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Р.Ш. Гимазетдинова 

БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА МИКРООРГАНИЗМОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ                

У ПОДРОСТКОВ ПРИ СИНДРОМЕ РАЗДРАЖЕННОГО КИШЕЧНИКА С             

ПРЕОБЛАДАНИЕМ ДИАРЕИ  

Башкирский государственный медицинский университет, Уфа, Россия 

Цель. Изучить некоторые биологические свойства условно-патогенных энтеробак-

терий, выделенных при синдроме раздраженного кишечника с преобладанием диареи. 

Материалы и методы. Исследование состава микробиоты кишечника было прове-

дено методом секвенирования ДНК гипервариабельных регионов гена 16S pРНК. Бакте-

риальная ДНК была выделена из 44 образцов фекалий (которые включали 15 образцов из 

группы сравнения, 17 из группы СРК-Д и 12 из группы СРК-З). На биологических моде-

лях мы провели исследования по обнаружению факторов патогенности выделенных энте-

робактерий для определения вероятности их влияния на формирование диарейного симп-

томокомплекса при СРК-Д. Выявление термолабильного LT-энтеротоксина, в супернатан-

те бульонных культур проводился на биологических моделях: «отек лапки» беспородных 

белых мышей. Для определения энтеротоксигенности клинических штаммов и обнаруже-

нию токсинов в клинических образцах, применялась биопроба на мышах-сосунках. Ис-

пользуя данный метод мы изучили способность продуцировать термостабильный  ST-

энтеротоксин у выделенных условно-патогенных энтеробактерий. Для изучения способ-

ности ряда условно патогенных энтеробактерий продуцировать LT/ST-энтеротоксины был 

использован опыт легированной петли тонкого кишечника кролика.  

Результаты. Из 86 штаммов условно-патогенных энтеробактерий 24 клинических 

штамма были способны синтезировать термолабильное токсическое вещество обуславли-

вающий "отек лап". Из 86 штаммов условно-патогенных энтеробактерий при введение су-

пернатантов мышам-сосункам, 42 штамма обусловливали скопление жидкости в просвет 

кишечника. В тестах изолированная петля тонкого кишечника среди штаммов способные 

вызывать секрецию серозного экссудата в просвет кишечника 8, оказались способными 

продуцировать LT- энтеротоксин, а 7 -ST- энтеротоксин.  

Заключение. В нашем исследовании при изучении некоторых биологических 

свойств выделенных условно-патогенных энтеробактерий при СРК-Д были ассоциирова-

ны с факторами патогенности, и их способностью  продуцировать LT, ST – энтеротокси-

ны, которые в свою очередь возможно способствуют формированию диарейного симпто-

мокомплекса определяющий клиническую форму синдрома раздраженного кишечника с 

преобладанием диареи. 

Ключевые слова: синдром раздраженного кишечника, секвенирование ДНК, 16S 

pРНК, энтеротоксины, диарея.  
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BIOLOGICAL PROPERTIES OF MICROORGANISMS ISOLATED IN IRRITABLE 

BOWEL SYNDROME WITH A PREDOMINANCE OF DIARRHEA IN ADOLESCENTS  

Bashkir State Medical University, Ufa, Russia 

Objective. To study some biological properties of opportunistic enterobacteria isolated in 

irritable bowel syndrome with a predominance of diarrhea. 

Materials and methods. The study of the composition of the intestinal microbiota was 
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carried out by DNA sequencing of the hypervariable regions of the 16S rRNA gene. Bacterial 

DNA was isolated from 44 faecal samples (which included 15 samples from the comparison 

group, 17 from the IBS-D group and 12 from the IBS-C group). Using biological models, we 

conducted studies to identify pathogenicity factors of isolated enterobacteria to determine the 

likelihood of their influence on the formation of a diarrheal symptom complex in IBS-D. The 

detection of heat-labile LT-enterotoxin in the supernatant of broth cultures was carried out using 

biological models: “paw edema” of outbred white mice. To determine the enterotoxigenicity of 

clinical strains and to detect toxins in clinical samples, a bioassay was used on suckling mice. 

Using this method, we studied the ability to produce a thermostable ST - enterotoxin in isolated 

opportunistic enterobacteriaceae. To study the ability of a number of opportunistic enterobacteri-

aceae to produce LT / ST enterotoxins, the experiment of a doped loop of the rabbit small intes-

tine was used. 

Results. Of 86 strains of opportunistic enterobacteriaceae, 24 clinical strains were able to 

synthesize a thermolabile toxic substance causing "paw edema". Of 86 strains of opportunistic 

enterobacteriaceae, when supernatants were administered to suckling mice, 42 strains caused the 

accumulation of fluid in the intestinal lumen. In tests, an isolated loop of the small intestine 

among the strains capable of causing the secretion of serous exudate into the intestinal lumen 8 

were able to produce LT-enterotoxin, and 7 -ST-enterotoxin. 

Conclusion. In our study, when studying some biological properties of the isolated oppor-

tunistic Enterobacteriaceae in IBS-D, they were associated with pathogenicity factors, and their 

ability to produce LT, ST - enterotoxins, which in turn possibly contribute to the formation of a 

diarrheal symptom complex determining the clinical form of irritable bowel syndrome with a 

predominance diarrhea. 

Key words: irritable bowel syndrome, DNA sequencing, 16S rRNA, enterotoxins, diar-

rhea. 

     

 

Введение 

Функциональная патология кишечника в большинстве стран мира в по-

следние десятилетия является наиболее распространенной среди больных га-

строэнтерологического профиля. Полагают, что эти расстройства встречают-

ся у 20-30% населения и часто служат поводом для консультации у практиче-

ского врача. В то же время истинная природа этих патологий остается не со-

всем ясной. Синдром раздраженного кишечника (СРК) служит ярким приме-

ром такой патологии. Распространенность СРК в большинстве стран мира 

составляет в среднем 20%, варьируя от 9 до 48% [1-3]. 

Частота выявления СРК среди детей и подростков, предъявляющих жа-

лобы со стороны желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), находится в диапа-

зоне от 14 и до 22% и является недооцененной проблемой детского возраста 

[4]. Микробиота кишечника и ее нарушения стали важными факторами, ко-

торые вовлечены в патофизиологию СРК [5, 6]. 

Значительно расширить понимание роли микробиоты кишечника в 

норме и патологии в последние годы позволило использование современных 
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молекулярных методов, не связанных с культивированием, которые позво-

ляют быстро и точно идентифицировать микроорганизмы в исследуемом ма-

териале [7-11].  

Цель исследования: изучить некоторые биологические свойства услов-

но-патогенных энтеробактерий, выделенных у подростков при синдроме раз-

драженного кишечника с преобладанием диареи. 

Материалы и методы 

Проведены клинические наблюдения и обследования 167 детей в воз-

расте от 10 до 17 лет (79 мальчиков, 88 девочек, средний возраст 12,7±1,6) с 

верифицированным диагнозом синдром раздраженного кишечника на базе 

Республиканской детской клинической больницы (консультативно-

диагностическая поликлиника), г. Уфа.   

В соответствии с Римскими критериями IV, используя Бристольскую 

шкалу типов стула, рандомизация пациентов происходила на группы, с уче-

том клинической форма СРК: 

1. Группа сравнения включала 31 (18,6%) пациента (14 мальчиков, 17 

девочек; средний возраст 10,5±1,6 года), тип стула III-IV по Бристольской 

шкале; 

2. Группа СРК с преобладанием диареи (СРК-Д) включала 57 (34,1%) 

пациентов (28 мальчиков, 29 девочка; средний возраст 10,6±1,6 года), тип 

стула V-VII по Бристольской шкале;  

3. Группа СРК с преобладанием запора (СРК-З) включала 79 (47,3%)  

пациентов (37 мальчик, 42 девочек; средний возраст 11,7±1,6 года), тип стула 

I-II по Бристольской шкале.  

Исследование состава микробиоты кишечника проведено методом се-

квенирования ДНК гипервариабельных регионов гена 16S pРНК. Бактери-

альная ДНК была выделена из 44 образцов фекалий (которые включали 15 

образцов из группы сравнения, 17 из группы СРК-Д и 12 из группы СРК-З). 

На биологических моделях проведены исследования по обнаружению 

факторов патогенности у выделенных энтеробактерий для определения веро-

ятности их влияния на формирование диарейного симптомокомплекса при 

СРК-Д.  

Обнаружение термолабильных токсических субстанций в супернатанте 

бульонных культур проводился на биологических моделях: «отек лапки» 

беспородных белых мышей.  
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Из  группы детей с СРК-Д было выделено в чистой культуре 86 штам-

мов условно-патогенных энтеробактерий, которые были способными давать 

отек лапки мышей до 120 мг.   

С целью выявления природы вещества, обусловливающего «отек лап», 

центрифугат 20 часовой бульонной культуры бактерий прогревали при 560С 

и 850С в течение 45 минут и вводили повторно субплантарно. Прогретый при 

560С центрифугат давал разницу между опытными и контрольными лапками 

в пределах 25-40 мг, прогретый при 85°С – не вызывал отека лапки, что ука-

зывало на термолабильность токсического вещества (LT-энтеротоксин).  

Для определения энтеротоксигенности клинических штаммов и обна-

ружения токсинов в клинических образцах применялась биопроба на мышах-

сосунках. Используя данный метод, мы изучили способность продуцировать 

ST-энтеротоксин у выделенных условно-патогенных энтеробактерий. 

Для изучения способности ряда условно-патогенных энтеробактерий 

продуцировать энтеротоксины был использован опыт легированной петли 

тонкого кишечника кролика. У голодавших кроликов вскрывали брюшную 

полость, путем наложения на тонкую кишку шелковой лигатуры готовили 

легированные сегменты длиной 12 см и в каждый сегмент вводили по 1 мл 

центрифугата исследуемых культур. Затем брюшную полость послойно за-

шивали. На следующий день кроликов умерщвляли воздушной эмболией и 

вскрывали брюшную полость. 

В 15 сегментах, куда вводили центрифугат штаммов, продуцирующие 

LT- и ST-энтеротоксины наблюдали накопление серозного экссудата.  

Для дифференцирования энтеротоксинов, вызвавшие скопление жид-

кости в изолированных сегментах, центрифугат прогревали при 56°С, 85°С, 

100°C в течение 10 минут. При введении нагретого до 56°С центрифугата, у 

штаммов, продуцирующих высокоактивный LT-энтеротоксин, соотношение 

V/L экссудата уменьшалось вдвое (до 0, 8), а гретый при 85°С не вызывал 

накопление жидкости. Прогретый при 100°С в течение 10 минут центрифугат 

штаммов, продуцирующих ST-энтеротоксин, вызывал накопление жидкости 

(V/L=1,1), а энтерогемолизин, гретый при 56°С, инактивировался и не вызы-

вал накопление жидкости в петле тонкого кишечника кролика. 

Результаты и обсуждение 

Обнаружено, что количество различных бактериальных таксонов, 

идентифицированных с помощью выравнивания последовательностей OTЕ 
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областей 16S рРНК V3-4 и V6, различается между образцами от пациентов с 

СРК-Д и из группы сравнения. На уровне нескольких конкретных бактери-

альных групп, от подцарства до рода, имеются значительные различия между 

составом микробиоты кишечника у пациентов с СРК-Д и ГК. Анализ после-

довательности 16S рРНК V3-4 и V6 показал, что неклассифицирован-

ные Enterobacteriaceae (на уровне рода) были значительно выше у пациентов 

с СРК-Д по сравнению с ГК (Табл. 1).  

Таблица 1.  Метагеномный анализ 16S РНК условно-патогенных                    

энтеробактерий при СРК 

Таксоны             

бактерий 

СРК-З СРК-Д ГС P, Х2 тест  

сравнение с ГС 

P, Х2 тест 

сравнение 

групп 

СРК-З и 

СРК-Д 
СРК-З СРК-Д 

Serratia 1% 10% 5% 0,133 0,525 0,016 

Enterobacter 5% 8% 0 0,284 0,107 0,391 

Citrobacter 0 4% 0 - 0,385 0,069 

Klebsiella oxytoca 2% 4% 0 0,564 0,385 0,739 

Esсherichia-

Shigella 

66% 33% 5% 0,0001 0,005 0,001 

Другие роды En-

terobacteriaceae 

8% 21% 0 0,154 0,006 0,022 

Ambiguous_taxa 10% 21% 40% 0,0001 0,038 0,076 

 

Это значительное увеличение также наблюдалось на более высоких 

таксономических уровнях, которые включают неклассифицированные  

Enterobacteriaceae, что указывает на структурный сдвиг в микробиоте паци-

ентов с СРК-Д. Таксономический анализ выявил значительное увеличение 

еще неклассифицированных Enterobacteriaceae  у пациентов с СРК-Д.  Не-

классифицированные энтеробактерии относятся к родам бактерий, входящим 

в семейство Enterobacteriaceae, но об этой группе и их функции пока многое 

не известно.  

В результате плантарного теста выявлено 24 клинических штамма 

условно-патогенных энтеробактерий, которые были способны синтезировать 

термолабильное токсическое вещество, вызывающее "отек лап".  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что клинические 
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штаммы условно-патогенных энтеробактерий способны синтезировать тер-

молабильное токсическое вещество, обусловливающее "отек лап", которое 

является одним из факторов, определяющим их вирулентность, в связи с чем 

плантарный тест может быть использован в качестве биологической модели 

для выявления LT-энтеротоксигенности у ряда условно-патогенных энте-

робактерий.  

Кроме того, было выявлено, что из 86 изученных штаммов условно-

патогенных энтеробактерий при введении супернатантов бульонных культур 

мышам-сосункам 42 изолята обусловливали скопление жидкости в просвете 

кишечника. Таким образом, результаты экспериментов дают основание пола-

гать, что клинические штаммы условно-патогенных энтеробактерий способ-

ны продуцировать ST-энтеротоксины, которые вызывают развитие диарейно-

го симптомокомплекса за счет изменения работы калий натриевого насоса.  

В тесте изолированной петли тонкого кишечника среди штаммов, спо-

собных вызывать секрецию серозного экссудата в просвет кишечника, 8 изо-

лятов оказались способными продуцировать LT-энтеротоксин, а 7 – ST-

энтеротоксин.  

Патоморфологические исследования срезов кишечника после предва-

рительного заражения токсигенными культурами показали, что в слизистой 

оболочке тонкого кишечника наблюдались воспалительные процессы сероз-

но-геморрагического характера с десквамацией энтероцитов и нарушением 

базальной мембраны слизистой оболочки тонкой кишки (рис. 1).  

 

Рис. 1. Изолированная петля тонкого кишечника кролика 

(накопление серозно-геморрагической жидкости). 
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В тканях кишечника, зараженных штаммами, продуцирующими LT-

энтеротоксин, преобладало воспаление с нарушением базальной мембраны и 

образованием язвенно-некротических участков слизистой тонкой кишки и 

десквамацией обрывков некротических детритов в просвет кишки. Мышеч-

ный слой и серозная оболочка кишечника были инфильтрированы лейкоци-

тами, что является проявлением местного перитонита (рис. 2). 

 

Рис. 2. Срез тонкого кишечника кролика (инфильтрация лейкоцитами 

мышечного слоя и серозной оболочки кишечника). 

 

Штаммы, продуцирующие энтерогемолизин, в отличие от других куль-

тур вызывали развитие эрозивно-язвенных изменений слизистой оболочки 

кишки с образованием геморрагического экссудата в просвет кишечника 

(рис. 3).  

 

Рис. 3. Срез тонкого кишечника кролика (серозный экссудат с 

разрушением и десквамацией энтероцитов и образованием 

множественных эрозий без нарушения целостности ба-

зальной мембраны эпителия). 
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В мышечном слое наблюдался очаговый некроз мышечных волокон и 

единичные кровоизлияния. У штаммов энтеробьактерий, продуцирующих 

ST-энтеротоксин, воспалительные процессы проявились в виде серозной экс-

судации с разрушением и десквамацией энтероцитов и образованием множе-

ственных эрозий, но без нарушения целостности базальной мембраны эпите-

лия. Мышечный слой и серозная оболочка были с явлениями небольшого 

полнокровия и отека без воспалительной инфильтрации.  

К ключевым факторам патогенности микроорганизмов относят их спо-

собность продуцировать термостабильные, термолабильные (ST, LT) энтеро-

токсины, в связи с чем данные биологические модели были использованы 

нами при оценке этиологической значимости условно-патогенных энтеробак-

терий, выделенных при СРК-Д.  

Микроорганизмы, обладающие различными факторами патогенности, 

способны вызывать инфекционные процессы различной локализации, а 

штаммы, продуцирующие энтеротоксины и энтерогемолизины, вызывают 

воспаление кишечника с секрецией электролита в его просвет, которое про-

является как диарейный синдром, что может играть важную роль в патогене-

зе СРК-Д.   

Заключение   

При изучении механизмов, связанных с формированием СРК, микро-

биологические подходы имеют большой потенциал [12, 13]. Современные 

достижения в микробиологических технологиях, включая метагеномику, 

позволяют идентифицировать в полном объёме микробное разнообразие ки-

шечной флоры, а также демонстрируют результаты, в которых большое зна-

чение играет взаимодействие микробиоты с хозяином, о чем сообщается в 

большом количестве недавних исследований [14-16]. 

В настоящее время наблюдается значительный прогресс в понимании 

молекулярных механизмов, участвующих в этиологии СРК, опосредованной 

кишечной микробиотой.  

Во многих исследованиях, проводимых в последнее время, показано, 

что дисбактериоз часто наблюдается при различных кишечных расстрой-

ствах, включая СРК [12, 17, 18]. Например, в тонком кишечнике больных 

СРК часто наблюдается синдром избыточного бактериального роста (СИБР) 

в тонком кишечнике, характеризующийся избыточным ростом бактерий тол-

стого кишечника, таких как клебсиеллы (Klebsiella), эшерихии (Escherichia) и 
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энтерококки (Enterococcus) [19, 20]. 

За последние два десятилетия исследования микробиома значительно 

продвинулись вперед благодаря методу метагеномного секвенирования [16, 

21, 22], а их результаты помогают выявлять специфический для СРК дисбиоз 

[18]. Относительно частым наблюдением является то, что микробное разно-

образие в образцах фекалий пациентов с СРК ниже, чем в образцах здоровых 

людей из контрольной группы [12, 23, 24]. Мета-анализ выявил более низкие 

уровни фекальных Lactobacillus и Bifidobacterium, а также более высокие 

уровни Escherichia coli и Enterobacter spp. в образцах фекалий, полученных 

от пациентов с СРК [25]. В систематическом обзоре тип Proteobacteria, се-

мейства Enterobacteriaceae и Lactobacillaceae, а также род  Bacteroides  (тип  

Bacteroidetes) были увеличены у таких пациентов по сравнению с контролем 

[26], тогда как некультивируемые Clostridiales I, а также представители родов 

Faecalibacterium и Bifidobacterium были уменьшены в ассоциации с СРК.   

Бактерии, включая Escherichia coli, Campylobacter  jejuni и Salmonella  

spp., часто идентифицируются как микроорганизмы, вызывающие СРК-Д. 

Предполагается что патогенез СРК-Д связан с воспалением слизистой обо-

лочки слабой степени выраженности с активированными иммунными клет-

ками и повышенной проницаемостью слизистой оболочки после дисфункции 

эпителиального барьера, что предположительно связано с микробным дисби-

озом [27-29].  

В многочисленных исследованиях на биологических моделях подтвер-

ждено влияние микробиоты кишечника на формирование патогенеза СРК 

[17, 28, 30, 31]. 

В нашем исследовании некоторые биологических свойства у выделен-

ных при СРК-Д условно-патогенных энтеробактерий были ассоциированы с 

факторами патогенности, в частности с их способностью  продуцировать LT- 

и ST-энтеротоксины, которые, в свою очередь, очевидно, способствуют фор-

мированию диарейного симптомокомплекса, определяя клиническую форму 

синдрома раздраженного кишечника с преобладанием диареи.   

Несмотря на вышесказанное, на сегодняшний день исследователи всех 

стран мира, занимающиеся проблемой СРК, высказываются о важности 

дальнейших исследований, направленных на изучение кишечной микробио-

ты, что будет способствовать более глубокому пониманию патогенеза этого 

заболевания. 
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