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В работе представлены результаты детекции генетических детерминант патогенности в 44 штаммах 
клебсиелл (Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca), выделенных из кишечного биотопа детей первого года 
жизни с дисбиозом кишечника. В аутоштаммах клебсиелл обоих видов наличие гена uge регистрировалось 
в 92 % случаев в K. oxytoca и в 90 % случаев – в K. pneumoniae. Ген kfu выявлялся в штаммах K. pneumoniae 
в 2 раза чаще (30 %), чем в K. oxytoca (12,5 %). Ген bfp обнаруживался в K. oxytoca в 5 раз чаще (25 %), чем 
в K. pneumoniae (5 %), так же, как и stx 1, – 29,2 % и 15 % случаев соответственно. Наличие гена stx 2 не 
было зарегистрировано ни в одном из образцов ДНК. Регистрация исследованных детерминант в ДНК 
аутоштаммов Klebsiella spp., не относящихся к клиническим изолятам, свидетельствует о циркуляции 
среди них факторов патогенности и, следовательно, о риске формирования дисбиоза кишечника у детей.
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The article presents the results of detection of genetic determinants of pathogenicity in 44 strains of Klebsiella (Klebsiella 
pneumoniae, Klebsiella oxytoca), isolated from the intestinal habitat of infants with intestinal dysbiosis. The presence 
of the uge gene was detected in 92 % of cases in K. oxytoca and in 90 % of K. pneumoniae. Kfu gene was detected twice 
as frequent (30 %) in K. pneumoniae strains than in K. oxytoca (12,5 %); bfp gene was detected in K. oxytoca 5 times 
more frequently (25 %) than in K. pneumoniae (5 %), as well as stx 1 – 29,2 % and 15 %, correspondingly. The pres-
ence of stx 2 gene wasn’t recorded in any of the DNA samples. Registration of investigated determinants in DNA of 
Klebsiella spp. autostrains which are non-clinical isolates indicates pathogenicity factors circulation among them and 
therefore the risk of the formation of intestinal dysbiosis in children.
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Спектр заболеваний, вызываемых клебсиеллами, 
чрезвычайно широк, но наиболее опасным проявле-
нием клебсиеллеза являются внутригоспитальные 
инфекции новорожденных в родовспомогательных 
учреждениях [3, 5]. У грудных детей микробиоценоз 
кишечника характеризуется неустойчивостью, свя-
занной с микробной сукцессией при формировании 
микробиоты, особенностями иммунной системы, 
неадекватным иммунным ответом организма на 
заселение кишечника условно-патогенными микро-
организмами. Обладая выраженной биологической 
и экологической пластичностью, Kiebsiella способ-
на к длительному персистированию в организме 
человека и может явиться причиной микроэколо-
гических нарушений в кишечной микробиоте [7, 
15, 16]. Клебсиеллезы характеризуются тяжелым 
течением, высокой летальностью и многообразием 
клинических проявлений [2]. Kiebsiella spp. обладают 
различными факторами патогенности [1, 2, 3, 4, 5, 6, 

8]. Однако информация о них до сих пор неполная, 
и малоизученными остаются вопросы, связанные с 
распространенностью генетических маркеров фак-
торов патогенности клебсиелл. Особую актуальность 
данная проблема приобретает в связи с высокой 
мобильностью нуклеотидных последовательностей, 
детерминирующих факторы патогенности, что позво-
ляет им распространяться среди близкородственных 
бактерий. Именно интеграция, стабилизация и экс-
прессия генов вирулентности лежат в основе форми-
рования новых свойств, в том числе патогенных [11].

В данном исследовании были изучены штаммы 
клебсиелл двух видов (Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 
oxytoca) на присутствие нуклеотидных последова-
тельностей генов mag A, uge, kfu, bfp, stx 1, stx 2. Хро-
мосомный ген mag A является частью капсульного 
полисахарида кластера генов серотипа K1. Этот ген 
кодирует структурный белок наружной мембраны, 
необходимый для производства экзополисахарида, 
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и связан с продукцией слизи повышенной вязкости 
[13]. Экзополисахарид обеспечивает защиту бактери-
альной клетки от высыхания и от факторов иммуни-
тета, а также способствует процессу адгезии. Ген uge 
кодирует уридин-дифосфат-галактозо-4-эпимеразу 
и играет существенную роль в формировании виру-
лентности микроба. Ген картирован на хромосоме 
1р36-р35 [17]. Ген kfu кодирует систему поглощения 
железа сидерофорами, белками? связывающими 
ионы двухвалентного железа для дальнейшего транс-
порта через наружную мембрану клеточной стенки 
внутрь клетки, и снижают их содержание в тканях, 
что способствуют микроорганизму в конкурентной 
борьбе за субстрат (железо) с хозяином [13]. Присут-
ствие гена, кодирующего формирование связывания 
пилей (bfp) между бактериями, приводит к образо-
ванию бактериальных агрегаций. Ген отвечает за 
инициацию адгезии бактериальной клетки с клеткой 
хозяина (эпителиоциты кишечника) и колонизацию 
эпителия слизистой толстой кишки человека. Про-
дукты экспрессии гена были найдены на поверх-
ности энтеропатогенных кишечных палочек (EPEC). 
Он играет важную роль в обеспечении вирулентных 
свойств штаммов типичных EPEC. Шигатоксин-про-
дуцирующие микроорганизмы (stx 1, stx 2) являются 
важными пищевыми патогенами, ответственными за 
ряд болезней – от легкой диареи до тяжелых ослож-
нений (заболеваний почек и центральной нервной 
системы) [9, 12, 14].

Ввиду того, что кишечник является резервуаром 
клебсиелл, а спектр изученных факторов патогенно-
сти остается узким, актуальной является проблема по-
иска патогенных свойств у штаммов, вегетирующих в 
кишечнике в качестве одного из членов нормального 
микробного сообщества. В свете достижений совре-
менной молекулярной биологии и генетики, которые 
привели к возникновению новых методов изучения 
генома и диагностики инфекционных заболеваний, 
представляет интерес использование этих методов 
для исследования факторов патогенности клебсиелл. 

Цель работы: оценить патогенный потенциал 
аутоштаммов Klebsiella spp., изолированных от де-
тей первого года жизни с дисбиозами кишечника 
посредством детекции генетических детерминант 
патогенности.

МАТЕРИАлЫ И МЕТОДЫ

Исследованы копрологические пробы 44 детей 
первого года жизни, у которых на основании микро-
биологических критериев был установлен дисбиоз 
кишечника с индикацией клебсиелл в диагностиче-
ски значимых концентрациях (≥ 104 КОЕ/г) [10]. Бак-
териологическое исследование содержимого толстой 
кишки производили, согласно Отраслевому стандарту 
ОСТ 91500.11.0004-2003 [10] и в соответствии с 
утвержденными методическими рекомендациями. 
Выделенные микроорганизмы идентифицировали 
общепринятыми методами [2].

Для выделения ДНК бактерий из культуральной 
среды использовали комплект реагентов «ДНК-
сорб-В» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). 
Типирование проводили с 6 парами специфичных для 
клебсиелл праймеров (табл. 1), отобранных согласно 
рекомендациям [11, 12, 14]. 

Для ПЦР-амплификации использовали коммер-
ческий набор AmpliSens-200-1 (ФГУН ЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, Россия). ПЦР проводили с ДНК-матрицы 
(3 мкл), прямого и обратного праймеров (1 мкл). 
ДНК амплифицировали в соответствии с протоколом 
(табл. 2).

Электрофорез ПЦР-фрагментов ДНК клебсиелл 
проводили с использованием 1,0% агарозного геля 
в 1% трис-ацетатном буфере в течение 60 мин при 
100 В, окрашивали бромистым этидием (1 %) и про-
сматривали с помощью УФ-просвечивания. Выделен-
ные гены были идентифицированы и определены на 
основе размера фрагмента (приведены в таблице 1).

Исследования проводили с аутоштаммами клеб-
сиелл, выделенными у детей первого года жизни в 
течение 2012–2013 гг. (всего 44 аутоштамма). Для 
статистической обработки результатов использо-
вали пакеты прикладных программ «STATISTICA», 
Microsoft Excel.

РЕЗУльТАТЫ И ОбСУЖДЕНИЯ

У детей был выявлен микроэкологический 
дисбаланс который характеризовался тем, что на 
фоне высокой плотности бактерий рода Klebsiella 
(> 104 КОЕ/г) наблюдался дефицит бифидобактерий 
(63,6 %), лактобацилл (4,2 %), нормальной кишечной 
палочки (6,8 %). По результатам биохимического 

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

[10]

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 

bfp EP 1-F EP 2-R AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC GCC GCT TTA TCC 
AAC CTG GTA 326 

stx 1 VT 1-F VT 1-R CGC TGA ATG TCA TTC GCT CTGC CGT GGT ATA GCT 
ACT GTC ACC 302 

stx 2 VT 2-F VT 2-R CTT CGG TAT CCT ATT CCC GG 
CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC 516 
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типирования изоляты были отнесены к 2 видам – 
Klebsiella pneumoniae и Klebsiella oxytoca.

Б ы л  п р о и з в е д ё н  с к р и н и н г  и з о л я т о в 
Klebsiella spp. на наличие нуклеотидных после-
довательностей генов, контролирующих синтез 
факторов патогенности mag A, uge, kfu, bfp, stx 1, 
stx 2 методом ПЦР с использованием специфических 
праймеров (см. таблицу 1).

Таблица 3
Видовая характеристика изолятов Klebsiella spp.  

по признаку детекции генов патогенности

Ген 
патогенности 

Klebsiella oxytoca 
(n = 24) 

Klebsiella pneumonia 
(n = 20) 

mag A 0 1 / 5,0 ± 4,8 

uge 22 / 92,0 ± 5,5 18 / 90,0 ± 6,7 

kfu 3 / 12,5 ± 6,7 6 / 30,0 ± 10,2 

bfp 6 / 25,0 ± 8,8 1 / 5,0 ± 4,9 

stx 1 7 / 29,2 ± 9,3 3 / 15,0 ± 8,0 

stx 2 0 0 

Примечание:  количество  изолятов  /  частота  встречае-
мости (%).

Как показано в таблице 3, ген mag A встречался в 
5 % случаев в Klebsiella pneumoniae, что свидетельство-
вало о редкой встречаемости штаммов, способных 
продуцировать слизистую субстанцию повышенной 
вязкости. В аутоштаммах клебсиелл обоих видов ча-
стота встречаемости гена uge, кодирующего уридин-
дифосфат-галактозо-4-эпимеразу и оказывающего 

существенное влияние на вирулентность, регистри-
ровалась примерно на одном уровне (92 % случаев 
в K. oxytoca и 90 % случаев в K. pneumonia). Ген kfu, 
кодирующий систему поглощения железа, выявлялся 
в штаммах K. pneumoniae в 2 раза чаще (30 %), чем в 
K. oxytoca (12,5 %). Ген bfp, кодирующий образование 
связки пилей, обнаруживался в K. oxytoca в 5 раз чаще 
(25 %), чем в K. pneumoniae (5 %). Ген, кодирующий 
шига-подобный токсин (stx 1) был обнаружен в 29,2 % 
и 15,0 % случаев соответственно. Маркер гена stx 2 не 
был зарегистрирован ни в одном из исследованных 
аутоштаммов.

Сочетания двух генов патогенности наблюдались 
достаточно часто (рис. 1), и, как правило, в основном 
они определялись с геном uge, который присутство-
вал практически в каждом аутоштамме. В штаммах в 
K. oxytoca было выявлено одновременное присутствие 
генов uge и kfu (8,3 % случаев), что в 2 раза реже чем 
в K. pneumoniae. Также встречались сочетания генов 
uge и bfp, uge и stx 1 – в 25 % случаев соответственно. 
В 5 % случаев в изолятах K. pneumoniae регистриро-
валось сочетание генов mag A и uge. Присутствие трех 
генов патогенности (uge + kfu + stx 1) в 3 раза чаще 
наблюдалось в K. pneumoniae (15 %). В 9,1 % случаев 
(4 изолята) гены патогенности не были обнаружены. 
Одновременное присутствие генов, ответственных 
за патогенные свойства, усиливает вирулентность 
бактерий и способствует развитию инфекционных 
осложнений.

В исследовании показано, что у детей первого 
года жизни в кишечном биотопе которых регистри-

Таблица 2
Протокол исследований ПЦР

ПЦР-мишень Название 
праймера 

Условия для ПЦР 
Первичная 
денатурация Денатурация Отжиг Элонгация Заключительная 

элонгация 

mag A 
Mag A-F 94 °С 

1 мин 
94 °С 
30 сек 

59 °С 
45 сек 

74 °С 
2 мин 

72 °С 
6 мин Mag A-R 

30 циклов 

uge 
Uge-F 94 °С 

5 мин 
94 °С 
1мин 

54 °С 
45 сек 

74 °С 
1 мин 

72 °С 
7 мин Uge-R 

35 циклов 

kfu 
Kfu-F 94 °С 

5 мин 
94 °С 
1 мин 

54 °С 
45 сек 

72 °С 
1 мин 

72 °С 
7 мин Kfu-R 

35 циклов 

bfp 
EP 1-F 94 °С 

2 мин 
94 °С 
30 сек 

56 °С 
1 мин 

72 °С 
2 мин 

72 °С 
3 мин EP 2-R 

29 циклов 

stx 1 
VT 1-F 94 °С 

2 мин 
94 °С 
1 мин 

55 °С 
1 мин 

72 °С 
1 мин 

72 °С 
3 мин VT 1-R 

35 циклов 

stx 2 
VT 2 F 94 °С 

2 мин 
94 °С 
1 мин 

55 °С 
1 мин 

72 °С 
1 мин 

72 °С 
3 мин VT 2 R 

35 циклов 
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руется высокая популяционная плотность двух видов 
клебсиелл, вегетируют штаммы с наличием генов 
патогенности. Наибольшее распространение (90 % и 
более) имеет ген uge, который с одинаковой частотой 
присутствует в генетическом материале обоих иссле-
дуемых видов (K. oxytoca, K. pneumoniae). Этот же ген в 
силу своего доминирования чаще регистрировался и 
в сочетаниях с другими определяемыми нами генами. 
Однако в аутоштаммах K. oxytoca он регистрировался 
в парах с bfp и stx1 в каждом четвертом аутоштамме 
(25 %), тогда как в штаммах K. pneumoniae он чаще 
сочетался в паре с kfu (15 %), по сравнению с другим 
видом (8,3 %). Случаи тройного сочетания генов за-
регистрированы в трех штаммах K. pneumoniae (15 %) 
и только в одном штамме K. oxytoca (4,2 %).

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что среди штаммов клебсиелл, не 
являющихся клиническими, а вегетирующих в кишеч-
нике детей в качестве составляющей аллохтонной 
микробиоты, может быть сосредоточен достаточно 
заметный патогенный потенциал. Дети первого 
года жизни наиболее уязвимы в связи с незрелостью 
иммунной системы и процессами сукцессии микро-
организмов в кишечнике. Поэтому детекция генов 
патогенности клебсиелл с помощью молекулярно-
генетических методов позволит решить вопрос о 
правомерности эрадикационной терапии и повысит 
эффективность диспансеризации. Для выяснения 
роли клебсиелл с набором генов патогенности, веге-
тирующих в кишечнике детей, необходимы дальней-
шие исследования.
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