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Резюме. В лекции отражены современные методы идентификации микроорганизмов, приведена их срав-
нительная характеристика, описаны преимущества и недостатки каждого из методов, а также дана клини-
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Abstract. The lecture refl ects modern methods for the identifi cation of microorganisms, gives their comparative 
characteristics, describes the advantages and disadvantages of each of the methods. A clinical assessment of the 
results of each method is given.
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Для определения состава и выявления возмож-
ных нарушений кишечной микробиоты используют 
целый спектр диагностических методов. Часть этих 
методов направлена на определение конкретных па-
тогенных микроорганизмов, часть — на оценку состо-
яния микробиоты кишечника в целом. В этой лекции 
мы рассмотрим методы определения именно особен-
ностей микробиоты толстой кишки как микробного 
биотопа, т.к. именно изменение баланса этого ми-
кробного сообщества может приводить к крайне не-
благоприятным последствиям (метаболические и им-
мунологические нарушения, развитие хронических 
заболеваний и т.п.). Нужно помнить, что микробиота 
кишечника новорожденных более разнообразна по 
составу и менее стабильна, чем у взрослых. За первые 
годы жизни кишечная микробиота у ребенка изменя-
ется от состояния практически стерильной среды до 
микробиоты, сходной с таковой у взрослых. Первые 
обитатели кишечника новорожденных  — это эпи-

дермальные стафилококки, энтерококки и энтеро-
бактерии, которые обнаруживаются в стуле ребенка 
в наибольшем количестве. Однако по мере развития 
организма количество бифидобактерий в кишечнике 
ребенка постепенно нарастает [1]. Кроме того, на на-
чальном этапе жизни ребенка состав его микробиоты 
очень вариабелен и во многом зависит от таких фак-
торов, как характер родов, характер вскармливания и 
микробиота матери. Следовательно, у детей до трех 
лет проведение оценки состава микробиоты кишеч-
ника не имеет такой высокой диагностической значи-
мости, как у взрослых.

БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОЕ 
(МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ) 
ИССЛЕДОВАНИЕ КАЛА

Данный метод остается «золотым стандартом» 
верификации большинства кишечных инфекций и 
используется как для идентификации отдельных 
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патогенных микроорганизмов (например, при 
подозрении на острые кишечные инфекции, так 
и для оценки состава кишечной микробиоты. Ис-
следование микробиоты кишечника выполняется 
в три основных этапа: 1) посев исследуемого ма-
териала на чашки с дифференциально-диагности-
ческими средами; 2) снятие отдельных колоний 
и накопление чистой культуры с первичной диф-
ференциацией на питательных средах; 3) полная 
идентификация выделенной культуры по комплек-
су биохимических признаков, антигенной структу-
ре, патогенности, устойчивости к специфическим 
бактериофагам и антибиотикам) с применением 
анаэробной техники и специальных питательных 
сред с последующим подсчетом количества каж-
дого вида микроорганизмов в 1 г биоматериала 
[2]. Полученные результаты сравниваются с нор-
мативами (табл. 1).

Следует обратить внимание, что в разных ла-
бораториях нормативы могут немного отличаться, 
поэтому нужно ориентироваться на референтные 
показатели конкретной лаборатории (рис. 1). При 
получении результатов анализа, отличающихся 
от нормы, можно говорить о дисбиозе кишечни-
ка, для которого выделяют четыре степени тяже-

сти в зависимости от состава микробиоты кишки 
(табл. 2) [6, 7].

Современная классификация дисбиоза подразу-
мевает не только определение изменений кишеч-
ной микробиоты, но и данных клинического обсле-
дования с оценкой дисфункции кишечника [8]. При 
развитии дисбиоза толстой кишки I степени, как 
правило, кишечная дисфункция не наблюдается, 
II степени  — отмечается приходящая дисфункция 
кишечника, III степени  — возникает дисфункция 
кишечника, IV степени — развивается выраженная 
дисфункция кишечника, снижаются защитная и ви-
таминосинтезирующая функции кишечной микро-
биоты, изменяются ферментативные процессы, 
возрастает уровень нежелательных продуктов ме-
таболизма условно-патогенных микроорганизмов, 
что, помимо дисфункции кишки, может привести к 
деструктивным изменениям кишечной стенки.

Недостатком бактериологического исследо-
вания кала является длительность исследования 
(от 2 дней до 21 дня в зависимости от вида иден-
тифицируемого микроорганизма) и определение 
содер жания небольшого числа микроорганизмов, 
колонизирующих толстую кишку. Следовательно, в дан-
ном случае представление о состоянии кишечного 

Таблица 1. Качественный и количественный состав микробиоты толстой кишки: нормативные показатели 
(КОЕ/г фекалий) в соответствии с отраслевым стандартом «Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника» 
(ОСТ 91500.11.0004-2003, утвержден приказом Минздрава России от 9 июня 2003 г. № 231) [3]

Группа микроорганизмов
Возраст, годы

до 1 года 1–60 лет >60 лет

Бифидобактерии 1010–1011 109–1010 108–109

Лактобациллы*** 106–107 107–108 106–107

Бактероиды 107–108 109–1010 1010–1011

Энтерококки 105–107 105–108 106–107

Фузобактерии <106 108–109 108–109

Эубактерии 106–107 109–1010 109–1010

Пептострептококки <105 109–1010 1010

Клостридии ≤103 ≤105
≤106

Е. coli типичные 107–108 107–108 107–108

Е. coli лактозонегативные <105 <105 <105

Е. coli гемолитические 0 0 0

Другие условно-патогенные энтеробактерии* <104 <104 <104

Стафилококк золотистый 0 0 0

Стафилококки (сапрофитный, эпидермальный) ≤104 ≤104 ≤104

Дрожжеподобные грибы рода Candida ≤103 ≤104 ≤104

Неферментирующие бактерии** ≤103 ≤104 ≤104

* Представители родов Klebsiella, Enterobacter, Hafi iia, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia, Citrobacter и др.
** Pseudomonas, Acinetobacter и др.
***  Некоторые диагностические лаборатории в тестах на состояние микробиоценоза кишечника ошибочно ставят знак равенства 
между терминами «лактобактерии» и «лактобациллы», однако на деле реально лактобациллы (Lactobacillus) являются одним из 11 
родов в составе большого семейства лактобактерий: Camobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leucionostoc, Oenococcus, 
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella [4, 5].
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Таблица 2. Степени дисбиоза кишечника по данным бактериологического исследования кала

Степень дисбиоза Данные бактериологического исследования кала 

I степень (латентная, 
или компенсированная, 
форма)

• Снижение общего количества основных представителей микрофлоры (бактероиды, 
бифидо- и лактофлора до 108–107 КОЕ/г).

• Уменьшение количества кишечной палочки с нормальной ферментативной активно-
стью до 106 КОЕ/г.

• Уровень условно-патогенных энтеробактерий, золотистых стафилококков, грибов 
рода Candida до 103 КОЕ/г

II степень (субкомпенси-
рованная форма)

• Снижение общего количества основных представителей кишечной микрофлоры 
до 105 КОЕ/г.

• Увеличение количества лактозонегативной кишечной палочки до 104–105 КОЕ/г 
на фоне уменьшения их нормальных форм.

• Повышение уровня условно-патогенных энтеробактерий, золотистых стафилококков, 
грибов рода Candida до 104 КОЕ/г

III степень • Снижение общего количества основных представителей кишечной микрофлоры 
до 103–104 КОЕ/г.

• Отсутствие эшерихий с нормальной ферментативной активностью на фоне повыше-
ния числа их неполноценных штаммов.

• Повышение уровня условно-патогенных энтеробактерий, золотистых стафилококков, 
грибов рода Candida до 105–108 КОЕ/г

IV степень • Отсутствие основных представителей анаэробной микрофлоры.
• Отсутствие эшерихий с нормальной ферментативной активностью.
• Подавляющее превосходство условно-патогенных энтеробактерий, золотистых 

 стафилококков, грибов рода Candida и их ассоциаций — более 108 КОЕ/г

Рис. 1. Пример результата бактериологического анализа микробиоты кишечника
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микробиоценоза будет неполным. Кроме того, не-
сомненным преимуществом этого метода является 
возможность определения чувствительности вы-
явленных патогенных и/или условно-патогенных 
микроорганизмов к антибиотикам, бактериофагам 
и даже пробиотикам, что позволяет проводить ин-
дивидуальный подбор лекарственных препаратов 
и повышает эффективность коррекции нарушений 
кишечной микробиоты.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ КАЛА

Данные методы позволяют идентифицировать 
микроорганизмы посредством определения уни-
кальной последовательности оснований дезокси-
рибонуклеиновой кислоты (ДНК) или рибонуклеи-
новой кислоты (РНК) исследуемых микроорганизов 
[27]. К этим методам относятся:

• полимеразная цепная реакция (ПЦР);
• полимеразная цепная реакция с флуоресцент-

ной детекцией (ПЦР-ФД);
• полимеразная цепная реакция в реальном вре-

мени (ПЦР-РВ).
Стандартная методика ПЦР-исследования вклю-

чает три этапа: выделение ДНК из клинического 
образца (биоптата), амплификация специфических 
фрагментов ДНК (30–40 циклов), детекция про-
дуктов амплификации с определением количества 
продукта ПЦР в конечной точке амплификации. При 
ПЦР-ФД в реакционную смесь добавляют специ-
фический флуоресцентный зонд и далее через 
30–40 циклов определяют уровень флуоресценции. 
Наиболее информативным считается метод ПЦР-
РВ, когда в реакционную смесь также добавляется 
или специфический флуоресцентный зонд (TaqMan 
и др.), или интеркалирующий краситель (SYBR 

Рис. 2. Пример результата ПЦР-РВ анализа микробиоты кишечника
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GreenI и др.), но в этом случае амплификатор позво-
ляет детектировать флуоресценцию каждый цикл и 
наблюдать рост количества ПЦР-продукта в каждой 
пробирке, и далее по имеющейся калибровке опре-
делять точное исходное количество образца в про-
бе. Таким образом, ПЦР-РВ позволяет осуществлять 
количественную оценку содержания ДНК в иссле-
дуемом материале (рис. 2) [9, 10].

СЕКВЕНИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ
Секвенирование  — это общее название мето-

дов, которые позволяют установить последователь-
ность нуклеотидов в молекуле ДНК и РНК. Метод 
основан на технологии метагеномного секвени-
рования, которая позволяет «определить» сотни 
видов бактерий (в том числе и некультивируемых) 
с помощью бактериологического исследования. 
Технически секвенирование включает следующие 
этапы [11].

1. Выделение ДНК и РНК проводится с помо-
щью нескольких методов: выделение фенол-хлоро-
формом, выделение на спин-колонках, выделение 
на магнитных частицах, умное выделение (smart 
extraction) с использованием смеси из хаотропных 
и нехаотропных солей с низкой ионной силой по 
технологии Dual Chemistry при помощи немагнит-
ных частиц с «умной» поверхностью, ферментатив-
ное температурно-зависимое выделение.

2. Амплификация продукта проводится в три 
этапа с повторением 30–40 циклов: денатурация 
ДНК (расплетение двойной спирали) при темпера-
туре 94  °С в течение 30 с, отжиг (присоединение) 
праймеров при температуре 57 °С — 60 с, достраи-
вание цепей ДНК с помощью ДНК-полимеразы при 
температуре 72 °С — 60 с.

3. Собственно секвенирование: проводит-
ся определение нуклеотидных последователь-
ностей различных генов микроорганизмов [12], 
полученных в результате амплификации отдель-
ных генов бактерий [13]. В основном для иденти-
фикации используют гены, кодирующие 16S и 23S 
рибосомальные-РНК (р-РНК), т.к. они присутствуют 
во всех бактериальных клетках и являются видо-
специфичными для большинства микроорганизмов 
[14]. Использование для идентификации гена 16S 
р-РНК (присутствует в геноме всех известных бак-
терий и архей, но отсутствует у вирусов и в ядер-
ных хромосомах эукариот), позволяет различать 
близкородственные виды и подвиды микроорга-
низмов [15–17]. Поскольку нуклеотидные после-
довательности 16S р-РНК многих известных бак-
терий доступны, при проведении секвенирования 
выявленные последовательности анализируемых 
микроорганизмов можно сравнить с присутствую-
щими в базах данных и идентифицировать бакте-
рии [18]. 

Выделяют несколько методов секвенирования 
[11, 19–24].

• Секвенирование по F. Sanger  — первый ме-
тод секвенирования, который ученые суме-
ли применить для обработки целых геномов. 
Для проведения секвенирования с помощью 
капиллярного электрофореза используют са-
мый распространенный на сегодняшний день 
способ подготовки ДНК — «метод терминации 
цепи» или «дидезокси метод». При этом методе 
к единичной цепочке ДНК присоединяется еди-
ничный помеченный (флюорохромом — светя-
щейся частицей) нуклеотид. Данный нуклеотид 
считывается оптическим сенсором, сигнал за-
писывается и затем процесс начинается заново 
со следующего по порядку нуклеотида. Метод 
абсолютно точен, до сих пор является един-
ственным методом для подтверждения объ-
ектов исследования. К сожалению, он крайне 
продолжителен и дорог. Например, секвениро-
вание человеческой ДНК заняло 15 лет и стои-
ло миллиарды долларов.

• Секвенирование второго поколения:
– Illumina — секвенирование на молекулярных 

кластерах с использованием флуоресцентно 
меченных предшественников. Схоже с секве-
нированием первого поколения принципом 
единичности определения нуклеотида в каж-
дой цепочке. Дополнения методики включа-
ют подготовительные этапы, позволяющие 
ускорить «чтение» генома в миллионы раз — 
фрагментация ДНК. При фрагментации ДНК 
исследуемый участок (или весь геном) после-
довательно «разрезается» на участки 200–500 
нуклеотидов, маркируется специальными 
комбинациями нуклеотидов «адаптерами» и 
фиксируется на специальных матрицах. Далее 
присоединение и детекция флюорохромных 
нуклеотидов происходит в параллельном ре-
жиме одновременно для очень большого чис-
ла коротких участков. На завершающем этапе 
данные об обнаруженных нуклеотидах объ-
единяются согласно маркировке и выстраи-
вается соответствующая последовательность 
«прочитанного» участка ДНК.

– Пиросеквенирование (pyrosequencing)  — 
основано на хемилюминесцентных сигна-
лах, которые подают специально модифици-
рованные нуклеотиды, когда соединяются с 
комплементарным нуклеотидом в прочиты-
ваемой нити ДНК. Метод пиросеквенирова-
ния основан на определении пирофосфата, 
образующегося при синтезе комплемен-
тарной цепи ДНК. В 1988 г. E.  Hyman впер-
вые предложил использовать этот метод 
для секвенирования. В 1996 г. P.  Nyrén и 
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M.  Ronaghi завершили его детальную раз-
работку. Этот вариант секвенирования по-
зволяет считывать около 1/3 человеческого 
генома (до 1 миллиарда нуклеотидов) за 
сутки, что несколько удешевляет цену ис-
следования, но снижает и точность.

– Метод ионного полупроводникового секве-
нирования — детектирует соединения (ионы), 
которые выделяются при присоединении но-
вого нуклеотида к нити ДНК. Это позволяет 
радикально сократить время и стоимость по-
лучаемых ридов, хотя процент ошибок стано-
вится больше, и больше становится ошибок в 
фрагментах из повторяющейся одной буквы.

• Секвенирование лигированием  — процесс 
секвенирования ДНК с использованием ДНК-
лигазы для создания новой комплементарной 
нити ДНК. Метод развивался параллельно с 
секвенированием нового поколения (next 
generation sequencing (NGS)), но не достиг той 
степени эффективности, производительности 
и дешевизны, как вышеописанные технологии. 
Некоторые лаборатории продолжают его ис-
пользовать для узконаправленных целей. Для 
широкого клинического применения метод 
лигирования признан бесперспективным.
– Секвенирование третьего поколения (или 

секвенирование нового поколения  — next 

generation sequencing, NGS) — методы при-
званы исправить основные недостатки мето-
дов второго поколения, а именно: сложную 
пробоподготовку, небольшую длину еди-
ничных прочтений, потребность в усилении 
сигнала от каждого из анализируемых фраг-
ментов ДНК путем их амплификации, дли-
тельное время цикла, необходимость много-
численного повторного секвенирования.

– Секвенирование путем синтеза, или техно-
логия секвенирования одной молекулы, — 
одновременное секвенирование мил-
лионов коротких фрагментов ДНК через 
синтез  — получение миллионов одиноч-
ных чтений (ридов). Процесс предусматри-
вает использование РНК-зависимой ДНК-
полимеразы и праймеров для создания 
новой комплементарной цепи ДНК (цикли-
ческий процесс включения нуклеотидов в 
цепь детектируется).

– Секвенирование единичных молекул в ре-
альном времени. Секвенатор позволяет 
«читать» каждый фрагмент ДНК десятки раз, 
при этом консенсусная точность определе-
ния его нуклеотидной последовательности 
достигает 99,9%.

– Секвенирование с помощью нанопор  — 
принцип детектирования основан на конт-

Рис. 3. Пример результата секвенирования микробиоты кишечника: а�—  
содержание бактерий по родам, %; б�— круговая диаграмма

а

б



Children’s medicine of the North-West
2022/ Т. 10 № 4

16 LECTURES

ISSN 2221-2582

роле ионного тока, проходящего через нано-
пору при подаче напряжения на мембрану.

На сегодняшний день секвенирование позво-
ляет наиболее полно оценить состав кишечной 
микробиоты и считается «золотым стандартом» для 
анализа состава данного биотопа. С помощью этого 
метода можно идентифицировать присутствующие 
в микробиоме микроорганизмы по:

• типу (доминирующими в кишке являются Firmi-
cutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteo bacteria, 
Fusobacteria и Verrucomicrobia);

• классу;
• порядку;
• семейству;
• роду (рис. 3).
Секвенирование по анализу уровня микро-

организмов в кишечном микробиоме позволяет 
оценить риски развития воспалительных забо-
леваний кишечника (язвенного колита и болезни 
Крона), ишемической болезни сердца, ожирения, 
сахарного диабета 2-го типа; определить потен-
циал микробиоты к синтезу витаминов B1 (тиами-
на), В2 (рибофлавина), В3 (никотиновой кислоты), 
В5 (пантотеновой кислоты), В6 (пиридоксина), B7 
(биотина), В9 (фолиевой кислоты); установить уров-
ни полезных и пробиотических (Bifi dobacteriales и 
Lactobacillales) бактерий в микробиоте кишки, а так-
же бутират-продуцирующих бактерий (Bacteroides, 
Coprococcus, Faecalibacterium, Parabacteroides, Blau-
tia, Anaerostipes, Roseburia, Eubacterium и др.). По-
следнее крайне важно, т.к. сниженная способность 
бактерий микробиоты кишки к синтезу масляной 
кислоты (бутирата) из группы короткоцепочных 
жирных кислот может привести к ее дефициту и 
таким негативным последствиям, как изменение 
перистальтики кишечника, нарушение метаболиз-
ма, повышение проницаемости эпителиального 

барьера кишечника (развитие синдрома «дырявой» 
кишки), увеличение риска развития воспалитель-
ных, онкологических, аутоиммунных, нейродегене-
ративных заболеваний.

ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ 
МЕТОДЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ

По агрегатному состоянию фаз хроматографию 
разделяют на:

• газовую  — включает газожидкостную и газо-
твердофазную;

• жидкостную  — включает жидкостно-жидкост-
ную и жидкостно-твердофазную;

• ионно-обменную.
На основании данных, полученных с помощью 

этих методов, был создан метаболический паспорт 
при эубиозе кишечника, что стало началом ново-
го качественного этапа в понимании роли микро-
флоры в развитии патологии человека. С помощью 
данных методов можно обнаружить составные ча-
сти клеточной стенки возбудителей в исследуемом 
материале, а также, что очень важно и диагности-
чески значимо, специфичные для данной группы 
микроорганизмов метаболиты [9]. 

Ярким примером использования газожидкост-
ной хроматографии для быстрой и точной оцен-
ки состояния индигенной микрофлоры является 
определение содержания короткоцепочечных 
жирных кислот в различных биологических суб-
стратах (кровь, кал).

Короткоцепочечные (летучие) жирные кислоты 
(КЦЖК; англ. short-chain fatty acids, SCFAs)  — это 
группа кислот, являющихся одним из продуктов 
расщепления пищевых волокон, белков, жиров 
и углеводов ферментами микроорганизмов или 
метаболитами в основном анаэробных микроорга-
низмов [25]. Эти кислоты относятся к предельным 

Таблица 3. Короткоцепочечные жирные кислоты и микроорганизмы, их продуцирующие

Короткоцепочечные 
жирные кислоты Химическая формула Анаэробные микроорганизмы, 

продуцирующие короткоцепочечные жирные кислоты

Уксусная (C2*) CH3–COOH Bifi dobacterium, Lactobacillus, Actinomyces, Ruminococcus

Пропионовая (С3) CH3–CH2–COOH Veillonella, Propionibacterium, Anaerovibrio

Масляная (С4) CH3–(CH2)2–COOH Bacteroides, Coprococcus, Faecalibacterium, Parabacteroides, Blautia, 
Anaerostipes, Roseburia, Eubacterium, Acidaminococcus, Clostridium, 
Fusobacterium, Lachnospira, Butyrivibrio, Gemmiger и др.

Изомасляная (iC4) (CH3)2–CH–COOH Bacteroides, Megasphaera, Clostridium diffi  cile

Валериановая (С5) CH3–(CH2)3–COOH Megasphaera, Clostridium diffi  cile

Изовалериановая (iС5) CH3–CH(CH3)–CH2–COOH Bacteroides, Megasphaera, Clostridium diffi  cile

Капроновая (С6) CH3–(CH2)4–COOH Megasphaera

Изокапроновая (iC6) (CH3)2–CH–CH2–CH2–COOH Bacteroides, Megasphaera, Clostridium diffi  cile

* Цифра после «С» указывает число атомов углерода в кислоте.
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одноосновным карбоновым кислотам, имеющим 
в алифатической цепи (хвосте) не более 6 атомов 
углерода. КЦЖК обладают большим спектром по-
зитивных действий: противовоспалительным, про-
тивоопухолевым, защитным от патогенов и токси-
нов, поддерживающим микробное равновесие и 
целостность слизистой оболочки кишечника. КЦЖК 
вырабатываются преимущественно анаэробными 
микроорганизмами, и их можно рассматривать как 
биохимические маркеры изменений микроэко-
логии кишечника (микробные метаболиты). КЦЖК 
представлены в таблице 3 [25–28].

Основными и наиболее значимыми для оценки 
состояния кишечной микробиоты КЦЖК, проду-
цируемыми в толстой кишке, являются уксусная, 
пропионовая и масляная. Соли этих кислот, обра-
зующиеся в результате брожения (ферментации 
пищевых волокон в кишечнике), называются соот-
ветственно ацетат, пропионат и бутират, а их соот-
ношение в кишечнике в норме следующее: ацетат : 
пропионат : бутират — 60% : 20% : 20% или ацетат / 
пропионат / бутират = 3:1:1.

Для определения уровня КЦЖК используют ме-
тод газожидкостной хроматографии [28–30]. 

Определяют как общее содержание КЦЖК, так 
и содержание отдельных КЦЖК. Общее содержа-
ние КЦЖК отражает метаболическую активность 
кишечной микробиоты. Низкое общее содержание 
КЦЖК сопряжено с понижением метаболической 
активности нормальной микробиоты, снижением 
моторики толстой кишки, дефицитом пищевых суб-
стратов. Повышение общего уровня КЦЖК может 
отмечаться при избыточной колонизации толстой 
кишки отдельными представителями анаэробной 
микробиоты, усилении ее метаболической актив-
ности, а также при ферментативной недостаточ-
ности и нарушениях всасывания. Дополнительно 
оценивается анаэробный индекс, который отража-
ет отношение строгих анаэробов к аэробам и фа-
культативным анаэробам. Его повышение связано 
с угнетением популяции строгой анаэробной ми-
крофлоры и, следовательно, со снижением КЦЖК 
(табл. 4) [31].

НЕПРЯМЫЕ МЕТОДЫ ОЦЕНКИ СОСТОЯНИЯ 
КИШЕЧНОГО МИКРОБИОЦЕНОЗА

Эти методы основаны на определении в кале, 
моче, выдыхаемом воздухе различных микробных 
метаболитов: индикана, р-крезола, фенола, водоро-
да, метана, углекислого газа, аммиака, ненасыщен-
ных жирных кислот, деконъюгированных желчных 
кислот и др. Определение какого-либо из этих по-
казателей дает представление о метаболической 
активности кишечной микробиоты. Однако по 
результатам таких исследований можно получить 
лишь ориентировочное представление о составе 

кишечной микрофлоры, поскольку в образовании 
большинства одних и тех же метаболитов прини-
мают участие разные группы микроорганизмов. 
Чувствительность и специфичность этих методов 
очень вариабельна (25–90%) [28]. Надо заметить, 
что указанные методы не всегда доступны и ис-
пользуются лишь в крупных клинических центрах.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ
В последнее время все большую актуальность 

приобретает такой метод исследования микроб-
ного пейзажа, как масс-спектрометрия. Метод га-
зовой хроматографии масс-спектрометрии (ГХ-МС) 
позволяет детектировать в исследуемых биоло-
гических жидкостях микробные маркеры  — ком-
поненты микробной клетки  — широкого спектра 
микроорганизмов, в том числе представителей ки-
шечной микробиоты. Преимуществами этого мето-
да является высокая чувствительность и быстрота 
получения результата (2,5 часа на полный цикл ис-
следования). Более того, метод автоматизирован, 
что обусловливает простоту лабораторной диагно-
стики [32].

Основа анализа состоит в прямом извлечении 
с помощью химической процедуры высших жир-
ных кислот из подлежащего исследованию образ-
ца, их разделения на хроматографе в капиллярной 
колонке высокого разрешения и анализа состава 
в динамическом режиме на масс-спектрометре. 
Поскольку хроматограф соединен в одном прибо-
ре с масс-спектрометром и снабжен компьютером 

Таблица 4. Нормативные показатели содержания 
 короткоцепочечных жирных кислот в кале

Показатель Значение

Абсолютное содержание уксусной 
кислоты (C2)

5,88±1,22 мг/г

Относительное содержание 
уксусной кислоты (C2)

0,634±0,015 Ед

Абсолютное содержание 
пропионовой кислоты (C3)

1,79±0,95 мг/г

Относительное содержание 
пропионовой кислоты (C3)

0,189±0,011 Ед

Абсолютное содержание масляной 
кислоты (C4)

1,75±0,85 мг/г

Относительное содержание 
масляной кислоты (C4)

0,176±0,011 Ед

Абсолютное содержание 
iCn (iС4 + iС5 + iС6)

0,631±0,011 мг/г

Относительное содержание 
iCn (iС4 + iС5 + iС6)

0,059±0,015 Ед

Общее содержание (C2+...C6) 10,51±2,50 мг/г

Анаэробный индекс (C2–C4) –0,576 (±0,110) Ед
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с соответствующими программами автоматическо-
го анализа и обработки данных, сам процесс ана-
лиза занимает 30 минут, а с учетом времени пробо-
подготовки и расчета данных — не более 2,5 часов. 
Поскольку в настоящее время состав жирных кис-
лот большинства микроорганизмов изучен, пока-

зана его воспроизводимость, оценена родо- и ви-
доспецифичность, в результате анализа получается 
количественное определение состава микроорга-
низмов пристеночной микробиоты кишечника [32]. 
У человека возможно определение порядка 60 ми-
кробных маркеров, для которых четко определены 

Рис. 4. Результаты исследования состава микробных маркеров в крови методом газовой хроматографии�— масс-
спектрометрии
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нормы их содержания в крови. Следовательно, при 
изменении уровня микробного маркера можно 
говорить об изменении содержания определен-
ных микроорганизмов в кишечнике. Данные масс-
спектрометрии представлены на рисунке 4.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СИНДРОМА 
ИЗБЫТОЧНОГО БАКТЕРИАЛЬНОГО РОСТА

Определение продуктов микробного мета-
болизма, в частности определение продуктов 
микробного гидролиза углеводов, является перс-
пективным и актуальным в диагностике дисбиоза 
кишечника. Углеводы, не расщепленные панкреа-
тической амилазой или дисахаридазами тонкой 
кишки, а также не всосавшиеся в кишечнике, стано-
вятся пищевым субстратом для сахаролитических 
бактерий кишечника. 

Водород хорошо всасывается в кровь и выде-
ляется через легкие и может, таким образом, быть 
обнаружен в выдыхаемом воздухе. Он же является 
продуктом микробного гидролиза непереварен-
ных углеводов. Детекция водорода в выдыхаемом 
воздухе может использоваться в качестве диагно-
стического маркера при заболеваниях, связанных 
с нарушениями переваривания и всасывания угле-
водов и сопровождающихся развитием наруше-
ний кишечной микрофлоры в большом проценте 
случаев, в частности, для синдрома избыточного 
бактериального роста (СИБР) — роста анаэробных 
водород-продуцирующих бактерий. Для диагно-
стики имеют значение основные параметры: уро-
вень водорода (свидетельствует о тяжести процес-
са) и время нарастания этого уровня (соответствует 
уровню поражения).

Для получения достоверных результатов теста 
при подготовке к данному исследованию пациент 
должен соблюдать ряд условий [33, 34]:

• воздержаться от приема пищи как минимум за 
10 часов до начала проведения теста (это не от-
носится к детям грудного возраста); в течение 
этого времени можно пить только воду;

• последний прием пищи в день, предшествую-
щий проведению теста, должен быть легким; не 
рекомендуется употреблять труднопереварива-
емую пищу; не употреблять в день, предшеству-
ющий проведению теста, такие продукты, как 
лук, чеснок, капуста, соленая капуста, бобовые;

• не курить и не жевать жевательную резинку за 
12 часов до начала проведения теста;

• в день исследования можно принимать лекар-
ственные препараты, за исключением витами-
нов, слабительных и антибиотиков;

• пациентам с зубными протезами нельзя ис-
пользовать зубопротезный клей;

• перед проведением теста рекомендуется почи-
стить зубы.

Необходимо помнить о противопоказаниях к вы-
полнению водородного дыхательного теста. К ним 
относятся в первую очередь анамнестические сим-
птомы наследственной непереносимости фруктозы 
(противопоказаны тест с фруктозной нагрузкой, 
тест с сорбитольной нагрузкой) и анамнестиче-
ские симптомы неустановленной гипогликемии 
(возникающей после приема пищи). Относитель-
ными противопоказаниями, способными исказить 
результаты теста, считаются прием антибиотиков 
(менее чем за 4 недели до исследования), колоно-
скопия (менее чем за 2 недели до исследования), 
ирригоскопия (менее чем за 2 недели до исследо-
вания), илеостомия. 

Методика проведения водородного дыхатель-
ного теста достаточно проста. Тест начинается с из-
мерения, проводимого натощак, до принятия паци-
ентом тестового вещества (нагрузки). Это исходный 
(базальный) уровень водорода. После измерения 
базального уровня пациент принимает углеводную 
нагрузку (например, 50 г лактозы, растворенной в 
250 мл теплой воды; для детей — 2 г на килограмм 
массы тела) и затем измерения повторяют через 
30, 60 минут, а иногда дополнительно через 90 и 
120 минут. Общее время обследования составляет 
1–2 часа, т.е. последнее измерение проводят через 
2 часа после приема нагрузки. При проведении ис-
следования в определенные промежутки времени 
пациент однократно с силой выдыхает в специ-
альную трубку-насадку, вставленную в прибор, на 
экране прибора после этого появляются цифры 
концентрации водорода в ppm. При обследовании 
детей грудного возраста ребенок свободно дышит 
(выдыхает) в течение 2–3 минут в плотно прижа-
тую к носу и рту маску, из которой постепенно от-
сасывают поступающий туда выдыхаемый воздух в 
шприц объемом 20 мл. Затем шприц вынимают из 
отверстия маски, вставляют в отверстие в приборе, 
быстро вводят воздух из шприца в прибор (анало-
гично выдоху взрослого человека) и регистрируют 
показания прибора на экране. 

Диагностическим значением является повыше-
ние уровня водорода на 20 ppm и выше, а для детей 
до года — более 10 ppm. В норме подъем уровня 
водорода наблюдается на 90–120-й минутах. Повы-
шение концентрации водорода уже через 30 минут 
свидетельствует об активном участии микробиоты 
в переваривании углевода еще до расщепления 
его ферментом, что объясняется наличием большо-
го количества микробов в верхних отделах тонкой 
кишки, т.е. СИБР. 

При СИБР могут наблюдаться следующие вари-
анты кривых концентрации водорода [35]: 

• ранний подъем (через 30 минут), затем некото-
рое снижение (через 60 минут) и новый более 
высокий подъем (через 90–120 минут);
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• ранний подъем (через 30 минут) и дальнейшее 
повышение концентрации водорода при каж-
дом последующем измерении;

• высокий уровень водорода натощак (более 
20 ppm) и дальнейшее его повышение после 
приема лактазной нагрузки.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИСКУССТВЕННОГО 
ИНТЕЛЛЕКТА ДЛЯ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ НА ОСНОВЕ МЕТАГЕНОМНОЙ 
ИНФОРМАЦИИ О КИШЕЧНИКЕ

В настоящее время рассматриваются варианты 
использования возможностей искусственного ин-
теллекта для диагностики состава кишечной ми-
кробиоты. Машинное обучение — это применение 
искусственного интеллекта, которое позволяет вы-
числительным системам автоматически учиться и 
совершенствоваться на основе опыта (обучающая 
когорта) без явного программирования. Благодаря 
современным вычислительным мощностям машин-
ное обучение широко используется для анализа 
микроорганизмов, связанных с началом заболева-
ния, и других клинических признаков. Методы ма-
шинного обучения дали многообещающие резуль-
таты для прогнозирования заболеваний на основе 
метагеномной информации о кишечнике для таких 
болезней, как цирроз печени и синдром раздра-
женного кишечника, но оказались недостаточно 
эффективными при прогнозировании других за-
болеваний [36]. Использование PopPhy-сверточной 
нейронной сети [37] нацелено на повышение точ-
ности классификации наборов данных о циррозе 
печени, диабете 2-го типа и ожирении с использо-
ванием структуры обучения сверточной нейрон-
ной сети [38], где каждый слой использует функцию 
активации экспоненциальной линейной единицы. 
Этот метод использует относительную численность 
микроорганизмов на уровне рода и вида, а также 
филогенетическое дерево, чтобы дать нейронной 
сети возможность исследовать как количествен-
ные характеристики из метагеномных данных, так 
и пространственные отношения из таксономиче-
ского дерева. Новизна этого подхода заключается в 
использовании таксономической относительности 
между микробами и специально разработанного 
алгоритма извлечения признаков [36]. Хочется на-
деяться, что при получении достаточного коли-
чества данных по идентификации новых биомар-
керов искусственный интеллект сможет помочь в 
прогнозировании рисков развития и диагностики 
заболеваний по изменению состава кишечной ми-
кробиоты [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Появление новых быстрых и точных методов 

идентификации микроорганизмов позволяет в ко-

роткие сроки и эффективно определить состав 
кишечной микробиоты и ее возможные наруше-
ния. Тем не менее это не уменьшает актуальность 
использования бактериологического метода, по-
скольку только с его помощью можно определить 
чувствительности условно-патогенных и патоген-
ных микробов к антибиотикам и бактериофагам. 
В  любом случае, расширение спектра возмож-
ностей для диагностики изменений кишечной 
микробиоты способствует как получению более 
достоверной информации о биотопе кишки, так и 
знаний об особенностях нарушений микробиоты 
кишки при различных заболеваниях, а также рас-
ширяются возможности прогнозирования рисков 
развития заболеваний по составу кишечной ми-
кробиоты.
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