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Частое выделение из биологического материала при бронхитах и пневмониях Moraxella catarrhalis, а при хрониче-
ских ринитах и синуситах Staphylococcus epidermidis требует глубокого изучения факторов патогенности указан-
ных микроорганизмов. Изучены генетические и фенотипические маркеры вирулентности штаммов M.catarrhalis и 
S.epidermidis и определена их этиологическая роль в развитии инфекционных процессов респираторного тракта и 
среднего уха. Большинство штаммов M.catarrhalis, выделенных при бронхитах и пневмониях, имеют ген mcaP, ответ-
ственный за выработку белка McaP, который обеспечивает прилипание к эпителиальной клетке хозяина и липолити-
ческую активность бактерий. Наибольшей адгезивной активностью к клеткам буккального эпителия (in vitro) обла-
дали штаммы, выделенные от больных пневмонией. За наличие у штаммов стафилококков факторов межклеточной 
адгезии отвечает кластер генов ICA с ведущей ролью гена icaA. В клиническом материале от больных синуситами 
этот ген выявлялся в 5 раз чаще, чем от здоровых лиц. Экспрессия гена icaA у штаммов S.epidermidis, выделенных 
от больных, в фенотипических тестах в 3 раза выше, чем у штаммов, полученных от здоровых лиц. Для установле-
ния этиологической роли M.catarrhalis и S.epidermidis и совершенствования тактики терапии больных  бронхитами, 
пневмониями и синуситами необходим комплексный подход: выявление генетических и фенотипических маркеров ви-
рулентности у выделенных микроорганизмов.
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The frequent isolation from biological material of Moraxella catarrhalis under bronchitis and pneumonia and Staphilococcus 
epidermidis under rhinitis and sinusitis requires profound investigation of factors of pathogenicity of the mentioned microorganisms. 
The genetic and phenotypic markers of virulence of strains M. catarrhalis and S. epidermidis are examined. Their etiologic role in 
development of infection processes of respiratory tract and middle ear is determined. The most of M. catarrhalis strains isolated 
under bronchitis and pneumonia have gene mcaP responsible for production of protein McaP that provides adhesion to epithelium 
cell of host and lipolitic activity of bacteria. The strains isolated from patients with pneumonia had the most adhesive activity. 
The cluster of genes ICA with leading role of gene icaA is responsible for for availability of factors of intercellular adhesion in 
Staphilococci strains. In the clinical samples from patients with sinusitis this gene is detected 5 times more frequently than from 
healthy individuals. In phenotypic tests, expression of gene icaA in S. epidermidis isolated from patients is three times higher than 
in strains isolated from healthy individuals. 
To establish etiologic role of M. catarrhalis and S. epidermidis and to develop tactic of therapy of patients with bronchitis, 
pneumonia and sinusitis complex approach is needed, including detection of genetic and phenotypic markers of virulence in 
isolated microorganisms. 
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Введение. Несмотря на широкое распространение острых 
инфекций верхних дыхательных путей, этиологию заболева-
ния удается установить лишь в 20 – 30% случаев [1]. Неред-
ко респираторные инфекции имеют вирусно-бактериальную 

природу. Присоединение бактериальной инфекции приводит 
к нарастанию тяжести заболевания и повышению риска раз-
вития таких осложнений, как отит, синусит, трахеобронхит, 
пневмония [2].

По данным отечественных авторов [3], до 15% случа-
ев ОРЗ вызывает Moraxella catarrhalis, в то время как в за-
рубежных публикациях с M.catarrhalis связывают от 20 до 
35% случаев заболеваний. Около 20% тонзиллитов, 35% си-
нуситов, 15% гайморитов ассоциируются с выделением из 
клинического материала M.catarrhalis [4]. При этом наряду 
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с несостоятельностью барьерной функции общего неспеци-
фического и местного иммунитета большое значение имеет 
наличие у M.catarrhalis целого ряда факторов патогенности. 
Большинство генов вирулентности у штаммов M.catarrhalis 
отвечают за адгезивные свойства микроорганизма, способ-
ность противостоять факторам системы комплемента и уча-
ствовать в биопленкообразовании, что актуально при оценке 
этиологической значимости бактерий [5].

Известно, что при синуситах и длительных ринитах в 
25–28% проб отделяемого синусовых пазух и носоглотки на-
ходят Staphylococcus epidermidis [6]. Однако подтвердить его 
этиологическую значимость можно путем выявления виру-
лентных свойств [7]. По многочисленным данным штаммы 
S.epidermidis, выделенные при различных инфекционных 
процессах, обладали рядом генов вирулентности, ответствен-
ных за адгезию, инвазию, распространение и персистенцию 
микроорганизмов благодаря наличию адгезинов, токсинов и 
ферментов, позволяющих "уходить" от воздействия иммун-
ной системы хозяина [7].

Цель нашей работы – обосновать значение генетиче-
ских и фенотипических маркеров вирулентности штаммов 
M.catarrhalis и S.epidermidis при определении их этиологи-
ческой роли в развитии инфекционных процессов респира-
торного тракта и среднего уха.

Материалы и методы. Исследовано 60 штаммов 
S.epidermidis, выделенных от больных ринитом и синуситом, 
на наличие гена вирулентности icaA, кодирующего выработ-
ку интрацеллюлярного адгезина IcaA. Контролем служили 
40 штаммов S.epidermidis, выделенных от здоровых людей. 
Также исследовано 20 штаммов M.catarrhalis, выделенных от 
больных отитом, бронхитом и пневмонией, на наличие гена 
mcaP, кодирующего выработку бактерией белка McaP, при-
нимающего участие в адгезии моракселл к клеткам слизисто-
го эпителия. В качестве контроля исследовано 18 штаммов 
M.catarrhalis, выделенных от здоровых лиц. Экспрессию ге-
нов icaA и mcaP подтверждали путем определения коэффи-
циента адгезированных клеток S.epidermidis и M.catarrhalis 
на клетках буккального эпителия in vitro [8]. Индекс адгезии 
рассчитывали по формуле: ИА = АКБ50/50Э, где ИА – индекс 
адгезии, АКБ50 – количество клеток бактерий, прикрепивших-
ся к 50 эпителиоцитам, 50Э – 50 изученных эпителиоцитов.

Выделение ДНК штаммов осуществляли с помощью 
набора ДНК-сорб В (ИнтерЛабСервис, Россия). Работу вы-
полняли в соответствии с инструкцией производителя. 
Амплификацию проводили в термоциклере Терцик (ДНК-
технология, Россия). Реакционная смесь объемом 25 мкл для 
выявления генов содержала: 4 мкл матричной ДНК, 0,5 мкл 
dNTP 10 мМ mix, 0,13 мкл Taq-полимеразы, 5 Е/мкл, 2,5 мкл 
10x Taq буфер, 2 мкл MgCl2 25 мМ, 13,88 мкл воды деиони-
зированной и по 1 мкл специфических праймеров (F 10 мкМ 
и R 10 мкМ). Для выявления гена icaA (770 bp) использованы 
праймеры [9]:

F: GATTATGTAATGTGCTTGGA
R: ACTACTGCTGCGTTAATAAT
Протокол амплификации включал: первый цикл при 95°C 

в течение 1 мин 30 с, затем 32 цикла (денатурация при 95°C 
1 мин, отжиг при 50°C 1 мин, элонгация при 72°C 1 мин), 
окончательная элонгация при 72°C 2 мин.

Для выявления гена mcaP (1981 bp) использованы прай-
меры [10]:

F: CGCAATAAAGATCACCATGCTTG
R: CGGGATCCCGCTGACACATTGCATTGATAAA
Протокол амплификации включал: первый цикл при 95°C 

в течение 3 мин, затем 15 циклов (денатурация при 95°C 1 
мин, отжиг на каждом цикле снижали на 1°C, начиная с 70°C 
до 56°C по 1 мин, элонгация при 72°C 1 мин), 20 циклов (де-
натурация при 95°C 1 мин, отжиг при 55°C 1 мин, элонгация 
при 72°C 1 мин), окончательная элонгация при 72°C 2 мин.

Идентификацию ПЦР-продуктов осуществляли с по-
мощью гель-электрофореза в 1% агарозном геле при 65 В 
в течение 1,5 ч на приборе PowerPacTM (Bio-Rad). При этом 
агарозные гели окрашивали бромистым этидием (3,5 мкл), 
маркером для фрагментов служил бромфеноловый синий с 
фиколлом (3 мкл).

Результаты и обсуждение. Частота выявления генети-
ческих маркеров вирулентности у штаммов M.catarrhalis и 
S.epidermidis представлена в табл. 1.

Доля штаммов моракселл, содержащих ген mcaP, среди 
здоровых в 6 раз меньше, чем среди больных отитами, брон-
хитами, пневмониями, причем абсолютно все штаммы, вы-
деленные от больных пневмонией (7 штаммов), имели ген 
вирулентности  mcaP. Частота выявления гена icaA у штам-
мов эпидермальных стафилококков, выделенных от больных 
ринитами и синуситами, в 5 раз выше, чем у штаммов, вы-
деленных от здоровых.

Фенотипическим маркером экспрессии изученных ге-
нов вирулентности служил показатель адгезии выделенных 
штаммов стафилококков и моракселл к клеткам буккального 
эпителия (табл. 2).

Штаммы M.catarrhalis, выделенные от здоровых лиц, об-
ладали адгезивной активностью в среднем в 3 раза ниже, чем 
штаммы, выделенные от больных. При этом наибольший ин-
декс адгезии (17,3 + 1,6) характерен для штаммов, выделен-
ных при пневмониях. При бронхитах выделялись штаммы с 
индексом адгезии (14,6 + 1,4). Наименьший показатель среди 
больных имели штаммы, выделенные от лиц с отитами (13,8 
+ 1,5). Штаммы S.epidermidis, выделенные от здоровых, об-
ладали адгезивной активностью в среднем в 2,4 раза ниже, 
чем штаммы, выделенные от больных. При этом при ринитах 
индекс адгезии составлял (14,8 + 2,8), при синуситах он до-
ходил до (26,7 + 3,6), что выше, чем у здоровых более чем в 
3 раза.

Т а б л и ц а  1
Наличие генов вирулентности у штаммов бактерий, выделенных от обследованных

Ген, микроорганизм Больные отитом, бронхитом, пневмонией (n = 20) Здоровые (n = 18) Критерий  
Фишера, F

Уровень  
достоверности, p

mcaP, M. catarrhalis 18 (90) 3 (15) 23,3 < 0,01

Лица с диагнозами: ринит, синусит (n = 60) Здоровые лица (n = 40)

icaA, S. epidermidis 23 (38) 3 (8) 17,1 < 0,05
П р и м е ч а н и е . В скобках процент.

Т а б л и ц а  2
Адгезивная активность штаммов бактерий на клетках буккаль-
ного эпителия (М ± m)

Микроорганизм Индекс адгезии штаммов, выделенных от обследо-
ванных

больные здоровые
Moraxella 
catarrhalis

15,2 ± 1,4 4,5 ± 0,7

Staphylococcus 
epidermidis

20,75 ± 6,4 8,6 ± 1,1
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Для инфекций, развитие которых начинается со слизистых 
оболочек, в том числе верхних дыхательных путей, первым и 
крайне необходимым этапом продвижения микроорганизма 
является преодоление колонизационной резистентности му-
коидного тракта. Именно этот процесс начинается с адгезии, 
в основе которой лежит избирательное взаимодействие с ре-
цепторами эпителиоцитов и слизистым слоем, который по-
крывает их (муцинами) [11]. Специфические белки фимбрий 
у представителей рода Moraxella обусловливают их высокую 
адгезивную активность, несмотря на отсутствие у большин-
ства штаммов капсулы [12].

Наличие целого ряда белков наружной мембраны и ли-
полисахаридных комплексов, участвующих в прикреплении 
к эпителиальным клеткам, обеспечивает пролонгацию пер-
вого этапа инфицирования и создает предпосылки для раз-
множения бактерий. Одним из таких внешних мембранных 
белков является белок McaP, содержащий транслокаторный 
домен 12-β-barrel и один несомый N-terminal домен, который 
обеспечивает прилипание к эпителиальной клетке хозяина 
и липолитическую активность [13]. Именно ген  mcaP кон-
тролирует выработку этого белка, а так как мембрана клетки 
слизистой эпителия человека имеет в своем составе двойной 
липидный слой, здесь может реализоваться липолитическая 
активность белка McaP [14]. Поэтому обнаружение гена 
mcaP у 90% штаммов M. catarrhalis, выделенных от боль-
ных, и особенно 100% присутствие этого гена у штаммов, 
выделенных от лиц с пневмониями, должно насторожить как 
микробиологов, так и врачей лечебного профиля. Особенное 
беспокойство вызывает тот факт, что в экспериментальной 
части работы установлено фенотипическое подтвержде-
ние экспрессии этого гена путем определения адгезивных 
свойств бактерий на клетках буккального эпителия. Наибо-
лее высокий индекс адгезии штаммов M. catarrhalis отмечал-
ся в случаях выделения их от больных  пневмониями, что 
может способствовать утяжелению клиники заболевания.  
И хотя индекс адгезии штаммов M. catarrhalis, выделенных 
от больных отитами, был наименьшим среди всех больных, 
он выше соответствующего показателя у здоровых почти в 
3 раза.

При этом прикрепившиеся микроорганизмы должны 
быть способны противостоять биоцидным и биостатическим 
факторам, которые в разных количествах и разных соедине-
ниях представлены в секретах мукоидного тракта [15]. Нали-
чие специфичных для грамотрицательных бактерий высоко-
активных протеаз позволяет клеткам Moraxella преодолевать 
барьерные функции слизистых оболочек и колонизироваться 
в месте входных ворот [16]. Отмечено, что у лиц, накануне 
перенесших вирусную инфекцию, превалируют штаммы, об-
ладающие в среднем в 2 раза меньшей адгезивной активно-
стью, чем у лиц с первичной бактериальной инфекцией. Это 
объясняется тем, что поврежденный в результате жизнедея-
тельности вирусных частиц слизистый слой не в состоянии 
противостоять обитающим на нем бактериальным клеткам 
даже с незначительно выраженными факторами патогенно-
сти. А так как бактерии M. catarrhalis способны проникать в 
эпителиальные клетки [17], то при наличии у штаммов ярко 
выраженных генетических и фенотипических маркеров виру-
лентности при пневмониях и бронхитах они способны выз-
вать глубокие поражения слизистой эпителия и уклоняться 
от действия иммунной системы внутри клеток хозяина.

Для стафилококков в целом, в особенности для S. epider-
midis, характерно образование биопленок [18]. За этот про-
цесс отвечает оперон ICA, способствующий выработке поли-
сахарида межклеточной адгезии (PIA), который поддерживает 
бактериальные межклеточные контакты и вызывает образо-
вание прочных биопленок. Поэтому весь кластер генов ICA 
можно назвать генетической детерминантой, отвечающей за 
вирулентность штаммов S. epidermidis. Основное действие 
этого кластера зависит от гена icaA, кодирующего выработку 
фермента трансферазы-N-ацетилглюкозамина, который ката-
лизирует синтез полимера поли-N-ацетилглюкозамина [19]. 

Обнаружение гена icaA в клиническом материале от лиц с 
ринитами и синуситами в 5 раз чаще, чем у здоровых, го-
ворит в пользу высказанного положения. Адгезины icaABC, 
определяемые у штаммов S.epidermidis, выделенных в гете-
рогенной популяции с различным фенотипом и мутационной 
изменчивостью на уровне соответствующих генов [20], до-
стоверно чаще выявлялись у лиц с наличием клинических 
проявлений [21].

При генетическом анализе до 47% штаммов S. epidermidis 
имеют гены icaADBC ICA-оперона, но при этом не облада-
ют адгезивными и биопленкообразующими свойствами [22]. 
Поэтому не менее важно выявление у полученных штаммов 
не только генов вирулентности, но и фенотипических прояв-
лений экспрессии изучаемых генов. Поскольку наибольшее 
совпадение генетических маркеров с клиническими проявле-
ниями отмечалось в отношении гена icaA, фенотипические 
проявления его экспрессии оценивали по адгезивной актив-
ности штаммов. Уровни адгезии у штаммов, выделенных 
от больных синуситами, превышавшие в 3 раза таковые у 
здоровых лиц, явно указывают на причастность гена icaA к 
развитию синуситов. Выявление у пациентов белков фено-
типическими методами и антител к соответствующим ком-
понентам бактериальной клетки в динамике подчеркивает 
причастность этих белков и ферментов к развитию инфекци-
онного процесса [23].

Выводы. 1. Для подтверждения этиологической роли ус-
ловно-патогенного микроорганизма в развитии инфекци-
онного процесса необходимо руководствоваться данными 
о генетических и фенотипических маркерах вирулентности 
выделенного штамма.

2. Выделение этиологически значимых микроорганизмов 
на ранних этапах инфекционного процесса поможет назна-
чить адекватную терапию и предотвратить развитие ослож-
нений.
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