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С помощью ПЦР исследовали 316 штаммов разных типов E. coli (с нормальной ферментативной активностью, 
со слабой ферментативной активностью, гемолитической активностью), выделенных у здоровых детей 
и детей с функциональными нарушениями желудочно-кишечного тракта, на наличие генов патогенности. 
Проведенные исследования показали, что штаммы Escherichia coli обладают патогенным потенциалом, о 
чем свидетельствует наличие у них генетических маркеров патогенности. 
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Using polymerase chain reaction 316 strains of E. coli (strains with normal enzymatic activity, strains with weak enzymatic 
activity and strains with hemolytic activity) were examined for the presence of pathogenicity genes. They were isolated from 
healthy children and children with functional disorders of the gastro-intestinal tract. The studies have shown that strains 
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Микробиоценозы различных полостей макроор-
ганизма остаются одной из недостаточно изученных 
экологических систем. Наиболее сложным микробио-
мом является кишечная кооперация, представленная 
различными популяциями микроорганизмов, выпол-
няющая и регулирующая многочисленные функции 
по поддержанию гомеостаза [2, 6]. 

В настоящее время одним из актуальных на-
правлений экологических исследований является 
изучение видовой структуры сообществ симбио-
тических микроорганизмов и закономерностей ее 
организации [4]. Escherichia coli – синантропные 
микроорганизмы желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) человека. Они находятся в эпителиальной 
слизи, выстилающей кишечник, и, как правило, 
состоят в симбиотических отношениях с хозяином. 
Однако высокая пластичность генома этого вида 
бактерий дает огромный потенциал для развития и 
появления штаммов патогенных микроорганизмов 
из комменсальных штаммов [17]. К появлению новых 
вариантов E. coli ведет обмен разных типов бактерий 
между собой и с другими представителями семейства 
Enterobacteriaceae мобильными генетическими 
элементами [9]. Большое разнообразие факторов 

вирулентности привело к определению различных 
патогенных групп, которые обладают различным 
физиопаталогическим поведением. Патогенные 
изоляты E.  coli являются основной причиной бак-
териальных диарей во всем мире [17], они обла-
дают генами, кодирующими различные факторы 
вирулентности, которые часто иммобилизуются 
на мобильных генетических элементах, такие как 
бактериофаги, плазмиды, и «острова» («островки») 
патогенности [15, 18, 20, 22]. 

В связи с этим, целью исследования являлось 
определение некоторых детерминант патогенности 
в геноме Escherichia coli с разной фенотипической 
активностью. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На дисбиоз кишечника было обследовано 225 
детей в возрасте от рождения до 15 лет с функцио-
нальными нарушениями (ФН) ЖКТ (абдоминальный 
синдром, расстройства дефекации, расстройства би-
лиарного тракта, функциональные запоры, колики в 
течение не менее 12 недель за последние 12 месяцев). 
В группу сравнения входили здоровые дети анало-
гичного возраста (100 чел.). Факторами исключения 
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из исследования были хронические заболевания, 
в том числе желудочно-кишечного тракта, прием 
антибактериальных и пробиотических препаратов 
за 3 месяца до обследования. Исследование одобре-
но комитетом по биомедицинской этике ФГБУ «НЦ 
ПЗСРЧ» СО РАМН и выполнено с информированного 
согласия пациентов. 

Определение количественного и качественного 
состава кишечной микрофлоры проводили по стан-
дартам диагностики, рекомендованным для бакте-
риологических лабораторий [5, 12, 13, 14]. Для иссле-
дования были выделены разные типы E. coli как от 
здоровых детей, так и от детей с ФН ЖКТ, с нормальной 
ферментативной активностью (соответственно 20 и 
202 аутоштаммов), со слабой ферментативной актив-
ностью (10 и 60 аутоштаммов) и с гемолитической 
активностью (24 аутоштамма – от детей с ФН ЖКТ). 
По культурально-ферментативным свойствам и анти-
генным характеристикам исследуемые штаммы E. coli 
являлись типичными представителями индигенной 
микрофлоры рода Escherichia. 

Выделение бактериальной ДНК, амплификацию, 
электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов 
осуществляли по ранее описанным методикам [7, 8, 
10]. Для исследования одного образца использовали 
15  мкл реакционной смеси: 5-x РСR-буфер – 3  мкл; 
MgSO4 – 1,5 мкл; dNTP – 0,3 мкл; олигонуклеотидные 
праймеры – по 1 мкл; Tag-полимераза – 0,05 мкл; де-
ионизированная вода – 7,2 мкл; 2 мкл тотальной ДНК 
исследуемого микроорганизма. В работе использова-
ли праймеры к ряду генов, обнаруженных в составе 
«островов» патогенности E.  coli, контролирующих 
способность к адгезии (bfp – (F1) 5’-AATGGTGCTTGC-
GCTTGCTGC-3’, (R1) – 5’-GCCGCTTTATCCAACCTGGTA-3’; 
eae – (F2) 5’- GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG-3’, (R2) – 
5’-GGCGCTCATCATAGTCTTTC-3’) [16, 19]; способность 
к инвазии (ipaH – (F3) 5’-GCTGGAAAAACTCAGTGCCT-3’, 
(R3) – 5’-CCAGTCCGTAAATTCATTCT-3’) [23]; синтез 
энтеротоксинов (eltA – (F4) 5’-GGCGACAGATTATAC-
CGTGC-3’, (R4) – 5’-CCGAATTCTGTTATATATGTC-3’) [21]. 
Праймеры синтезированы в НПФ «Литех» (г. Москва). 
Электрофореграмма тестирования изолятов E.  coli 
на наличие исследуемых генов патогенности пред-
ставлена на рисунке 1.

Рис. 1.  Электрофореграмма сравнительной интерпретации 
размерностей ДНК-фрагментов генов патогенности 
E. coli со специфическими праймерами, полученны-
ми в результате ПЦР-анализа: а – bfp (326 п. н. о.); 
б – eae (775 п. н. о.); в – ipaH (424 п. н. о.); г – eltA 
(696 п. н. о.); д – маркера (М) молекулярного веса 
100 п. н. о. (100–3000 п. н. о.)

Статистическая обработка данных произведена 
при помощи прикладных программ «MS Excel for 
Windows» методом вариационной статистики с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента при критиче-
ском значении уровня значимости p < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования позволили выявить 
у индигенных изолятов E. coli наличие фрагментов 
ДНК, специфичных генам патогенности, характерных 
для диареегенных форм E.  coli (табл.  1). В первую 
очередь, было проведено исследование наличия 
маркеров патогенности, обеспечивающих адгезию 
микроорганизмов на эпителии кишечника (ген bfp 
– контролирующий способность к формированию 
связывания пилей, ген eae – синтез бактериального 
адгезинa интимина). 

Выявлено, что у исследуемых микроорганизмов, 
выделенных от здоровых детей и детей с ФН ЖКТ, 
чаще отмечались маркеры гена, отвечающего за 
способность к формированию связывания пилей (bfp). 
Наличие данного ампликона у кишечных палочек с 
нормальной ферментативной активностью (от детей 
с ФН) составляла 92,1  %. Частота встречаемости 
генетических детерминант гена eae оказалась 
значительно ниже и составляла 1,0  % (p  <  0,05). 
Редко встречаемым геном являлся и ген eltA – 0,5 %. 
Ампликоны, специфичные ipaH гену отсутствовали. В 
группе сравнения ген bfp выявлялся в 100,0 % случаев, 
гены eae, ipaH и eltA в геноме данных микроорганиз-
мов не выявлялись. Как правило, изучаемые гены 
патогенности чаще определялись на фоне высокой 
популяционной плотности эшерихий (107–108 КОЕ/г), 
на 2–3 порядка превышающих зарегистрированную 
нами их низкую концентрацию (ОСТ, 2003).

В группе слабоферментативных E.  coli доля 
генетических детерминант bfp была несколько ниже 
по сравнению с типичными эшерихиями и составляла 
86,6 %. В данной фенотипической группе микроорга-
низмов впервые из всех вариантов выявлялись ге-
нетические детерминанты ipaH гена в 5,0 % случаев. 
При использовании праймеров, амплифицирующих 
фрагменты eae и eltA генов, положительные резуль-
таты не были получены. В группе сравнения в гено-
ме E.  coli со слабой ферментативной активностью 
присутствовал лишь ген bfp во всех выделенных 
изолятах (100,0 %), другие изучаемые генетические 
детерминанты патогенности не выявлялись. 

В группе гемолитических E. coli, вегетирующих 
только в кишечном биотопе детей с ФН, преобла-
дали изоляты с наличием bfp гена (91,6  %). Гены 
eae, eltA выявлялись в геноме микроорганизмов 
данной фенотипической группы бактерий с равной 
частотой – по 4,2 %. Ампликоны, специфичные ipaH 
гену отсутствовали, как и у типичных вариантов 
E. coli [11]. 

Из всех изученных генов, детерминирующих 
патогенность, одиночные гены выявлялись в геноме 
E. coli в 89,2 % случаев, при этом в превалирующем 
большинстве изолятов обнаружен ген bfp (88,8 %), 
реже встречаемым геном являлся ген eae (0,4  %). 
Двухкомпонентные ассоциации (сочетания) генов 
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регистрировались в 2,5 % случаев. Главным ассоци-
антом которых являлся ген bfp, он регистрировался 
в сочетании как с геном ipaH (1,1 %), так и с генами 
eae (0,7 % ) и eltA (0,7 %). 

Среди изолятов E.  coli с нормальной фермента-
тивной активностью и гемолитической активностью 
выявлялись следующие варианты ассоциаций генов 
патогенности: bfp + eae (0,5 % и 4,2 % соответственно), 
bfp + eltA (0,5 % и 4,2 % соответственно) (рис. 2, 4). 
Микроэкологический статус при этом характеризо-
вался дефицитом бифидобактерий (в 25,0 % случаев), 
наличием Enterococcus spp. (75,0  %) и вегетацией 
условно-патогенных микроорганизмов – Klebsiella 
spp. (100,0 %), Clostridium spp. (75,0 %) и Staphylococcus 
aureus (25,0 %).

Среди слабоферментативных форм E.  coli в 
ДНК этого микроорганизма выявлялось лишь одно 
сочетание гена bfp с ipaH (5,0 %) (рис. 3). При этом 
у каждого третьего ребенка был выявлен дефицит 
бифидобактерий, наличие Clostridium spp. и Candida 
spp. Спектр микроорганизмов в кишечнике данных 
детей также характеризовался значительной ча-
стотой вегетации представителей рода Enterococcus 
(66,6 %). У каждого ребенка (100,0 %) регистрирова-
лись представители родов Klebsiella и Staphylococcus 
(S. aureus). В группе сравнения гены патогенности в 
ассоциациях не регистрировались.

В связи с нечеткой определенностью различий 
по выявляемости генов патогенности в сравнивае-
мых группах было решено провести сравнительную 
оценку данных в зависимости от микроэкологической 
характеристики кишечного биотопа. 
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Рис. 2.  Распределение генов патогенности и их ассоциаций 
у изолятов E.  coli с нормальной ферментативной 
активностью.
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Рис. 3.  Распределение генов патогенности и их ассоциаций 
у изолятов E.  coli со слабой ферментативной 
активностью.
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Рис. 4.  Распределение генов патогенности и их ассоциаций 
у изолятов E. coli с гемолитической активностью.

В результате данного анализа было отмечено, 
что при эубиозе и в условиях нарушения микроэко-
логического равновесия в кишечном биоценозе (де-
фицит лакто- и бифидобактерий, вегетация условно-
патогенной биоты) гены патогенности выявлялись 
в геноме E.  coli по-разному (см. рис.  5). Так, при 
микроэкологической норме выявляемость bfp была 
в 2 раза ниже, чем при дефиците индигенной биоты 
и почти в 6 раз ниже, чем при вегетации условно-
патогенной микробиоты (p  <  0,05). Регистрация 
гена патогенности eae определялась только на фоне 
микроэкологического дисбаланса. Положительный 
сигнал при детекции генов патогенности, кодиру-
ющих способность к токсинообразованию (eltA) и 

Таблица 1
Частота выявления генетических детерминант патогенности у индигенных аутоштаммов E. coli

Исследуемые изоляты 
Наличие генетических детерминант (%) 

bfp eae ipaH eltA 

E. coli с нормальной ферментативной активностью 92,1 1,0 0 0,5 

E. coli со слабой ферментативной активностью 86,6 0 5,0 0 

E. coli с гемолитической активностью 91,6 4,2 0 4,2 
 



ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2014, ¹ 5 (99)

92	 								              Геномика и протеомика

к инвазии (ipaH), был получен только в условиях 
дефицита индигенной микрофлоры с одновремен-
ным присутствием в биотопе условно-патогенной 
(рис. 5). 

 

11,5

23,4

65,1

50

50
100
100

0 20 40 60 80 100

эу
би

оз

де
ф
иц

ит
 

ин
ди

ге
нн

ой
 

би
от
ы

ве
ге
та
ци

я 
УП

М

eltA ipaH eae bfp

Рис. 5.  Частота детекции генов патогенности в зависимости 
от микроэкологического состояния кишечной 
биоты, %.

Частота встречаемости генов патогенности также 
анализировалась в зависимости от возраста детей. 
Так, наличие гена, отвечающего за формирование 
связывания пилей, у детей с ФН ЖКТ как первого 
года жизни, так и в старшей возрастной группе ре-
гистрировалось с высокой частотой – 90,6 и 94,3 % 
соответственно. Ген eae, контролирующий синтез ин-
тимина, встречался редко (2,4 %), и при этом только 
у детей до года. Частота встречаемости искомых ам-
пликонов в геноме кишечных палочек, выделенных 
от детей младшей и старшей возрастных групп, при 
использовании праймеров к ipaH и eltA была низкой и 
составляла: 2,4 % и 0,7 %, 1,2 % и 0,7 % соответственно 
по группам (табл. 2).

Таблица 2
Частота детекции генов патогенности у детей 

различных возрастных групп (%)

Группы детей 
Гены патогенности, % 

bfp eae ipaH eltA 

Дети до года (85 чел.) 90,6 2,4 2,4 1,2 

Дети старше года (140 чел.) 94,3 0 0,7 0,7 

Таким образом, результаты продемонстрировали 
высокую частоту присутствия гена bfp в популяциях 
различных биохимических вариантов, в том числе 
E. coli с нормальной ферментативной активностью, 
что свидетельствует об эффективных процессах 
адгезии E. coli к эпителию кишечника. Что, с одной 
стороны, дает ей огромные преимущества в конку-
рентной борьбе с условно-патогенной микробиотой 
за сайты адгезии и занятием экологической ниши, а, 
с другой стороны, дает возможность типичной E. coli 
сохранять в кишечнике физиологически высокую 
популяционную плотность, осуществляя выполнение 

полезных для хозяина функций (синтез витаминов 
и аминокислот, поддержание колонизационной ре-
зистентности кишечника, обеспечение антигенной 
стимуляции местного иммунитета и др.). Это под-
тверждают данные о высоком уровне детекции гена 
bfp в геноме кишечных палочек в группе здоровых 
детей. Эти данные свидетельствуют о становлении 
микроэкологического гомеостаза кишечного биоце-
ноза у детей, приближающихся к 4-летнему возрасту, 
когда один из главных компонентов индигенной 
микробиоты (нормальная кишечная палочка) полу-
чил селективное преимущество за счет экспрессии 
генов, способствующих колонизации слизистой 
кишечника. Высокая частота присутствия гена bfp 
в геномах атипичных E.  coli является фактом не-
желательным, т.к. наличие данных микроорганиз-
мов наряду с дефицитом бифидо- и лактобактерий 
свидетельствует о начинающихся дисбиотических 
нарушениях, и при наличии данного гена возможно 
усугубление процесса. 

Сочетания генов bfp и eltA в геноме типичных и 
гемолитических кишечных палочек, свидетельству-
ет об усилении вирулентности бактерий, обеспечи-
вающих как прикрепление к клеткам кишечного 
эпителия, так и последующее эффективное воздей-
ствие выделяемого ими токсина. Ассоциации гена 
bfp и ipaH в ДНК слабоферментативных фенотипов 
E. coli дает возможность данным микроорганизмам 
прикрепляться к эпителиоцитам, проникать в них 
и размножаться, данные способности характерны 
только вирулентным изолятам, которые контро-
лируются инвазивной активностью этих бактерии. 

По нашим данным, при микроэкологических 
нарушениях в кишечном микробиоценозе частота 
встречаемости генов патогенности выше, нежели 
при эубиозе. Данные штаммы имели селективное 
преимущество в условиях дефицита бифидобактерий, 
т.е. в условиях сниженной популяционной антагони-
стической активности бифидобактерий. Вероятно, 
это связано с особенностями изучаемого биотопа 
детей с ФН ЖКТ. 

Возрастной группой риска по наличию детерми-
нант патогенности в геноме E. coli была возрастная 
группа детей до года. Дети первого года жизни наи-
более уязвимы в связи с незрелостью иммунной 
системы и процессами формирования относительно 
стабильного микробиоценоза, в результате чего 
происходит последовательная смена на опреде-
ленном участке среды обитания одних сообществ 
организмов другими (сукцессия) [1, 3]. При этом в 
определенный период жизни кишечник ребенка 
могут колонизировать условно-патогенные микро-
организмы, которые могут стать причиной развития 
дисбактериозов и различных осложнений, связанных 
с ним [1]. 

Таким образом, накопленные данные свидетель-
ствуют о необходимости углубленного изучения 
внутривидового разнообразия E.  coli, определения 
факторов патогенности или их генетических де-
терминант наряду с серологическим типированием 
для окончательной идентификации эшерихий как 
возбудителей различных заболеваний. 
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