
участкам att (attL и attR) протяженностью 20bp. 
Нуклеотидная последовательность attL, attR и att 
groEL была изучена и указанный остров патогенно-
сти SaPI штамма OC3 был определен как SaPI2/R.

Структуру острова патогенности SaPI2/R срав-
нили с генетической структурой SaPI2 и SaPIov2 
(см. рис. 2, B). Левая часть SaPI2/R, протяжен-
ностью 5,2 тыс. пар оснований, включающая attL, 
eta (кодирует эксфолиатин А у S. hyicus), tst и ter 
(кодирует терминазу), была практически гомоло-
гична (99,5%) с SaPI2 штамма RN3984 S. aureus. 
Правая часть острова патогенности SaPI2/R, про-
тяженностью 1,3 kb, включающая int (интеграза) 
и attR, была также близка по структуре (94,6%) 
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Рис. 2. Структура участка ДНК штамма OC3 ST239 MRSA, изолированного от ВИЧ-инфицированного пациента 
(г. Красноярск), кодирующего TSST-1.
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выделенный во Франции от овец с маститом) [27]. 
Следовательно, у штамма OC3 остров патогенности 
SaPI2/R имеет более мозаичную структуру, воз-
никшую вследствие процессов рекомбинации. 

В настоящее время в мире распространены 
несколько клонов HA-MRSA, продуцирующих 
TSST-1. Клон MRSA New York/Japan, генотип 
ST5 (TSST-1-продуцирующий, японский вариант) 
наиболее распространен в госпиталях Японии [28] 
и ассоциирован с нозокомиальными инфекциями, 
такими как пневмония, инфекции мочеполовой 
системы, сепсис, энтерит, инфекции, связанные с 
диализом, некротизирующий фасциит, экзантема-
тозная болезнь новорожденных, ассоциированная с 
синдромом SSSS, и др.

Генотип EMRSA-16 (ST36) является одним из 
наиболее распространенных генотипов MRSA в 
Великобритании и ассоциирован с развитием бак-
териемии [16–18].

Вследствие того, что линия HA-MRSA ST239 
является одной из основных в мире, особое вни-
мание следует обратить на возможность широкого 
распространения TSST-1-продуцирующих ST239 
MRSA (штамм OC3).

ВИЧ-инфицированные пациенты являются 
группой риска для развития инфекций, вызванных 
MRSA [4–6]. В США частота инфекций, вызван-
ных MRSA, у данной категории больных в 18 раз 
выше, чем в общей популяции людей и более чем 
в 6 раз выше, чем у ВИЧ-негативных больных. 
У  ВИЧ-инфицированных наиболее частыми кли-
ническими проявлениями были инфекции кожи 
и мягких тканей, при этом у части больных забо-
левание осложнялось бактериемией или эндокар-
дитом  [4]. Основным генотипом являлся USA300 
(ST8, TSST-1-негативные) [4–6].

В данном исследовании TSST-1-продуцирую
щий ST239 MRSA (штамм OC3) был выделен 
от ВИЧ-инфицированного пациента с фатальной 
пневмонией. Необходимо выявить эпидемиологию 
нового клона MRSA и уделить особое внимание 
на его возможное распространение среди ВИЧ-
инфицированных пациентов.

Выражение признательности. Мы благодарим 
Вей-Чун Хунг и Акихито Нишияма за помощь в 
проведении данного исследования.

известен как HA-MRSA, характеризующийся мно-
жественной лекарственной устойчивостью и рас-
пространением по всему миру [10]. Исторически 
название вариантов данного клона MRSA было 
связано с тем регионом, где они были выделе-
ны, таким образом появились клоны Бразильский, 
Португальский, Венгерский, Венский, а также 
британские EMRSA-1, 4-й и 11-й клоны [8, 10]. 
Позднее появился вариант TW20, который был 
причиной тяжелых инфекций в отделениях интен-
сивной терапии в Лондоне на протяжении 2002–
2004 гг. [25].

В последних работах S.R. Harris с соавт. [10] 
на основании изучения геномного полиморфизма 
(SNPs) показано, что линия ST239 состоит из более 
чем пяти филогенетических ветвей MRSA, таких 
как Азиатская, Северо-Американская, Южно-
Американская, Европейская и Австралийская. 
Линия MRSA ST239 включает несколько spa 
типов (spa3 наиболее преобладающий вариант) и 
несколько SCCmecIII субтипов: III.1.1.1 у TW20; 
III.1.1.2 (IIIA) у Бразильского клона и III.1.1.3 
(IIIB) у Португальского клона (http://www.
staphylococcus.net/). В г. Владивостоке был выяв-
лен HA-MRSA с генотипом ST239/spa3(t037)/
SCCmecIII.1.1.1, который впоследствии был вытес-
нен HA-MRSA с генотипом ST239/spa351(t030)/
SCCmecIII.1.1.4(SCCmecIIIR) (неопубликованные 
данные).

В отличие от изученных ранее MRSA линии 
ST239, штамм OC3 ST239, изолированный в г. 
Красноярске от ВИЧ-инфицированного пациента, 
умершего от пневмонии, продуцировал TSST-1, 
кодируемый геном tst. Это первое сообщение о 
ST239 MRSA, продуцирующих TSST-1. 

В мобильных генетических элементах S. aureus, 
известных как SaPIs, закодированы суперантиге-
ны. SaPIs – это хромосомные острова патогенно-
сти, включающие бактериофаги-сателлиты [14]. 
Участок ДНК штамма OC3, кодирующий TSST-1, 
отличает выявленный вариант SaPI от ранее изу-
ченных вариантов. При этом участок tst отличал-
ся высокой степенью гомологии с соответствую-
щим участком SaPI2 штамма RN3984 S. aureus, 
генотипа ST707 (прототип менструального TSS 
штамма, выделенного в США) [26]. Участок int 
был схож с соответствующим участком SaPIov2 
штамма ED133 S. aureus, генотипа ST133 (штамм, 
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