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вЫЯвЛЕниЕ ГЕнов ПАтоГЕнноСти E. COLI, вЫдЕЛЕннЫХ 
При обСЛЕдовАнии нА диСбиоЗ дЕтЕЙ С ХрониЧЕСкиМ 
ГАСтродуодЕнитоМ и коМорбиднЫМи ЗАбоЛЕвАниЯМи
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Резюме.	Цель исследования — оценить частоту встречаемости патогенных E. coli по результа-
там серотипирования и молекулярнобиологического исследования чистых культур, выделенных в 
ходе исследования на дисбиоз у детей с хроническим гастродуоденитом и коморбидными заболе-
ваниями. Обследовано 48 детей в возрасте от 9 до 17 лет. 1) дети с хроническим гастродуоденитом 
без сопутствующих заболеваний– ХГД (22 человека); 2) дети с хроническим гастродуоденитом 
и атопическим дерматитом — ХГД+АтД (19 человек); 3) дети с хроническим гастродуоденитом 
и бронхиальной астмой — ХГД+БА (7 человек). Исследование на дисбиоз проводилось по ОСТ 
91500.11.0004–2003. На первом этапе серотипирование выделенных 48 штаммов E. coli с типич-
ными свойствами выполняли с помощью агглютинирующих эшерихиозных сывороток (Biomed, 
Russia). На втором этапе выделенные штаммы от всех пациентов были исследованы с помощью 
ПЦР. В ходе серотипирования всех выделенных 48 штаммов E. coli с типичными свойствами не 
удалось доказать наличие патогенных. В то же время, при молекулярно-биологическом исследова-
нии из 48 изученных штаммов E. coli 10 изолятов обладали генами патогенности основных пато-
групп: DAEC — 2 штамма, EAgEC — 4, EPEC — 4 штамма, у 1 штамма выявлен ген, кодирующий 
рецептор к гемину. Данные результаты подтверждают необходимость ПЦР-диагностики для адек-
ватной оценки клинических состояний, сопровож дающихся дисбиозами.

Ключевые	слова. Escherichia coli, дисбиоз, серотипирование, ПЦР, гены патогенности, хрониче-
ский гастродуоденит, дети

THE IDENTIFICATION OF GENES FOR THE PATHOGENICITY OF ESCHERICHIA 
COLI FOR CHRONIC GASTRODUODENITIS AND COMORBID DISEASES ACCOMPANIED 
BY DYSBIOSIS IN CHILDREN
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Summary.	The purpose of the study to reveal diarrheagenic E.coli in routine intestinal dysbiosis diagnostics 
in children are under regular medical check-up because of chronic conditions. Material & methods: For the 
purpose of bacteriological diagnostics of intestinal dysbiosis 9–17 years old children were examined with 
standard procedure. Children were subdivided into groups: 1) children with chronic gastroduodenitis	—	
(22 patients); 2) children with atopic dermatitis (AtD) (19 patients); 3) children with bronchial asthma (7 
patients). E.	coli strains with typical properties, which isolated from feces of children in the intestinal 
dysbiosis diagnostics, were examined. Serotyping of E.	 coli strains was done with agglutinating sera 
(Ecolab, Russia). In the second stage, isolated strains from all patients were investigated by PCR. Results. 
In intestinal microbiota of children with chronic gastroduodenitis the changes were significant more 
specifically increase of staphylococci and other conditionally pathogenic microorganisms including 
hemolytic bacteria. In the standard bacteriological dysbiosis diagnostics 48 strains of E.	coli strains were 
isolated in different groups of children who was under regular medical check-up. On the first stage of 
investigation serotyping of typical colonies of E.	coli was done. For advanced study using real-time PCR 
isolated strains were examined. These strains were typified as DAEC (2 strain), EAEC (2 isolates), EPEC 
and ATEC (2 strains). 1 strain was typified as EHEC. Diarrheagenic E.	coli with confirmed virulence 
coding genes were isolated in children with chronic gastroduodenitis (7 isolates) and in children AtD 
(4 isolates). These results confirm the need for PCR diagnosis for an adequate assessment of clinical 
conditions accompanied by dysbiosis.

Keyword. Escherichia coli, dysbiosis, serotyping, PCR, pathogenicity genes, chronic gastroduodenitis, 
children.
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Хронический гастродуоденит у детей со-
провождается нарушением микробиоценоза 
всех биотопов ЖКТ, и в первую очередь — 
кишечника [1, 2]. Морфологическим измене-
ниям кишечного эпителия и формированию 
как функциональной (постинфекционный 
СРК), так и хронической патологии ЖКТ спо-
собствуют перенесенные кишечные инфек-
ции [3–5]. Наиболее типичные изменения ми-
кробиоты при ХГД — переход в доминирую-
щую группу условно-патогенных 
микроорганизмов [6], среди которых особый 
интерес вызывают E. coli.

Эти бактерии представляют собой компо-
ненты нормобиоты человека [7], однако неко-
торые штаммы видов являются патогена-
ми, связанными с кишечными или внекишеч-
ными заболеваниями [8–11]. Возбудителей 
кишечных эшерихиозов в соответствии с Ре-
комендациями ВОЗ называют диареегенными 
(Diarrheagenic E. coli). Они принадлежат к се-
мейству Enterobacteriaceae, роду Escherichia, 
в состав которого входит лишь один вид E. 
coli. [11]. Диареегенные Escherichia coli часто 
встречаются у детей в виде клинически мани-
фестных проявлений инфекционного процес-
са, особенно у детей младшего возраста, или 
носительства, преимущественно у детей стар-
шего возраста [11]. Предыдущие исследова-
ния показали, что патогенез заболеваний свя-
зан с наличием у E. coli кишечных маркеров 
вирулентности [8, 9, 12, 13]. В последние 
годы активно изучаются гены, определяющие 
патогенность микроба [14–16]. Показано, что 
у детей определяется меньшее, чем у взрос-
лых, разнообразие генов патогенности; их на-
копление происходит с возрастом, под влия-
нием различных факторов [16]. Было обнару-
жено, что целый ряд генов патогенности, таких 
как гены, кодирующие фимбриальные адгези-
ны, транспорт железа, протектины или токси-
ны, обнаруживаются не только у патогенных 
микроорганизмов, но также в микрофлоре 
здоровых людей [9, 13, 17–19]. Предполагает-
ся, что эти гены помогают кишечной палочке 
колонизировать кишечник человека и предла-
гается рассматривать их, как приспособитель-
ный фактор, при наличии которого побочным 
эффектом является вирулентность [18–20]. 
В то же время, при снижении резистентности 
организма, даже непатогенные E. coli стано-
вятся патогенами, выходя за пределы своего 
биотопа и вызывая аутоинфекционные и экзо-
интестинальные эшерихиозы [21–26].  
Патогенные свойства E. coli обнаруживали 
при дисбиозах на фоне хронической сомати-
ческой патологии у детей разного возраста 
[27–30].

ЦЕЛЬ
Оценить частоту встречаемости патоген-

ных E. coli по результатам серотипирования 
и молекулярнобиологического исследования 
чистых культур, выделенных в ходе иссле-
дования на дисбиоз у детей с хроническим 
гастродуоденитом и коморбидными заболе-
ваниями.

МАтЕриАЛЫ и МЕтодЫ
Обследовано 48 детей в возрасте от 9 до 17 

лет. У всех пациентов морфологическим ме-
тодом был верифицирован диагноз хрониче-
ский гастродуоденит. В зависимости от нали-
чия коморбидной патологии, пациенты были 
разделены на группы: 
• дети с хроническим гастродуоденитом без 

сопутствующих заболеваний — ХГД (22 
человека); 

• дети с хроническим гастродуоденитом 
и атопическим дерматитом — ХГД+АтД 
(19 человек); 

• дети с хроническим гастродуоденитом 
и бронхиальной астмой — ХГД+БА (7 че-
ловек).
Исследование на дисбиоз проводилось по 

ОСТ 91500.11.0004–2003. На первом этапе 
серотипирование выделенных 48 штаммов E. 
coli с типичными свойствами выполняли 
с помощью агглютинирующих эшерихиоз-
ных сывороток (Biomed, Russia). На втором 
этапе выделенные штаммы от всех пациен-
тов были исследованы с помощью ПЦР. Бак-
териальную ДНК выделяли из суточной 
культуры E. coli с использованием комплекта 
реагентов «Рибо-преп» (ФГУН ЦНИИЭ Рос-
потребнадзора, Россия). Выявляли специфи-
ческие геномные последовательности EPEC, 
STEC, EAgEC, ETEC, NFEC, DAEC, EIEC 
и рецепторов к гемину методом ПЦР-РВ 
с использованием праймеров и реагентов, 
изготовленных компанией BioBeagle 
(Санкт-Петербург, Россия), и анализатора 
CFX 96 (BioRad, США).

Результаты обработаны методами параме-
трической и непараметрической статистики 
с помощью программ: SPSS 20 версии для 
статистического анализа и MS Office Excel 
2007.

рЕЗуЛЬтАтЫ и иХ обСуждЕниЕ
Наиболее выраженные дисбиотические со-

стояния отмечались преимущественно у де-
тей с ХГД, только у которых выявлялись гемо-
литические эшерихии (ХГД — 8%; 
ХГД+АтД — 0% и ХГД+БА — 0%; р>0,05), 
условно-патогенные энтеробактерии и стафи-
лококки; однако различия между группами не 
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были статистически значимыми. В ходе серо-
типирования всех выделенных 48 штаммов E. 
coli с типичными свойствами не удалось дока-
зать наличие патогенных. В то же время, при 
молекулярно-биологическом исследовании из 
48 изученных штаммов E. coli 10 изолятов об-
ладали генами патогенности основных пато-
групп: DAEC — 2 штамма, EAgEC — 4, 
EPEC — 4 штамма. Кроме того у 1 штамма 
выявлен ген, кодирующий рецептор к гемину. 
Результаты представлены в таблице 1.

Таким образом, только методом ПЦР уда-
лось выявить 11 патогенных штаммов E. coli 
(23,9% от числа исследованных), некоторые 
штаммы содержали несколько генов патоген-
ности. Данные результаты подтверждают не-
обходимость ПЦР-диагностики для адекват-
ной оценки клинических состояний, сопрово-
ждающихся дисбиозами [28–30]. E. coli 
с указанными генами были выделены у детей 
из группы с ХГД (6 штаммов) и 5 — из груп-
пы детей с АтД (см таблицу 2). У детей с ХГД 
и сопутствующей БА не выявлено штаммов, 
имеющих гены патогенности. 

Известно, что для пациентов с бронхиаль-
ной астмой характерно снижение бактериаль-
ного разнообразия и титра кишечных бакте-
рий [31], формирующееся в раннем детстве 
и способствующее нарушению иммунного 
ответа при БА. Учитывая отсутствие стати-
стически значимых различий между группа-
ми с различной нозологией, считаем, что тре-
буются дальнейшие изучения для подтвержде-
ния тезиса нозоспецифичности микробиоты 
при различных заболеваниях [32].

ЗАкЛюЧЕниЕ
Детекция генов факторов патогенности 

эшерихий в том или ином формате должна 
быть внедрена в рутинные исследования для 
оценки этиологической значимости послед-
них даже в тех случаях, когда мы имеем дело 
с нетипируемыми эшерихиями, но при этом 
практика клинициста указывает на вероят-
ностную роль микроорганизмов в манифеста-

Таблица 1 
Выявленные	методом	ПЦР	гены	патогенности	E. coli при	дисбиозе	у	детей

Ген Праймер Выявлено, 
штаммов

eaeА eae5’- CACACGAATAAACTGACTAAAATG-3’ eae5’- AAAAACGCTGACCCGCACCTAAAT-3’ 1
bfpА bfp f- 5’- TTCTTGGTGCTTGCGTGTCTTTT-3’ bfp r’-5’- TTTTGTTTGTTGTATCTTTGTAA-3’ 4
east1 East1F-5’- CCATCAACACAGTATATCCGA-3’ East1R- 5’- GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT-3’ 4
aggA aggA -5’- AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC -3’ aggA5’ ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC-3’ 1
chuA chuA-F:TATGATGGTCAGCGTTATCGAC chuA-R: CATAGCCAGGTTGTTTGCTGTA 1
afa afa f- 5’- CAGCAAACTGATAACTCTC-3’ afa r-5’- CAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG-3’ 2

Таблица 2
Выявленные	патовары	и	гены	патогенности	E. 

coli у	детей	с	хроническим	гастродуоденитом	
и	коморбидной	патологией	

Патовар Ген

Диагноз/число 
наблюдений

ХГД 
(22)

АтД 
(19)

БА 
(7)

Степень дисбиоза  2,3  1,2,3 2,3 

EAEC (ЭАКП) — 
энтероагрегативные 
КП, обладающие 
способностью вы-
зывать заболевание, 
как правило, у лиц 
с ослабленной 
сопротивляемостью 
к инфекции 

agg отвечает за 
прикрепление 
фимбрий I 
типа к клеткам

2 1 0

East кодирует 
продукцию 
термостабиль-
ного энтеро-
токсина

0 1 0

DAEC(ДАКП) — 
диффузно-адге-
зивные кишечные 
палочки, характе-
ризующиеся нали-
чием гена afa 

аfa кодирует 
продукцию 
афимбриаль-
ных адгезинов

2 0 0

EPEC(ЭПКП)  — 
энтеропатогенные 
кишечные палочки 
и ATEC

bfpА кодирует 
пили А, кото-
рые участвуют 
в прикрепле-
нии бактерий 
к энтероцитам

2 1 0

EHEC(ЭГКП)  — 
энтерогеморраги-
ческие кишечные 
палочки, вызываю-
щие заболевания, 
похожие на дизен-
терию Григорье-
ва-Шига 

0 1 0

Эшерихии, 
выделенные от 
пациентов с болез-
нью Крона-AIEC 
(Adherent-Invasive 
E. coli) 

chuA ген, коди-
рующий про-
дукцию белка, 
участвующего 
в транспорти-
ровке гема у E. 
coli O157: H7 

1 0 0
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ции некоторых заболеваний. Наш опыт гово-
рит о необходимости более тесного сотрудни-
чества микробиологов и клиницистов в 
разработке алгоритмов диагностики ОКИ 
и разработке новых подходов к изучению ми-
кробиоты кишечника.
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