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В работе представлены результаты детекции генетических детерминант патогенности у 
120 штаммов клебсиелл (Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca), а также 48 штаммов Staphylococcus 
aureus, выделенных из кишечного биотопа детей первого года жизни с дисбиозом кишечника. Регистрация 
исследованных детерминант в ДНК аутоштаммов Klebsiella spp., не относящихся к клиническим изолятам, 
свидетельствовало о циркуляции среди них факторов патогенности и, следовательно, о возможной 
этиологической роли в формировании дисбиотических процессов у детей раннего возраста.
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Симбиотические ассоциации – это форма су-
ществования микроорганизмов в экологических 
нишах, коими являются микробиоценозы, всех от-
крытых полостей человеческого организма. Самым 
многочисленным как по видовому разнообразию, 
так и в количественном отношении является ассо-
циативный симбиоз микробных сообществ толстого 
кишечника. Доминантная микрофлора оказывает 
мутуалистическое влияние на организм хозяина 
(макросимбионта), включение же в этот симбиоз 
условнопатогенных микроорганизмов (УПМ) (ассо-
циативных микросимбионтов) может иметь разные 
последствия для макроорганизма. Это связано с тем, 
что межмикробные взаимодействия внутри ассоци-
аций – от синергизма до антагонизма – могут изме-
нять биологические свойства микробов, что нередко 
является патогенетической основой формирования 
эндогенных инфекций [3, 5, 9]. У детей первого года 
жизни с высокой частотой и в этиологически значи-
мых количествах выделяются клебсиеллы и золоти-
стый стафилококк, что делает этот возраст уязвимым 
для развития эндогенных гнойновоспалительных 
процессов различной локализации. Микробиоценоз 
кишечника характеризуется неустойчивостью, свя-
занной с микробной сукцессией при формировании 

микробиоты, особенностями иммунной системы, 
неадекватным иммунным ответом организма на 
заселение кишечника УПМ [2, 6]. Klebsiella spp. и 
Staphylococcus aureus обладают различным набором 
факторов патогенности, чем и определяется их па-
тогенный потенциал [1, 4, 7, 8, 10, 11, 12, 14]. Однако 
малоизученными остаются вопросы, связанные с 
распространенностью и взаимодействием генети-
ческих маркеров патогенности среди клебсиелл 
и стафилококков, персистирующих совместно в 
кишечном биотопе. Ввиду того, что кишечник яв-
ляется резервуаром для микроорганизмов, а спектр 
изученных факторов патогенности остается узким, 
актуальной является проблема поиска патогенных 
свойств у штаммов, вегетирующих в кишечнике в 
качестве одного из членов нормального микробного 
сообщества. В данном исследовании были изучены 
аутоштаммы клебсиелл и золотистого стафилококка 
на предмет присутствия генов патогенности mag A, 
uge, kfu [6, 14, 15, 16]. 

Цель работы: оценить патогенный потенциал 
аутоштаммов Klebsiella spp. в ассоциации со St. au-
reus, изолированных от детей первого года жизни с 
дисбиозами кишечника посредством детекции гене-
тических детерминант патогенности.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Были исследованы копрологические пробы 
120 детей первого года жизни, у которых на основа-
нии микробиологических критериев был установлен 
дисбиоз кишечника с индикацией клебсиелл в диа-
гностически значимых концентрациях (≥ 104 КОЕ/г) 
[13]. Исследуемая выборка по биохимическим тестам 
была разделена на две группы: группа 1 – 48 аутош-
таммов клебсиелл в ассоциации с золотистым стафи-
лококком (40 % случаев); группа 2 – 72 аутоштамма 
клебсиелл в монокультуре. Исследования проводили 
с аутоштаммами клебсиелл и золотистого стафило-
кокка, выделенными у детей первого года жизни, в 
течение 2012–2014 гг. Бактериологический анализ 
содержимого толстой кишки производили согласно 
отраслевому стандарту ОСТ 91500.11.00042003 [13] 
и в соответствии с утвержденными методическими 
рекомендациями. Выделенные микроорганизмы 
идентифицировали общепринятыми методами [2]. 
Всего для ПЦР детекции факторов патогенности 
использовали 168 проб из культуральных сред, где 
в группе 1 были типированы по 48 проб Klebsiella 
spp. и Staphylococcus aureus, а в группе 2 – 72 про-
бы с Klebsiella spp. Для выделения ДНК бактерий 
из культуральной среды использовали комплект 
реагентов «ДНКсорбВ» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотреб-
надзора, Россия). Типирование проводили с тремя 
парами праймеров (табл. 1), отобранных, согласно 
рекомендациям [14, 15, 16]. 

Для ПЦРамплификации использовали коммер-
ческий набор AmpliSens2001 (ФГУН ЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, Россия). ПЦР проводили с ДНКматрицы 
(3 мкл), прямого и обратного праймеров (1 мкл). ДНК 
амплифицировали в соответствии с протоколом [6]. 
Электрофорез ПЦРфрагментов ДНК клебсиелл про-
водили с использованием 1,0%го агарозного геля в 

1%м трисацетатном буфере в течение 60 мин при 
100 В, окрашивали бромистым этидием (1%) и про-
сматривали с помощью УФпросвечивания. Выделен-
ные гены были идентифицированы и определены на 
основе размера фрагмента ДНК продукта (см. табл. 1) 
при его соответствии с длиной маркерного фраг-
мента. Для статистической обработки результатов 
использовали пакет прикладных программ Statistica, 
Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Микроэкологический дисбаланс детей первого 
года жизни характеризовался высокой плотностью 
бактерий рода Klebsiella (> 104 КОЕ/г), а также их 
сочетанием со St. aureus (в 40 % случаев). Был произ-
ведён скрининг изолятов Klebsiella spp. и St. aureus на 
наличие нуклеотидных последовательностей генов, 
контролирующих синтез факторов патогенности mag 
A, uge, kfu [6].

Как показано в таблице 2, в аутоштаммах клеб-
сиелл обеих групп частота встречаемости гена 
uge, кодирующего уридиндифосфатгалактозо4
эпимеразу и оказывающего существенное влияние 
на вирулентность, регистрировалась в 75 % и 56,9 % 
случаев соответственно. Также этот ген был обнару-
жен у стафилококка в ассоциации с Klebsiella spp. в 
43,8 % случаев. Ген kfu, кодирующий систему погло-
щения железа, выявлялся у штаммов St. aureus в 3 раза 
чаще (6,3 %), чем у клебсиелл группы 2 (1,4 %), в то 
время как у аутоштаммов клебсиелл, вегетирующих 
совместно с золотистым стафилококком (группа 1), 
он не был зарегистрирован ни в одном из исследо-
ванных образцов.

Сочетания двух генов патогенности наблюдалось 
достаточно часто и, как правило, с геном uge, который 
присутствовал в генетическом материале аутоштам-

Таблица 1
Нуклеотидные структуры праймеров, используемых для определения наличия генов патогенности клебсиелл 

[6, 14]

Ген патогенности Праймеры Нуклеотидная последовательность праймера (5’-3’) Размер ампликона (п. н.) 

mag A mag A-F  
mag A-R 

GGT GCT CTT TAC ATC ATT GC 
GCA ATG GCC ATT TGC GTT AG 1280 

uge uge-F  
uge-R 

TCT TCA CGC CTT CCT TCA CT 
GAT CAT CCG GTC TCC CTG TA 534 

kfu kfu-F  
kfu-R 

GAA GTG ACG CTG TTT CTG GC 
TTT CGT GTG GCC AGT GAC TC 797 

 

Таблица 2
Характеристика изолятов Klebsiella spp. в ассоциации со St. aureus и в монокультуре по наличию генов 

патогенности

Гены патогенности  
и их сочетания 

Klebsiella spp. (n = 48) St. aureus (n = 48) Klebsiella spp. в монокультуре (n = 72) 

Группа 1 Группа 2 

mag A 0 0 0 

uge 36 / 75,0 ± 6,0 21 / 43,8 ± 4,6 41 / 56,9 ± 6,4 

kfu 0 3 / 6,3 ± 1,7 1 / 1,4 ± 1,0 

mag A + uge 3 / 6,3 ± 1,7 0 0 

uge + kfu 9 / 18,8 ± 3,0 0 11 / 15,3 ± 3,3 
 

Примечание: количество изолятов / частота встречаемости (%).
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мов. Ген mag A у клебсиелл был обнаружен только 
в сочетании с геном uge (6,3 %) первой группы, что 
свидетельствовало о редкой встречаемости штаммов 
способных продуцировать слизистую субстанцию 
повышенной вязкости. Сочетания генов uge + kfu ре-
гистрировались примерно на одном уровне в обеих 
группах (18,8 % и 15,3 % случаев соответственно). 

В исследовании показано, что у детей первого 
года жизни, в кишечном биотопе которых регистри-
руется высокая популяционная плотность клебсиелл, 
вегетируют штаммы с наличием генов патогенности. 
Наибольшее распространение (75 %) имеет ген uge, 
который с одинаковой частотой присутствует в 
генетическом материале обеих исследуемых нами 
групп (рис. 1).

Одновременное присутствие генов, ответствен-
ных за патогенные свойства, усиливает вирулентность 
бактерий и способствует развитию инфекционных ос-
ложнений. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что среди штаммов клебсиелл, не являющихся 
клиническими, а вегетирующих в кишечнике детей 
в качестве составляющей аллохтонной микробиоты, 
может быть сосредоточен достаточно заметный пато-
генный потенциал. Выявление генов патогенности у 
штаммов Klebsiella spp. в ассоциации со St. aureus раз-
личной вирулентности показало увеличение частоты 
встречаемости искомых ампликонов. Следовательно, 
в результате взаимоадаптации микросимбионтов с 
различной вирулентностью в условиях макроорга-
низма происходило увеличение численности особей, 
в генотипе которых локализованы uge, kfu, mag A 
гены и их сочетания, что является свидетельством 
их взаимного влияния на способность реализации 
патогенного потенциала в условиях ассоциативного 
симбиоза. Взаимовлияние ассоциативных симбионтов 
приводит к селекции и накоплению вирулентных 
вариантов в бактериальной популяции, которые 
могут быть этиологически ассоциированными с за-
болеваниями кишечного тракта. Для выяснения роли 
клебсиелл с набором генов патогенности, а также их 
ассоциаций с золотистым стафилококком, с высокой 
частотой встречающихся в кишечнике детей первого 
года жизни, необходимы дальнейшие исследования.
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