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Аннотация
Введение. Salmonella enterica серовара Typhimurium остаётся одной из ведущих причин острого бактери-
ального гастроэнтерита. Формирование и распространение клонов высокого риска, обладающих множе-
ственной лекарственной устойчивостью и способностью к длительной циркуляции в стационарах, пред-
ставляет серьёзную угрозу общественному здоровью.
Цель: на основе геномных данных провести характеристику изолятов S. Typhimurium ST328, включая 
определение его популяционной структуры, филогеографии и механизмов антибиотикорезистентности  
в контексте глобальной популяции S. Typhimurium.
Материалы и методы. Исследовано 11 изолятов S. Typhimurium, выделенных от детей с нозокомиальным 
сальмонеллёзом в Гомеле в 2002 г. Определение минимальных подавляющих концентраций антибиотиков 
проводили методом микроразведений в бульоне, фенотипическую детекцию β-лактамаз расширенного 
спектра (БЛРС) — методом «двойных дисков». Полногеномное секвенирование выполнено на платформе 
«Illumina MiSeq». Биоинформатический анализ включал серогенотипирование, мультилокусное секвени-
рование-типирование (MLST), рибосомальное MLST, идентификацию генов резистентности и филогене-
тический SNP-анализ с использованием базы данных EnteroBase.
Результаты. Установлено, что 81,8% изолятов принадлежат к сиквенс-типу ST328 и рибосомальному типу 
rST60463. Фенотипически 72,7% штаммов проявляли резистентность к цефалоспоринам III поколения, 
63,6% продуцировали БЛРС. Ген blaCTX-M-5 детектирован у 77,8% штаммов ST328, что полностью корре-
лировало с фенотипом. Филогенетический анализ 112 штаммов ST328 из 10 стран выявил 2 подгруппы 
(rST1344 и rST60463), различающиеся по географическому распространению и профилям резистентно-
сти. Поиск среди 713 тыс. геномов сальмонелл в EnteroBase подтвердил специфическую ассоциацию 
blaCTX-M-5 исключительно с линией ST328/rST60463. 
Выводы. Клон S. Typhimurium ST328/rST60463, продуцирующий БЛРС CTX-M-5, циркулировал на терри-
тории Беларуси в 2002 г. и представляет собой клон высокого эпидемиологического риска. Полученные 
результаты подчёркивают важность геномного мониторинга нозокомиальных патогенов с использованием 
международных баз данных.
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Abstract
Background. Salmonella enterica serovar Typhimurium remains one of the leading causes of acute bacterial 
gastroenteritis worldwide. The emergence and dissemination of high-risk clones with multidrug resistance and 
capacity for prolonged nosocomial circulation represents a serious public health threat.
Objective: Based on genomic data, to characterize S. Typhimurium ST328 isolates, including the determination 
of its population structure, phylogeography, and mechanisms of antimicrobial resistance in the context of the 
global S. Typhimurium population.
Materials and methods. Eleven S. Typhimurium isolates were recovered from children with nosocomial 
salmonellosis in Gomel, Belarus, in 2002. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by broth 
microdilution method. Extended-spectrum β-lactamase (ESBL) production was detected using the double-disk 
method. Whole-genome sequencing was performed on the Illumina MiSeq platform. Bioinformatic analysis 
included serogenotyping (SISTR), multilocus sequence typing (MLST), ribosomal MLST (rMLST), identification 
of resistance genes (ResFinder 4.1), and phylogenetic single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis using the 
EnteroBase database.
Results. A total of 81.8% of isolates belonged to sequence type ST328 and ribosomal type rST60463. 
Phenotypically, 72.7% of strains exhibited resistance to third-generation cephalosporins, and 63.6% produced 
ESBL. The blaCTX-M-5 gene was detected in 77.8% of ST328 strains, which completely correlated with the 
phenotype. Phylogenetic analysis of 112 ST328 strains from 10 countries revealed two subgroups (rST1344 
and rST60463), differing in geographic distribution and resistance profiles. Screening of 713,000 Salmonella 
genomes in EnteroBase confirmed that blaCTX-M-5 was associated exclusively with the ST328/rST60463 lineage.
Conclusions. The S. Typhimurium ST328/rST60463 clone, producing ESBL CTX-M-5, circulated in Belarus 
in 2002 and represents a high-risk epidemiological clone. The results underscore the importance of enhanced 
genomic surveillance of nosocomial pathogens using international databases.
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Введение
Salmonella enterica подвида enterica остаётся 

одной из ведущих причин острого бактериального 
гастроэнтерита во всём мире. В течение последних 
десятилетий глобальная эпидемиология сальмонел-
лёза характеризуется доминированием 2 основных 
сероваров: S. Enteritidis и S. Typhimurium. На тер-
ритории России и Беларуси заболеваемость сальмо-

неллёзом стабильно высокая — 13,7–55,0 случая на 
100 тыс. населения1,2.

Особую тревогу вызывает формирование и 
распространение клонов высокого риска, обладаю-

1	 О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в Российской Федерации в 2023 году: Государ-
ственный доклад. М.; 2024. 368 с.

2	 Доклад «О санитарно-эпидемиологической обстановке в 
Республике Беларусь в 2024 году». Минск; 2025. 178 с.
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щих множественной лекарственной устойчивостью 
и способностью к длительной циркуляции в попу-
ляции человека [1, 2].

Первые свидетельства циркуляции устойчи-
вых к цефалоспоринам III поколения штаммов 
S. Typhimurium на территории Беларуси относятся 
к началу 2000-х гг. В период 2001–2002 гг. в Го-
мельском регионе была зарегистрирована серия 
вспышек нозокомиального сальмонеллёза среди 
детей раннего возраста. Выделенные штаммы де-
монстрировали необычный для того времени фе-
нотип резистентности, включающий устойчивость 
к цефалоспоринам расширенного спектра при со-
хранении чувствительности к карбапенемам. Мо-
лекулярно-генетическое исследование выявило, что 
механизмом резистентности является продукция 
β-лактамазы CTX-M-5, и все штаммы, по данным 
типирования с использованием пульс-электрофоре-
за (pulsed‑field gel electrophoresis, PFGE), принадле-
жат к единому генетическому варианту [3].

Последующие исследования показали, что 
проблема CTX-M-5-продуцирующих штаммов 
S. Typhimurium не ограничивается Беларусью. Мо-
лекулярная характеристика изолятов с использова-
нием PFGE и мультилокусного анализа тандемных 
повторов (multiple‑locus variable‑number tandem 
repeat analysis, MLVA) подтвердила клональную 
природу возбудителя множественных географиче-
ски разобщённых вспышек. Параллельные исследо-
вания в России и Казахстане выявили циркуляцию 
генетически родственных штаммов в обширном 
ареале. Систематический анализ 88 цефотаксим- 
резистентных изолятов, собранных в 10 регионах  
3 стран в период с 1996 по 2009 г., продемонстриро-
вал беспрецедентно длительную циркуляцию еди-
ного клона [4].

Типирование методами MLVA и мультилокус-
ного секвенирования-типирования (MLST) пока-
зало, что все 88 изолятов принадлежат к ST328 — 
однолокусному варианту наиболее распростра-
нённого в мире ST19. MLVA выявил 17 типов, 
различающихся по 1–2 локусам, и указал, что наи-
более ранние изоляты 1996 г. из Санкт-Петербурга 
могли представлять собой прародительский штамм, 
потомки которого распространились по 3 странам. 
Все изоляты продуцировали β-лактамазу CTX-M-5, 
ассоциированную с мобильным элементом ISEcp1 
(insertion sequence Escherichia coli promoter 1) и ло-
кализованную на высокогомологичных плазмидах 
семейства pCTXM5. Важной особенностью клона 
стал гипермутабельный фенотип, обусловивший 
повышение частоты спонтанных мутаций устойчи-
вости в 104 раз и независимое приобретение устой-
чивости к фторхинолонам (ФХ) у 43,2% изолятов 
через точечные мутации в гене gyrA [5, 6].

Исследование клона S. Typhimurium ST328 
отражает эволюцию методологических подходов 

в молекулярной эпидемиологии. Ранние работы 
(2001–2004 гг.) базировались на PFGE-типировании 
и ПЦР-детекции генов резистентности. Внедрение 
MLVA (2007–2012  гг.) повысило дискриминацион-
ную способность, а MLST позволил интегрировать 
локальные данные в глобальный контекст. Однако 
все предыдущие исследования анализировали огра-
ниченные наборы геномных маркеров. Настоящее 
исследование знаменует переход к принципиально 
новому уровню — полногеномному секвенирова-
нию (whole‑genome sequencing, WGS) с интегра
цией данных в специализированную биоинформа-
тическую систему EnteroBase [7].

EnteroBase3 представляет собой глобальную 
платформу для хранения и анализа геномов энте-
робактерий, включающую более 700 тыс. геномов 
Salmonella. Платформа автоматически выполняет 
сборку геномов, аннотацию, серо- и генотипиро-
вание, выявление детерминант резистентности, 
MLST, рибосомальное MLST (по 51 гену рибосо-
мальных белков) и построение филогенетического 
дерева на основе однонуклеотидных полиморфиз-
мов (single nucleotide polymorphism, SNP) [8].

Применение WGS и EnteroBase к клону ST328 
позволяет уточнить внутриклональную филогене-
тическую структуру, выявить криптические под-
группы методом rMLST, проследить глобальное 
распространение клона путём сравнения с сотнями 
тысяч геномов, установить специфичность ассо-
циации blaCTX-M-5 с линией ST328 в масштабе всей 
видовой популяции S. enterica и реконструировать 
эволюционную историю приобретения устойчиво-
сти к различным классам антибиотиков. Таким об-
разом, настоящая работа представляет собой новый 
этап в изучении международного клона высокого 
риска S. Typhimurium ST328, основанный на совре-
менных геномных технологиях и глобальных био-
информатических ресурсах.

Цель исследования — на основе геном-
ных данных провести характеристику изолятов 
S.  Typhimurium ST328, включая определение его 
популяционной структуры, филогеографии и ме-
ханизмов антибиотикорезистентности в контексте 
глобальной популяции S. Typhimurium.

Материалы и методы
В исследование включены 11 неповторяю-

щихся изолятов (не более 1 изолята от 1 пациента) 
S. enterica серовара Typhimurium, выделенных из 
клинического материала (образцы стула) детей в 
возрасте 0–3 лет, госпитализированных с острым 
гастроэнтеритом в 2002 г. в стационары г. Гоме-
ля. Исследование основано на анализе архивных 
бактериальных изолятов S. Typhimurium, выде-
ленных в 2002 г. в ходе рутинной диагностической 

3	 URL: https://enterobase.warwick.ac.uk
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лабораторной работы. Исследование проводилось 
при добровольном информированном согласии 
пациентов или их законных представителей. Про-
токол исследования одобрен Этическим комите-
том Санкт-Петербургского НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера (протокол № 89 от 
02.11.2023).

Видовая идентификация изолятов была выпол-
нена с использованием коммерческих биохимиче-
ских тест-систем, серотипирование проводилось по 
схеме Уайта–Кауфмана с использованием коммер-
ческих агглютинирующих сывороток. Коллекция 
изолятов хранилась при –70°C в бульоне с сердеч-
но-мозговой вытяжкой и 30% глицерина до момен-
та проведения молекулярно-генетических исследо-
ваний, пассажный возраст штаммов после восста-
новления из замороженного состояния составлял не 
более 3 пассажей.

Минимальные подавляющие концентрации 
(МПК) антибиотиков определяли референтным ме-
тодом последовательных микроразведений в бульо-
не Мюллера–Хинтон, категории чувствительности 
интерпретировали в соответствии с рекомендация-
ми EUCAST v. 15: S — чувствительный (susceptible, 
standard dosing regimen); I — чувствительный при 
увеличенной экспозиции (susceptible, increased 
exposure); R — резистентный4. Определяли чув-
ствительность к цефтазидиму, меропенему, коли-
стину, ципрофлоксацину и амикацину.

Продукцию β-лактамаз расширенного спектра 
(БЛРС) выявляли методом «двойных дисков». Бак-
териальную суспензию (оптическая плотность 0,5 
по Мак-Фарланду) наносили газонным посевом на 
агар Мюллера–Хинтон. Через 10 мин накладывали 
диски с амоксициллином/клавулановой кислотой 
(20/10 мкг) в центр и диски с цефтазидимом и це-
фотаксимом (по 30 мкг) на расстоянии 20 и 30 мм 
от центрального диска. После инкубации при 37°C 
в течение 18–20  ч оценивали наличие синергизма 
между цефалоспоринами и ингибитором β-лакта-
маз как фенотипическое подтверждение продук-
ции БЛРС. Параллельно с анализом испытуемых 
культур исследовали контрольные штаммы E. coli 
АТСС 25922 (БЛРС–) и Klebsiella pneumoniae АТСС 
700603 (БЛРС+).

Геномная ДНК была выделена с использовани-
ем набора «QIAamp DNA Mini Kit» («Qiagen»). Би-
блиотеки для секвенирования готовили с использо-
ванием набора «Nextera XT DNA Library Preparation 
Kit» («Illumina»). WGS выполнено на платформе 
MiSeq («Illumina») с получением парноконцевых 
прочтений длиной 2 × 250 п. н.

4	 EUCAST. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone 
diameters. Version 15.0;2025. URL: https://eucast.org/fileadmin/
src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/v_15.0_
Breakpoint_Tables.pdf

Необработанные парноконцевые прочтения 
были загружены в модуль «Salmonella»5 базы дан-
ных EnteroBase, где выполнялись автоматизирован-
ная сборка геномов (SPAdes), контроль качества и 
аннотация. Серогенотипирование осуществлялось 
in silico с использованием инструмента SISTR 
(Salmonella In Silico Typing Resource), реализован-
ного в EnteroBase, который на основе нуклеотид-
ных последовательностей антигенных и сопутству-
ющих генов, а также профилей cgMLST предсказы-
вает серовар S. enterica [9].

Стандартное 7‑генное MLST по схеме Achtman 
(aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA, thrA) выпол-
няли с помощью встроенного в EnteroBase модуля 
MLST для определения сиквенс-типов (ST) [10]. 
Согласно принятой терминологии MLST изолят 
считали однолокусным вариантом по отношению 
к другому сиквенс-типу, если их аллельные профи-
ли различались только по одному из 7 генов схемы 
Achtman. В данной работе ST328 рассматривается 
как однолокусный вариант наиболее распростра-
нённого глобального генотипа ST19 (различие по 
аллелю aroC). Рибосомальное MLST (rMLST) также 
проводили в EnteroBase на основе анализа 51 гена 
рибосомальных белков, что позволило присвоить 
изолятам рибосомальные сиквенс-типы (rST) и ис-
пользовать их для оценки внутриклональной струк-
туры ST328. rMLST обеспечивает более высокую 
дискриминационную способность по сравнению  
с традиционным 7-генным MLST и позволяет вы-
являть филогенетические подгруппы внутри одного 
ST [11, 12].

Детерминанты устойчивости к противоми-
кробным лекарственным средствам, включающие 
приобретённые гены резистентности и хромосом-
ные точечные мутации, опосредующие резистент-
ность, были идентифицированы с помощью базы 
данных ResFinder 4.1 [13]. Для анализа геномного 
контекста гена blaCTX-M-5 во всех ассамблированных 
геномах изолятов ST328 дополнительно иденти-
фицировали контиги, содержащие данный ген, по 
результатам ResFinder. Эти контиги подвергали 
BLASTn-анализу (NCBI nt) с определением наи-
большего сходства с плазмидными или хромосом-
ными последовательностями Salmonella и других 
энтеробактерий. Для каждого изолята оценивали 
наличие фланкирующего элемента ISEcp1, длину 
контига, наибольшую идентичность и покрытие 
при выравнивании с известными плазмидами се-
мейства pCTXM5 из предыдущих исследований.

Филогенетическое дерево на основе SNP по-
строено с использованием инструментов EnteroBase. 
Анализ включал 11 штаммов S. Typhimurium из на-
стоящего исследования и 112 родственных штам-
мов S. Typhimurium ST328, представленных в базе 

5	 URL: https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica
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данных EnteroBase и выделенных в различных ре-
гионах мира (Беларусь, Армения, Россия, Казах-
стан, Тайвань, Япония, Дания, Великобритания, 
Франция, Канада, Индия, Эфиопия).

Для построения филогенетического дерева ис-
пользовали алгоритм максимального правдоподобия 
с моделью нуклеотидных замен. Визуализировали 
данные с использованием программного обеспе-
чения GrapeTree, интегрированного в EnteroBase.  
На дереве отображали метаданные изолятов, включая 
страну происхождения, год выделения, сиквенс-ти-
пы (ST и rST), наличие генов БЛРС и мутаций, ассо-
циированных с устойчивостью к ФХ.

Результаты
Фенотипическое тестирование показало, что 

8 (72,7%) из 11 штаммов S. Typhimurium проявля-
ли устойчивость или сниженную чувствительность 
к цефалоспоринам III поколения (цефтазидим), 
при этом МПК цефтазидима варьировала от 1 до 
32 мг/л. Продукция БЛРС методом «двойных дис-
ков» была выявлена у 7 (63,6%) из 11 штаммов. 
Все изоляты оставались чувствительными к меро-
пенему (МПК 0,016–0,060 мг/л) и колистину (МПК  
0,06–0,25 мг/л). 

Устойчивость к ФХ низкого уровня была выяв-
лена у 1 (9,1%) из 11 штаммов: изолят № 33 демон-
стрировал МПК ципрофлоксацина 0,25 мг/л, что 
соответствует категории резистентности соглас-
но критериям EUCAST. У остальных 10 изолятов 
МПК ципрофлоксацина составляли 0,03–0,06 мг/л, 
что указывает на сохранение чувствительности  
к данному классу антибиотиков (табл. 1).

WGS всех 11 изолятов дало высококачествен-
ные сборки геномов со средним покрытием > 50×. 
Серогенотипирование методом SISTR подтвер-

дило принадлежность всех изолятов к серовару 
Typhimurium.

MLST-типирование по схеме Achtman пока-
зало, что 9 (81,8%) из 11 штаммов принадлежат  
к ST328. Два штамма (изоляты № 29 и № 33) были 
отнесены к ST19, который является глобально рас-
пространённым ST S. Typhimurium и представляет 
собой однолокусный вариант ST328 (различие по 
аллелю гена aroC).

Рибосомальное MLST-типирование продемон-
стрировало большую дискриминационную способ-
ность и позволило дифференцировать изоляты вну-
три ST328. Все 9 штаммов ST328 были отнесены  
к rST60463. Два штамма ST19 принадлежали к дру-
гому рибосомальному профилю, что подтверждает 
их филогенетическую обособленность от основно-
го кластера ST328/rST60463 (табл. 2).

Для облегчения сопоставления с глобаль-
ными данными EnteroBase для каждого генома  
в табл. 2 указаны номера кластеров HierCC на уров-
не HC50. Все изоляты rST60463 относятся к класте-
ру HC50_41.

Анализ с использованием ResFinder 4.1 выявил 
разнообразный спектр генов резистентности у ис-
следованных штаммов (табл. 2). Ген БЛРС blaCTX-M-5 
был детектирован у 7 (77,8%) из 9 штаммов ST328, 
что полностью коррелировало с фенотипом продук-
ции БЛРС. Ген blaOXA-1, кодирующий оксациллина-
зу, был обнаружен у 6 штаммов ST328.

Гены резистентности к аминогликозидам были 
широко распространены: aadA1 (аденилилтранс-
фераза, устойчивость к стрептомицину и спекти-
номицину) детектирован у 6 штаммов, aph(3')-Ia 
(фосфотрансфераза, устойчивость к канамицину и 
неомицину) — у 8, ant(2'')-Ia (нуклеотидилтранс-
фераза, устойчивость к гентамицину и тобрами-

Таблица 1. МПК антибиотиков (мг/л), категории чувствительности и продукция БЛРС штаммов S. Typhimurium, выде-
ленных во время вспышек госпитального сальмонеллёза в Гомеле 

№  
штамма

Штрихкод 
(EnteroBase)

Год  
выделения Учреждение Цефта

зидим
Меро
пенем Колистин Ципро

флоксацин Амикацин БЛРС

21 SAL_JC1502AA 2002 Стационар 1 4 (I) 0,016 (S) 0,125 (S) 0,06 (S) 4 (S) +

22 SAL_JC1503AA 2002 Стационар 2 32 (R) 0,016 (S) 0,125 (S) 0,03 (S) 4 (S) +

23 SAL_JC1504AA 2002 Стационар 3 4 (I) 0,03 (S) 0,25 (S) 0,03 (S) 8 (S) +

25 SAL_JC1506AA 2002 Стационар 1 8 (R) 0,03 (S) 0,125 (S) 0,03 (S) 8 (S) +

26 SAL_JC1507AA 2002 Стационар 1 1 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) 0,03 (S) 8 (S) –

27 SAL_JC1508AA 2002 Стационар 2 8 (R) 0,06 (S) 0,25 (S) 0,03 (S) 16 (R) +

28 SAL_JC1509AA 2002 Стационар 1 4 (I) 0,03 (S) 0,25 (S) 0,03 (S) 4 (S) –

29 SAL_JC1510AA 2002 Стационар 1 1 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) 0,03 (S) 2 (S) –

30 SAL_JC1511AA 2002 Стационар 1 4 (I) 0,03 (S) 0,125 (S) 0,06 (S) 4 (S) +

31 SAL_JC1512AA 2002 Стационар 1 32 (R) 0,016 (S) 0,125 (S) 0,06 (S) 8 (S) +

33 SAL_JC1514AA 2002 Стационар 1 1 (S) 0,016 (S) 0,06 (S) 0,25 (R) 4 (S) –
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Таблица 2. Генетические детерминанты антибактериальной резистентности и типирование изолятов S. Typhimurium 
(ST, rST, HC50)

№ 
штамма ST rST HC50 БЛРС Аминогликозиды Хлорамфе-

никол
Тетра-

циклины ФХ Сульфанил
амиды

Тримето-
прим

21 328 60463 41 blaOXA-1, 
blaCTX-M-5

aadA1, aph(3')-Ia, 
ant(2'')-Ia

catA1, catB3 tet(B) – sul1 dfrA19

22 328 60463 41 blaCTX-M-5, 
blaOXA-1

aadA1, aph(3')-Ia, 
ant(2'')-Ia

catA1, catB3 tet(B) – sul1

23 328 60463 41 blaOXA-1, 
blaCTX-M-5

aadA1, ant(2'')-Ia catA1 – – sul1 dfrA19

25 328 60463 41 blaCTX-M-5 aph(3')-Ia, ant(2'')-Ia – – – sul1

26 328 60463 41 blaOXA-1 aadA1, aph(3')-Ia, 
ant(2'')-Ia

catA1, catB3 tet(B) – sul1 dfrA19

27 328 60463 41 blaOXA-1, 
blaCTX-M-5

aadA1, aph(3')-Ia, 
ant(2'')-Ia

catA1, catB3 tet(B) – sul1

28 328 60463 41 blaOXA-1 aadA1, aph(3')-Ia, 
ant(2'')-Ia

catA1, catB3 tet(B) – sul1 –

29 19 3484 395 – aph(6)-Id, aph(3'')-Ib catA1, catB3 tet(A) – sul2 dfrA19

30 328 60463 41 blaCTX-M-5 aph(3')-Ia – tet(B) – – –

31 328 60463 41 blaCTX-M-5 aph(3')-Ia, ant(2'')-Ia – tet(B) – sul1 dfrA19

33 19 3484 305 – aadA2 catA1, catB3 tet(G) gyrA_D87N sul1 –

цину)  — у 7. При этом только у 1 штамма ST328 
(изолят № 27), несущего одновременно все 3 гена, 
выявлена фенотипическая резистентность к амика-
цину (МПК 16 мг/л).

Резистентность к хлорамфениколу опосредо-
валась генами catA1 (хлорамфеникол-ацетилтранс-
фераза) и catB3, выявленными у 8 и 7 штаммов 
соответственно. Ген tet(B), кодирующий эффлюкс-
ный насос для тетрациклинов, присутствовал  
у 7 штаммов ST328. Устойчивость к сульфанилами-
дам обеспечивалась геном sul1 у 9 штаммов, а рези-
стентность к триметоприму опосредовалась геном 
dfrA19 (дигидрофолатредуктаза) у 6 изолятов.

Хромосомные мутации в гене gyrA, определяю
щие устойчивость к ФХ, были выявлены только  
у 1 штамма ST19 (изолят № 33), который имел мута-
цию Asp87Asn в регионе хинолон-резистентного де-
терминирующего региона. Данная мутация ассоци-
ирована с устойчивостью низкого уровня к ципро-
флоксацину (МПК 0,25 мг/л). Все штаммы ST328/
rST60463 не имели мутаций в генах gyrA и parC и 
оставались фенотипически чувствительными к ФХ.

Анализ контигов, содержащих blaCTX-M-5, по-
казал, что у 6 из 7 штаммов ST328, несущих этот 
ген, соответствующие контиги длиной 7,5 тыс. п. н. 
демонстрировали > 99% идентичность и высо-
кое покрытие при выравнивании с ранее опи-
санной плазмидой pCTXM5-637 (S. Typhimurium 
ST328) из работ V.K.  Kozyreva и соавт. [4, 5], что 
указывает на плазмидную локализацию детер-
минанты ISEcp1::blaCTX-M-5. У одного штамма 
(S. Typhimurium № 23) обнаружен значительно бо-

лее длинный контиг, несущий с blaCTX-M-5 совместно 
с ISEcp1. Размер контига (длина 502,1 тыс. п. н.), со-
держащего интегрированную ISEcp1::blaCTX-M-5, 
подтверждает хромосомную интеграцию детерми-
нанты у данного штамма. Эти данные согласуются 
с ранее описанной моделью сосуществования плаз-
мидной и хромосомной локализации blaCTX-M-5 в кло-
нальной линии ST328 [5]. Филогенетическое дере-
во, построенное на основе SNP-анализа 11 штаммов 
из настоящего исследования, продемонстрировало 
чёткое разделение на две основные группы. Девять 
штаммов ST328/rST60463 формировали монофиле-
тический кластер с минимальными генетическими 
различиями (0–15 SNP), что свидетельствует об их 
клональном происхождении и недавней эпидемио-
логической связи. Два штамма ST19 располагались 
в отдельной ветви дерева, демонстрируя филоге-
нетическую дистанцию около 70 SNP от кластера 
ST328. Для оценки международного распростране-
ния клона ST328 был проведён расширенный фи-
логенетический анализ с включением 112 штаммов 
ST328 из базы данных EnteroBase, представляю-
щих 10 стран мира. Анализ выявил существование 
двух основных филогенетических подгрупп внутри 
ST328, различающихся по рибосомальному профи-
лю: rST1344 и rST60463 (рис. 1).

Подгруппа rST1344 включала 59 изолятов из 
Тайваня, представляющих доминирующую попу-
ляцию в Азиатско-Тихоокеанском регионе, а так-
же единичные изоляты из Японии (n = 6), Канады 
(n = 2), Великобритании (n = 2), Эфиопии (n = 2) 
и Индии (n = 1). Большинство изолятов rST60463 
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относится к кластеру HC50_41, тогда как изоляты 
rST1344 — к кластеру HC50_42541, что согласуется 
с их разделением на 2 когорты rST.

Ни один из штаммов rST1344 не имел генов 
БЛРС, что указывает на фенотипическую чувстви-
тельность к цефалоспоринам расширенного спек-
тра (рис. 2).

Подгруппа rST60463 демонстрировала более 
ограниченное географическое распространение, но 
характеризовалась наличием генов БЛРС blaCTX-M-5. 
В эту подгруппу входили 8 штаммов из Беларуси 
(включая 7 изолятов из настоящего исследования), 
изоляты из Армении, выделенные в период 1996–
2016 гг., штаммы из Дании (2005–2007 гг.) и 1 изо-
лят из Франции (2019 г.).

Временной анализ показал, что наиболее ран-
ние штаммы ST328/rST60463, несущие ген blaCTX-M-5, 
были выделены в 1996 г. в Армении (рис. 3). Исхо-
дя из имеющихся данных, это наблюдение позво-
ляет рассматривать Закавказский регион как одно 
из мест наиболее раннего выявления данной рези-
стентной линии.

Белорусские штаммы 2002 г. представляют 
собой одни из ранних представителей клона в Вос-
точной Европе. Выявление французского изолята 
2019  г. свидетельствует о продолжающейся цир-
куляции линии ST328/rST60463/blaCTX-M-5 спустя 
более 20 лет после её первого обнаружения. При 
поиске носителей гена blaCTX-M-5 среди всех 713 тыс. 
штаммов сальмонелл, представленных в базе дан-

Рис. 1. Филогенетическое дерево на основе SNP для 112 штаммов S. Typhimurium ST328, представленных  
в базе данных EnteroBase, демонстрирующее принадлежность к rST.
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ных EnteroBase по состоянию на сентябрь 2025 г., 
было установлено, что этот ген детектируется ис-
ключительно у штаммов S. Typhimurium ST328/
rST60463. Это указывает на специфическую ассо-
циацию blaCTX-M-5 с данной генетической линией и 
отсутствие широкого горизонтального переноса 
этого гена между различными сероварами и генети-
ческими группами сальмонелл.

Анализ распределения мутаций в гене gyrA 
среди 112 штаммов ST328 из глобальной базы дан-
ных выявил значительное разнообразие точечных 
мутаций, приводящих к аминокислотным заме-
нам в позициях 83 и 87. Различные типы мутаций 
(Asp87Asn, Asp87Gly, Asp87Tyr, Ser83Phe) были 
распределены по всему филогенетическому дере-
ву ST328, не образуя монофилетических кластеров 
(рис. 4).

Это распределение свидетельствует о том, что 
устойчивость к ФХ была приобретена независимо 
множественными штаммами в ходе эволюции гене-
тической линии ST328, а не в результате единичного 
события мутации с последующим клональным рас-
пространением. Такой паттерн согласуется с гипер-
мутабельным фенотипом штаммов ST328, который 
характеризуется повышенной частотой спонтанных 
мутаций (на 4 порядка выше, чем у нормомутабель-
ных штаммов) и способствует быстрой адаптации  
к антибиотикотерапии ФХ.

Среди белорусских изолятов из настоящего 
исследования мутации в gyrA не были выявлены  
у штаммов ST328/rST60463, что может объясняться 
отсутствием селективного давления ФХ в период 
выделения этих штаммов (2002 г.). Однако потен-
циал к развитию такой резистентности сохраняется 
благодаря мутаторному фенотипу клона.

Рис. 2. Наличие генов БЛРС на филогенетическом дереве на основе SNP для 112 штаммов S. Typhimurium ST328, 
представленных в базе данных EnteroBase.
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Обсуждение
Настоящее исследование представляет первую 

характеристику международного клона высокого 
риска S. Typhimurium ST328 на территории Белару-
си с использованием современных методов WGS и 
глобальной базы данных EnteroBase. Полученные 
результаты демонстрируют, что большинство изо-
лятов S. Typhimurium, выделенных от детей с но-
зокомиальным сальмонеллёзом в Гомеле в 2002 г., 
принадлежат к клону ST328/rST60463, характери-
зующемуся продукцией БЛРС CTX-M-5 и множе-
ственной лекарственной устойчивостью.

ST328 представляет собой однолокусный ва-
риант наиболее распространённого в мире генотипа  
S. Typhimurium ST19, отличающийся от него алле-
лем гена aroC. Несмотря на близкое филогенети-
ческое родство, ST328 демонстрирует уникальные 
фенотипические характеристики, включая ассоци-
ацию с нозокомиальными вспышками и специфи-

ческий спектр антибиотикорезистентности. Пре-
дыдущие исследования установили долгосрочную 
циркуляцию клона ST328 на территории России, 
Беларуси и Казахстана в период с 1996 по 2009 г. 
V.K. Kozyreva и соавт. показали, что 88 изолятов из 
множественных вспышек и спорадических случаев 
внутрибольничного сальмонеллёза в различных ре-
гионах 3 стран принадлежали к ST328 и продуциро-
вали β-лактамазу CTX-M-5 [5]. Результаты настоя-
щего исследования подтверждают и расширяют эти 
данные, демонстрируя циркуляцию клона в Гомель-
ской области Беларуси.

Использование международной базы данных 
EnteroBase позволило поместить белорусские изо-
ляты в глобальный филогенетический и эпидемио
логический контекст. Анализ 112 штаммов ST328 
из 10 стран мира выявил, что клон имеет между-
народное распространение, охватывающее Европу, 
Азию, Африку и Северную Америку. Однако вну-

Рис. 3. Филогенетическое дерево на основе SNP для 112 штаммов S. Typhimurium ST328, представленных  
в базе данных EnteroBase, с указанием годов выделения штаммов.
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три ST328 существует чёткая дифференциация на 
две основные подгруппы (rST1344 и rST60463), 
различающиеся по географическому распростране-
нию, источникам выделения и профилям антибио-
тикорезистентности.

Одним из ключевых открытий настоящего ис-
следования является подтверждение специфиче-
ской ассоциации гена blaCTX-M-5 с подгруппой ST328/
rST60463. При поиске среди более чем 713 тыс. гено-
мов сальмонелл в EnteroBase все носители blaCTX-M-5 
принадлежали исключительно к ST328/rST60463. 
Это резко контрастирует с другими вариантами CTX-
M-β-лактамаз, такими как CTX-M-2, CTX-M-15, 
CTX-M-65, которые широко распространены среди 
различных сероваров сальмонелл и демонстрируют 
активный горизонтальный перенос [14].

Ограниченное распространение blaCTX-M-5 мо-
жет объясняться особенностями генетической 
структуры, несущей этот ген. Предыдущие исследо-

вания показали, что ген blaCTX-M-5 у штаммов ST328 
располагается на небольших (7,4–12,4 тыс. п. н.) не-
мобилизуемых плазмидах типа pCTXM5. Эти плаз-
миды не содержат оперон tra и могут передаваться 
только в присутствии хелперных конъюгативных 
плазмид, что ограничивает их распространение [5]. 
В то же время у части штаммов ST328 наблюдается 
транспозиция детерминанты ISEcp1::blaCTX-M-5  
в хромосому, что обеспечивает стабильное наследо-
вание резистентности, но исключает горизонталь-
ный перенос [15].

Полученные данные WGS подтверждают, что 
у большинства изученных изолятов ST328 blaCTX-M-5 
сохраняет характерную ассоциацию с небольши-
ми немобилизуемыми плазмидами pCTXM5, тогда 
как у одного из штаммов выявлены признаки хро-
мосомной интеграции ISEcp1::blaCTX-M-5. Такое 
сочетание плазмидной и хромосомной локализации 
гена, показанное ранее V.K.  Kozyreva и соавт. для 

Рис. 4. Мутации устойчивости к ФХ на филогенетическом дереве на основе SNP для 112 штаммов S. Typhimurium 
ST328, представленных в базе данных EnteroBase.
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штаммов ST328 из России, Беларуси и Казахстана 
[4, 5], вероятно, способствует длительной стабиль-
ности носительства blaCTX-M-5 при минимизации ри-
ска горизонтального переноса за пределы клональ-
ной линии.

Интересно, что белорусские штаммы 2002 г. 
представляют собой одни из наиболее ранних изо-
лятов ST328/rST60463/ blaCTX-M-5, наряду с армян-
скими штаммами 1996 г. Это позволяет предпола-
гать, что регион Восточной Европы и Закавказья 
мог быть центром возникновения или ранней дис-
семинации этой резистентной линии. Последую-
щее выявление штаммов в Дании (2005–2007 гг.) и 
Франции (2019 г.) свидетельствует о постепенном 
распространении клона в Западную Европу, веро-
ятно, посредством миграции населения или через 
международную торговлю.

Штаммы ST328 из настоящего исследования 
демонстрировали широкий спектр детерминант 
резистентности, выходящий за рамки продукции 
БЛРС. Наличие генов устойчивости к аминоглико-
зидам (aadA1, aph(3')-Ia, ant(2'')-Ia), хлорамфенико-
лу (catA1, catB3), тетрациклину (tet(B)), сульфанил
амидам (sul1) и триметоприму (dfrA19) формирует 
фенотип множественной лекарственной устойчи-
вости. Такая полирезистентность характерна для 
нозокомиальных штаммов сальмонелл и отражает 
адаптацию к селективному давлению антибиоти-
ков в больничной среде. Предыдущие исследова-
ния показали, что детерминанты резистентности  
к не-β-лактамным антибиотикам у ST328 распола-
гаются на больших конъюгативных плазмидах, обе-
спечивающих возможность совместного переноса 
множественных генов резистентности.

Особую обеспокоенность вызывает способ-
ность клона ST328 к приобретению устойчивости  
к ФХ — препаратам первой линии для лечения ин-
вазивных форм сальмонеллёза у взрослых пациен-
тов. Хотя в настоящем исследовании только один 
штамм (ST19) нёс мутации в gyrA, глобальный ана-
лиз показал, что 42% всех штаммов ST328 в трёх 
странах (Россия, Беларусь, Казахстан) проявляли 
устойчивость к налидиксовой кислоте и низкоуров-
невую резистентность к ципрофлоксацину [16].

Ключевым фактором, обусловливающим бы-
струю адаптацию к ФХ, является гипермутабель-
ный фенотип штаммов ST328. Частота спонтан-
ных мутантов, резистентных к налидиксовой кис-
лоте, у ST328 составляет около 1  ×  10–5, что на 4 
порядка выше, чем у нормомутабельных штаммов  
S. Typhimurium [16]. Гипермутабельность обуслов-
лена дефектами в системах репарации ДНК и ши-
роко распространена среди нозокомиальных пато-
генов, способствуя их выживанию в условиях ин-
тенсивного использования антибиотиков.

Разнообразие мутаций в gyrA (Asp87Asn, 
Asp87Gly, Asp87Tyr, Ser83Phe) и их распределение 

по всему филогенетическому дереву ST328 под-
тверждают независимое многократное возникно-
вение устойчивости к ФХ, а не клональное распро-
странение единичного резистентного варианта. Это 
создаёт серьёзные проблемы для контроля распро-
странения резистентности, поскольку селективное 
давление ФХ может приводить к конвергентной 
эволюции устойчивости в различных географиче-
ских регионах [17, 18].

Использование международной базы данных 
EnteroBase оказалось важным для понимания по-
пуляционной структуры, эволюции и глобального 
распространения клона ST328. EnteroBase обе-
спечивает интегрированную платформу для авто-
матизированной сборки геномов, множественных 
схем типирования (MLST, rMLST, cgMLST), се-
рогенотипирования и филогенетического анализа. 
Преимущества EnteroBase включают: масштаби-
руемость — база содержит более 713 тыс. геномов 
сальмонелл и автоматически обновляется ежеднев-
но путём сканирования публичных репозиториев; 
стандартизацию — использование унифициро-
ванных алгоритмов обеспечивает сопоставимость 
результатов между лабораториями; открытый до-
ступ — возможность размещения собственных дан-
ных и сравнения с глобальной коллекцией геномов; 
иерархическую кластеризацию — автоматическое 
определение популяционных групп на различных 
таксономических уровнях [19].

Применение rMLST оказалось особенно цен-
ным для выявления филогенетических подструктур 
внутри ST328. В то время как стандартное 7-генное 
MLST объединяет все изоляты в единый ST328, 
rMLST на основе 51 гена рибосомальных белков по-
зволило дифференцировать две основные подгруп-
пы (rST1344 и rST60463) с различными фенотипи-
ческими характеристиками. Высокая конкордант-
ность между eBG (eBurst Groups) на основе MLST и 
reBG на основе rMLST (индекс Adjusted Rand 0,992) 
подтверждает, что эти группировки соответствуют 
естественным эволюционным популяциям.

Филогенетический анализ на основе SNP обе-
спечил высокое разрешение для оценки эпидемио-
логических связей и реконструкции путей между-
народного распространения клона. Малое число 
SNP-различий (0–15) между белорусскими изолята-
ми 2002 г. указывает на их недавнее общее проис-
хождение и возможную внутрибольничную цирку-
ляцию в рамках одной вспышки.

Настоящее исследование имеет ряд ограни-
чений. Малая выборка (11 штаммов) из одного ге-
ографического региона и ограниченного времен-
ного периода не позволяет в полной мере оценить  
микроэволюцию клона на территории Беларуси. 
Отсутствие доступных сохранившихся эпидеми-
ологических данных о связях между случаями за-
трудняет реконструкцию цепей передачи инфекции. 
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Заключение
Исследование представляет первую характе-

ристику международного клона высокого риска 
S. Typhimurium ST328/rST60463 на территории 
Беларуси с использованием WGS и базы данных 
EnteroBase. Установлено, что 81,8% изолятов, вы-
деленных от детей с нозокомиальным сальмонеллё-
зом в Гомеле в 2002 г., принадлежат к клону ST328/
rST60463, характеризующемуся продукцией β-лак-
тамазы CTX-M-5 и множественной лекарственной 
устойчивостью.

Анализ глобального филогенетического 
контекста с включением 112 штаммов ST328 из 
10 стран мира выявил специфическую ассоциацию 
гена blaCTX-M-5 с подгруппой rST60463, представлен-
ной в Беларуси, Армении, Дании и Франции. По-
иск среди более чем 713 тыс. геномов сальмонелл 
в EnteroBase подтвердил, что носители blaCTX-M-5 
присутствуют исключительно среди штаммов  
ST328/rST60463, что указывает на отсутствие ши-
рокого горизонтального переноса этого гена между 
различными генетическими линиями. Белорусские 
штаммы 2002 г. представляют собой одни из наибо-
лее ранних изолятов ST328/rST60463/blaCTX-M-5, что 
позволяет предполагать роль региона Восточной 
Европы и Закавказья в ранней диссеминации это-
го клона. Выявление французских изолятов 2019 г. 
свидетельствует о продолжающейся циркуляции 
линии спустя более 20 лет после её первого обна-
ружения.

Множественная лекарственная устойчивость, 
гипермутабельный фенотип и потенциал к приоб-
ретению устойчивости к ФХ определяют ST328 как 
клон высокого эпидемиологического риска. Рибосо-
мальное MLST оказалось ценным инструментом для 
выявления филогенетических подструктур внутри 
сиквенс-типов, определяемых стандартным MLST.

Результаты подчёркивают необходимость уси-
ления геномного надзора за возбудителями нозоко-
миальных инфекций с использованием междуна-
родных баз данных для своевременного выявления 
циркуляции клонов высокого риска и разработки 
эффективных стратегий инфекционного контроля.
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