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РЕЗЮМЕ
Золотистый стафилококк (Staphylococcus aureus) – патогенный микроорганизм, вызывающий большое количество заболеваний у человека и животных. 
Проведено много исследований по генотипированию Staphylococcus aureus, выделенных у людей и при маститах у коров, но данных по типированию 
Staphylococcus aureus, обнаруженного у обезьян, в зарубежной литературе не найдено. Однако инфекции стафилококковой природы у приматов рас-
пространены широко. В статье представлены результаты молекулярно-генетического изучения золотистых стафилококков, изолированных от низших 
обезьян, на основе типирования коагулазного гена и полиморфного локуса agr, являющегося регулятором экспрессии генов патогенности. Проведено 
исследование структуры коагулазного гена (coa) и полиморфных типов регуляторного гена (agr) у 145 изолятов Staphylococcus aureus, выделенных от 
обезьян разных видов. Получены одиночные фрагменты коагулазного гена четырех размеров: 600, 750, 800 и 900 п. н. По результатам рестрикции эндо-
нуклеазой AluI изученные золотистые стафилококки классифицированы на семь различных coa-типов. Наиболее часто обнаруживали VII генотип (31,7%), 
реже – II генотип коагулазного гена (9,7%). Для каждого изолята Staphylococcus aureus характерен определенный профиль рестрикции коагулазного гена, 
следовательно, среди обезьян питомника циркулирует как минимум семь штаммов золотистого стафилококка. При этом стафилококки, содержащие 
коагулазный ген VII генотипа, являются инвазивными, так как выделены из различных органов и гноя, а также фекалий и носовой полости животных. 
Анализ результатов исследования показал, что между разными видами обезьян возможна передача бактерий данного вида. Установлено, что, в отличие 
от обнаруженных у людей изолятов Staphylococcus aureus, в геноме которых преобладает agrI, у изученных в настоящей работе изолятов превалиру-
ет agrIV (59,3%). Группы agrII и agrIII детектированы у 5,5 и 2,1% изолятов соответственно.
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SUMMARY
Staphylococcus aureus is a pathogenic microorganism causing a great number of diseases in humans and animals. Many researches on genotyping Staphylococcus 
 aureus isolated from humans and mastitis affected cows are performed, but no foreign reports on typing of Staphylococcus aureus detected in monkeys have been 
found. Staphylococcus-induced infections are however widely spread in primates. The paper demonstrates results of molecular and genetic examination of Staphy-
lococcus aureus isolated from non-human primates. The examination was based on typing of coagulase gene and polymorphic locus of arg gene that regulates 
expression of pathogenicity-associated genes. Structures of coagulase gene (coa) and polymorphic types of regulatory gene (agr) were studied in 145 Staphylococcus 



336 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2021; 10 (4): 335–341 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2021; 10 (4): 335–341

Одним из важнейших факторов вирулентности 
St. aureus является коагулаза – внеклеточный продукт 
штаммов, который стимулирует протромбин, что при-
водит к свертыванию крови. Ген коагулазы coa генети-
чески изменчив, т. е. полиморфен [10, 11]. Типирование 
коагулазы было разработано как один из молекуляр-
ных методов, применяющихся для идентификации или 
дифференциации представителей St. aureus [12, 13]. Ам-
плификация гена коагулазы считается простым и точ-
ным способом типирования St. aureus, выделенных из 
различных источников и дающих важную информацию 
о генетическом фоне изолятов [14, 15]. Этот метод ос-
нован на выявлении изменчивости и полиморфизма, 
возникающих в результате мутаций на 3´-конце коагу-
лазного гена, содержащего тандемные повторы дли-
ной в 81 пару нуклеотидов (п. н.), и меняющих размер 
гена [16–19]. Фрагменты ДНК, соответствующие вари-
абельной области гена коагулазы, амплифицируются 
в  ПЦР с  последующим расщеплением ферментами 
(эндонуклеазами) рестрикции и  анализом картины 
различных длин рестрикционных фрагментов или 
паттернов (ПЦР-ПДРФ). На основании данных о коли-
честве и размере этих фрагментов дифференцируют 
изоляты. Таким образом, изучение полиморфизма та-
ких генов вирулентности St. aureus, как коагулазный 
и регуляторный, может иметь важное диагностическое 
значение [12, 20]. Генотипы коагулазного гена хорошо 
изучены у золотистых стафилококков, выделенных от 
людей  [21]. Также много работ посвящено исследо-
ванию полиморфизма coa-гена представителей вида 
St. aureus, выделенных при маститах у коров и из мо-
лока [1, 6, 11, 15, 22–25]. Эти исследования показали, 
что разные генотипы St. aureus могут быть выявлены не 
только у коров, больных маститом в разных географи-
ческих районах, но даже у коров в одном стаде [6]. Из 
литературных данных известно, что возможна переда-
ча штаммов между людьми и различными животными, 
включая обезьян  [24]. Связанные с человеком штам-
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является причиной заболеваний людей и животных, 
включая доброкачественные инфекции кожи и  мяг-
ких тканей  [1,  2]. Опасность патогена заключается 
в  способности вызывать тяжелые инфекции, вплоть 
до летальных случаев (пневмония, сепсис и др.). Это 
является результатом действия большого количества 
продуцируемых им факторов вирулентности, таких как 
стафилокиназа, адгезины, гемолизины, лейкоцидины, 
энтеротоксины и др.  [2, 3], экспрессия которых регу-
лируется специальной системой − дополнительным 
регуляторным геном  agr  [2, 4–7]. Хотя этот локус яв-
ляется консервативным, но состоит из полиморфного 
гипервариабельного фрагмента, который использует-
ся для классификации штаммов St. aureus методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) в одну из четырех 
групп (полиморфных типов) – agrI, agrII, agrIII, agrIV [4, 8]. 
Некоторые авторы утверждают, что agr-группы влияют 
на вирулентность штаммов и прогрессирование забо-
левания [9].

В конце прошлого века при исследовании различ-
ных патогенных микроорганизмов стали применяться 
молекулярные методы типирования, которые позво-
ляют выявлять эпидемиологически значимые штаммы. 
С помощью этих методов были обнаружены генетиче-
ские детерминанты вирулентности золотистого стафи-
лококка и  установлено, что данный микроорганизм 
принадлежит к гетерогенным и полиморфным видам, 
у  которых многие гены патогенности присутствуют 
в хромосоме в составе «островков патогенности», ста-
филококковых хромосомных кассет и профагов. У раз-
ных штаммов эти генетические элементы существуют 
в виде аллельных форм и характеризуются различной 
степенью мобильности [4]. Горизонтальный перенос ге-
нов, расположенных на мобильных генетических эле-
ментах, вызывает генетическое разнообразие внутри 
вида St. aureus.
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aureus isolates recovered from various monkey species. The studies resulted in singular coagulase gene fragments of four dimensions: 600, 750, 800 and 900 bps. Fol-
lowing AluI endonuclease restriction results Staphylococcus aureus was classified in seven different coa-types. Coagulase gene of genotype VII predominated (31.7%), 
genotype II was detected less frequently (9.7%). Each Staphylococcus aureus isolate is specified by a definite coagulase gene restriction profile; therefore, at least 
seven Staphylococcus aureus strains are currently circulating in the monkeys in the monkey facilities. Herewith, those staphylococci that bear genotype VII coagulase 
gene are invasive as they are isolated from various organs and pus as well as from feces and nasal cavities of the animals. Analysis of the study results demonstrated 
that bacteria of this species could be transmitted between different monkey species. Apart from human Staphylococcus aureus, in whose genome agrI prevails, 
agrIV prevailed in the isolates outlined in this paper (59.3%); agrII and agrIII were detected in 5.5 and 2.1% of the isolates, respectively.
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England BioLabs,  США) по прилагаемому протоколу: 
5 мкл 10× NEBuffer, 34 мкл деионизированной воды, 
10 мкл ДНК, 1 мкл AluI. Смесь инкубировали при тем-
пературе 37 °С в течение 1 ч. Дальнейший анализ про-
водили на основе определения размеров полученных 
ампликонов, количества и протяженности фрагментов 
рестрикции. Coa-ПЦР-ПДРФ-паттерны представляли 
в виде цифрового кода: первое число (до косой черты) 
соответствует размеру ПЦР-продукта, а затем (после 
косой черты) указаны размеры рестрикционных AluI-
фрагментов.

Визуализацию продуктов амплификации осущест-
вляли в Трис-ацетатном буфере (ТАЕ) с использовани-
ем 2%-го агарозного геля (Sigma, США), окрашенного 
раствором бромистого этидия (0,5 мкг/мл), в градиен-
те напряжения 130 В в течение 50 мин (электрофорез 
продуктов рестрикции проходил при 80 В в течение 
1 ч 35 мин). По окончании электрофореза результаты 
просматривали в  ультрафиолетовом свете на транс-
иллюминаторе (длина волны 254 нм). Размер амплико-
нов определяли, используя ДНК-маркер 100–1200 п. н. 
(Evrogen, Россия). Результаты реакции фотографирова-
ли в ультрафиолетовом свете.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
По результатам амплификации коагулазного гена 

выделено четыре типа ампликона (табл. 1). Как видно из 
таблицы, у большинства изолятов (46%) был обнаружен 
коагулазный ген четвертого типа размером 900 п. н.

Использование эндонуклеазы  AluI позволило вы-
явить 7 различных профилей рестрикции коагулазного 
гена (генотипов) у изученных изолятов, давших коли-
чество фрагментов рестрикции от 1 до 3 и имеющих 
размер от 80 до 750 п. н. (табл. 2).

При этом для изолятов каждой группы была харак-
терна одинаковая длина ампликонов и  специфиче-
ские сайты рестрикции. Отсутствие различий в  раз-
мерах ампликонов указывает на отсутствие отличий 
в числе нуклеотидных повторов, а одинаковые сайты 
рестрикции – на структурное сходство этих повторов. 
Большинство изолятов St. aureus относились к VII типу 
рестрикции (31,7%), с наименьшей частотой выявлен 
VI генотип коагулазного гена (2,1%).

Следует отметить, что рестрикционный профиль 
600/600 п. н. (I генотип coa-гена) с высокой частотой 
встречался у St. aureus, выделенных от обезьян рода 
павианов, – у 25 из 42 исследованных изолятов (рис.). 

мы St. aureus колонизируют и заражают низших обе-
зьян в неволе и дикой природе [26, 27]. Считается, что 
приобретение и утрата генов, расположенных на мо-
бильных генетических элементах, является основным 
фактором адаптации микроба после передачи между 
хозяевами [26].

Сведений по исследованию полиморфизма коагу-
лазного гена и аллельных вариантов регуляторного 
гена у St. aureus, выделенных от обезьян разных видов, 
в зарубежных научных публикациях не обнаружено.

Цель настоящей работы − провести генотипирова-
ние изолятов St. aureus, выделенных от обезьян разных 
видов, на основе полиморфизма коагулазного гена 
и полиморфных типов регуляторного гена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучено 145 изолятов St. aureus, полученных при 

бактериологическом обследовании 33 живых и 100 по-
гибших обезьян разных видов (макак-резус – 51, макак 
яванский – 33, павиан гамадрил – 33, павиан анубис – 9, 
мартышка зеленая – 3, макак лапундер – 3, капуцин 
белоплечий  –  1), содержащихся в  условиях неволи 
в  Адлерском питомнике. Обследованные обезьяны 
были обоих полов (♀ − 69, ♂ − 64) и разных возрастов 
(от 0 сут до 35 лет). Для исследования у живых обезьян 
были взяты стерильными тампонами мазки со слизи-
стой носа (n = 11), зева (n = 1), из уретры (n = 1), про-
бы гноя из раны (n = 2). Стерильными ректальными 
тампонами из прямой кишки были взяты пробы фека-
лий (n = 18). У погибших животных материалом для ис-
следования служили кусочки органов и биожидкости, 
полученные при патолого-анатомическом вскрытии 
(легкие – 66, печень – 11, селезенка – 12, почка – 6, лим-
фоузел – 9, матка – 1, слепая кишка – 4, гной – 2, био-
логическая жидкость – 1).

Эксперименты на животных проводили в  соот-
ветствии с  межгосударственными стандартами по 
содержанию и  уходу за лабораторными животны-
ми ГОСТ  33215-2014 и  ГОСТ  33216-2014, принятыми 
Межгосударственным советом по стандартизации, 
метрологии и сертификации, а также согласно требо-
ваниям Хельсинкской декларации (2000 г.) и Директи-
вы 2010/63/ЕU Европейского парламента и Совета Ев-
ропейского союза от 22.09.2010 по охране животных, 
используемых в научных целях.

Посев материала проводили на желточно-солевой 
агар (ЖСА) и 5%-й кровяной агар и инкубировали в тер-
мостате при 37 °С в течение 24–48 ч. Выросшие колонии 
стафилококков изучали морфологически (на основа-
нии характеристики колоний, их пигментации, окраски 
по Граму) и биохимически, учитывая лецитиназную ак-
тивность на ЖСА, гемолитическую активность на кровя-
ном агаре и плазмокоагуляцию. Видовую идентифика-
цию проводили с помощью коммерческих тест-систем 
«Мультимикротесты для биохимической идентифика-
ции стафилококков (ММТ С)» (ООО НПО «Иммунотэкс», 
Россия). Для дальнейшего молекулярно-генетического 
исследования изоляты золотистых стафилококков хра-
нили при минус 20 °С.

Экстракцию ДНК и  agr-типирование проводили, 
как описано ранее [28]. Детекцию коагулазного гена 
осуществляли согласно методике, описанной в  пре-
дыдущей работе [29]. Структурный полиморфизм ко-
агулазного гена исследовали по J. V. Hookey et al. [30] 
с использованием эндонуклеазы рестрикции AluI (New 
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Таблица 1
Характеристика ПЦР-продуктов (ампликонов) коагулазного гена 
St. aureus, выделенных от обезьян
Table 1
Specification of coagulase gene PCR-products (amplicons) 
of St. aureus isolated from monkeys

coa-
тип

Длина ПЦР-продукта  
(~ число пар оснований)

Число 
изолятов (%)

Число  
ПЦР-паттернов

1 600 42 (29%) 1

2 750 17 (12%) 1

3 800 19 (13%) 3

4 900 67 (46%) 3
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из 87 исследованных изолятов. Только у трех макаков-
резусов обнаружен коагулазный ген, имеющий паттерн 
900/450-220-80 (VI генотип coa-гена). Так как для каж-
дого изолята характерен свой профиль рестрикции 
коагулазного гена, то, согласно полученным данным, 
у содержащихся в Адлерском питомнике обезьян цир-
кулирует как минимум 7 изолятов St. aureus.

Штамм St. aureus, содержащий coa-ген VII генотипа 
(900/550-220-80), является инвазивным, так как выде-
лен из всех органов и гноя (табл. 3).

С другой стороны, изоляты St. aureus, обнаруженные 
в фекалиях и носовой полости у клинически здоровых 
обезьян, преимущественно имеют I генотип коагулаз-
ного гена (паттерн 600/600). Из легких погибших обе-
зьян с диагнозом «пневмония» чаще выделяли St. aureus 
с III и VII генотипом коагулазного гена. По сообщению 
некоторых авторов, существует предположение о том, 
что золотистые стафилококки с преобладающим гено-
типом коагулазы более устойчивы к действию нейтро-
филов, чем с редкими генотипами [23].

Agr-типирование St. aureus показало, что более чем 
у половины изолятов выявлен agr группы  IV  (59,3%), 
редко детектированы agr групп II и III (табл. 4).

Как видно из таблицы, agrIII обнаружен у двух изо-
лятов St.  aureus, выделенных из печени, и  у  одного 
изолята – из селезенки. Ни у одного из 66 золотистых 
стафилококков, выделенных из легких обезьян, не де-
тектирована третья группа регуляторного гена, а у изо-
лятов, обнаруженных в печени и селезенке, не выяв-
лена agrII.

Частота детекции генов комплекса agr у изолятов 
St. aureus разных типов коагулазного гена представлена 
в таблице 2. Анализ agr-типирования показал, что у изо-
лятов VII типа coa-гена выявлена только первая группа 
регуляторного гена. У всех остальных стафилококков 
превалирует четвертая группа agr.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, использование метода типирова-

ния коагулазного гена позволило обнаружить раз-
личные генотипы среди St. aureus, выделенных от обе-
зьян разных видов. Это подтверждает, что золотистый 
стафилококк имеет определенную гетерогенность 
в 3´-концевой области coa-гена. В ходе проведенного 
исследования обнаружено четыре типа коагулазного 
гена протяженностью от 600 до 900 п. н. и семь про-
филей его рестрикции, длина фрагментов которых 
варьировала от 80 до 550 п. н. Наиболее распростра-
ненным был 4-й тип коагулазного гена, имеющий длину 
900 п. н., детектированный у 46% изолятов и VII гено-
тип рестрикции coa-гена (паттерн 900/550-220-80 п. н.), 
выявленный у 31,7% St. aureus. Полученные результаты 
указывают на то, что пневмонию у обезьян вызывают 
штаммы золотистого стафилококка, имеющие широкий 
полиморфизм коагулазного гена, однако большинство 
изолятов St. aureus, выделенных из легких (19 из 66), 
были отнесены к VII профилю рестрикции коагулазного 
гена (28,8%). На основании проведенных исследований 
можно сделать вывод, что среди обезьян, содержащих-
ся в питомнике, циркулирует как минимум 7 изолятов 
St.  aureus, которые способны вызывать пневмонию, 
могут быть в составе сопутствующей микрофлоры при 
кишечных заболеваниях как в кишечнике, так и во вну-
тренних органах, а также колонизировать носовую по-
лость у клинически здоровых животных.

Обнаружение коагулазного гена с такой структурой 
у двух макаков и капуцина можно объяснить тем, что 
эти животные, возможно, содержались в  изоляторе 
совместно с  павианами (больными или носителями 
St. aureus), в результате чего произошло заражение дан-
ным изолятом. Таким образом, можно предположить, 
что в  изоляторах происходит циркуляция изолятов 
золотистого стафилококка от одних обезьян к другим.

Паттерн 900/550-220-80 (VII  генотип) чаще детек-
тировали у St. aureus, выделенных от макаков, – у 36 

Таблица 2
Частота детекции генотипов коагулазного гена и agr-типов St. aureus, 
выделенных от обезьян
Table 2
Frequency of monkey’s St. aureus coagulase gene and agr detection  
by genotypes and types

Генотип coa-гена
(профиль рестрикции)

coa-ПЦР-ПДРФ-паттерны, 
п. н.

agr-тип 
(количество) Всего

I 600/600 agrI − 6
agrIV − 22 28 (19,3%)

II 600/300
agrI – 11
agrII – 2

agrIV − 1
14 (9,7%)

III 750/750
agrI – 5
agrII – 1

agrIV − 11
17 (11,7%)

IV 800/400-220-80 agrI – 4
agrIV − 15 19 (13,1%)

V 900/220-180-80

agrI – 8
agrII – 2
agrIII – 1
agrIV − 7

18 (12,4%)

VI 900/450-220-80 agrI − 3 3 (2,1%)

VII 900/550-220-80

agrI – 11
agrII – 3
agrIII – 2

agrIV − 30

46 (31,7%)

Рис. Профили рестрикции коагулазного гена St. aureus,  
выделенного у разных видов обезьян

Fig. Coagulase gene restriction profiles of St. aureus isolated 
from different monkey species 
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Проведенное agr-типирование показало, что 
у  St.  aureus, выделенных от обезьян, превалирует 
IV группа регуляторного гена, в то время как у изоля-
тов St. aureus, обнаруженных у людей, преобладает agrI, 
а у золотистых стафилококков, выделенных от боль-
ных маститом коров, преобладающими являются agrI 
и agrIII [4, 6, 25]. Распространение других детерминант 
вирулентности изолятов St. aureus требует дальнейше-
го изучения, а также секвенирования вышеозначенных 
генов, что позволит выявить принадлежность к кло-
нальным линиям золотистого стафилококка, циркули-

рующего у обезьян, и сравнить с известными данными, 
полученными при исследовании штаммов, обнаружен-
ных у людей и других животных, оценить эпизоотичес-
кую ситуацию по данному бактериальному патогену 
в питомнике обезьян.
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