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ДЕТИ РАННЕГО ВОЗРАСТА С ДИСБИОЗОМ КИШЕЧНИКА КАК НОСИТЕЛИ 
ЭНТЕРОАГГРЕГАТИВНЫХ ESCHERICHIA COLI

НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, Санкт-Петербург

Цель. Изучение распространенности диареегенных Е.соНэнтероаггрегативной группы 
у детей с дисбиозом кишечника. Материалы и методы. Методом ПЦР были изучены фак
торы вирулентности у 511 штаммов Е. coli, выделенных при бактериологическом иссле
довании проб фекалий 393 детей в возрасте до 2 лет. Чувствительность к антибиотикам 
определяли диско-диффузионным методом, интерпретация результатов — согласно кли
ническим рекомендациям «Определение чувствительности микроорганизмов к анти
микробным препаратам» 2015 г. Результаты. Идентифицированы 23 штамма энтероаггре- 
гативных E.coli (EAggEC). Все штаммы содержали ген aaf, кодирующий аггрега- 
тивно-адгезивные фимбрии и четыре других гена (aggR, ast, аар, aatA) в различных 
комбинациях, кодирующие факторы вирулентности EAggEC. 19 штаммов (87%) были 
нечувствительны к антимикробным препаратам. Резистентность к цефалоспоринам рас
ширенного спектра была обусловлена продукцией бета-лактамазой расширенного спектра 
(БЛРС) генетического семейства СТХ-М и цефалоспориназой А тр С . Заключение. 
Результаты исследования показали, что 6 % детей с дисбиозами кишечника являются 
носителями EAggEC, что свидетельствует о необходимости детекции штаммов EAggEC 
— новой группы диареегенных Е. coli не только у пациентов с диарейным синдромом, но 
и при дисбиозе кишечника.

Журн. микробиол., 2017, № 4, С. 54—58

Ключевые слова: энтероаггрегативные Escherichia coli (EAggEC), факторы вирулентности, 
резистентность к антимикробным препаратам, дети
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YOUNG AGE CHILDREN WITH INTESTINE DYSBIOSIS AS CARRIERS OF EN- 
TEROAGGREGATIVE ESCHERICHIA COLI

Pasteur St. Petersburg Research Institute o f Epidemiology and Microbiology, Russia

Aim. Study the prevalence o f diarrhea-genic E. coli o f the enteroaggregative group in children 
with intestine dysbiosis. Materials and methods. PCR method was used to study virulence factors 
in 511 strains of E. coli isolated during bacteriologic study of feces samples from 393 children aged
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less than 2 years. Sensitivity to antibiotics was determined by disc-diffusion method, results inter
pretation — according to clinical recommendations Determination of sensitivity of microorganisms 
to antimicrobial preparations, 2015. Results. 23 enteroaggregative E. coli strains were identified 
(EAggEC). All the strains had aaf gene coding aggregative-adhesion fimbriae and 4 other genes 
(aggR, ast, aap, aatA) in various combinations coding virulence factors EAggEC. 19 strains (87%) 
were not sensitive to antimicrobial preparations. Resistance to extended spectrum cephalosporins 
was determined by the production of extended spectrum beta-lactamase (ESBL) of CTX-M ge
netic family and AmpC cephalosporinase. Conclusion. Results of the study have shown that 6% of 
children with intestine dysbiosis are EAggEC carriers, that gives evidence on the necessity of de
tection of EAggEC strains — a novel group o f diarrhea-genic E. coli not only in patients with di
arrhea syndrome, but also using intestine dysbiosis.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 4, R 54—58

Keywords: entero-aggregative Escherichia coli (EAggEC), virulence factors, resistance to antimi
crobial preparations, children

В В Е Д Е Н И Е
Известно, что патогенные для человека штаммы Е. coli отличаются от 

типичных представителей нормальной микробиоты кишечника наличием 
генов вирулентности, которые определяют особенности патогенеза и клини
ческих проявлений эшерихиозов. В настоящее время установлено, что Е. coli 
— возбудители острых кишечных инфекций (ОКИ) подразделяются на шесть 
групп [7]. Представители каждой группы различаются по ключевым механиз
мам патогенеза и наличию специфических факторов вирулентности, делающих 
возможной их реализацию: энтеропатогенные (ЕРЕС), энтероинвазивные 
(EIEC), энтеротоксигенные (ЕТЕС), энтерогеморрагические (ЕНЕС), энте- 
роаггрегативные (EAggEC), диффузно- адгерентные (DAEC).

Энтероаггрегативные E.coli (EAggEC) как возбудители диарейных заболе
ваний являются новой, мало изученной группой диареегенных E.coli (DEC), 
способные вызывать персистирующие диареи, продолжающиеся более 14 дней. 
С середины 80-х годов эти возбудители выделены в отдельную группу в преде
лах DEC [6,7,8]. Эпидемиологические исследования, проведенные во многих 
странах, свидетельствуют о том, что EAggEC являются возбудителями спора
дических случаев ОКИ и групповых вспышек среди детей и взрослых. В круп
ных вспышках диарейных заболеваний, обусловленных EAggEC, нередко 
факторами передачи являются контаминированные пищевые продукты и во
да. EAggEC часто становятся причиной ОКИ туристов, посещающих разви
вающиеся страны, детей и ВИЧ-инфицированных лиц, проживающих в раз
вивающихся и развитых регионах мира [5,6]; [JunYatsuyanagiet al., 2002; Koichi 
Tokuda et al., 2010; Thiago Azevedo Feitosa Ferro et al., 2012]. Обусловленные 
ими заболевания характеризовались легким, но длительным течением, что 
связано с выраженной адгезией и колонизацией эпителиальных клеток сли
зистой оболочки тонкого кишечника у лиц с ослабленным иммунитетом 
[Koichi Tokuda et al., 2010]. Популяция штаммов EAggEC, выделенных в стра
нах, где налажена их идентификация, характеризовалась широким набором 
маркеров вирулентности и резистентности к антимикробным препаратам 
(АМП). Показано, что штаммы EAggEC содержат больше маркеров резистент
ности к АМП, по сравнению с другими DEC [4]. Значимость EAggEC в этио
логии ОКИ у детей в нашей стране продемонстрирована в нескольких работах: 
в Москве и Санкт-Петербурге применение ПЦР-диагностики показало, что 
у госпитализированных пациентов около 30% ОКИ эшерихиозной этиологии 
были обусловлены EAggEC, при этом классическое бактериологическое ис
следование показало отрицательный результат [ 1, 3]. Получена достоверная
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информация о распространенности DEC, включая EAggEC, при других за
болеваниях желудочно-кишечного тракта, в частности, при дисбиотических 
состояниях [2]. В связи с вышеизложенным, целью настоящего исследования 
явилось изучение распространенности диареегенных E.coli энтероаггрегатив- 
ной группы у детей с дисбиозом кишечника.
М А Т Е Р И А Л Ы  И М Е Т О Д Ы

Проведено бактериологическое исследование проб фекалий 393 детей в 
возрасте до двух лет согласно отраслевому стандарту 91500.11.0004-2003 
«Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника». Выделение и иден
тификацию штаммов Е. coli проводили общепринятыми методами. Для даль
нейшего изучения методом случайной выборки были отобраны 511 штаммов. 
Принадлежность к патогруппам DEC определяли набором реагентов 
«АмплиСенс® Эшерихиозы-FL» (ЦНИИ эпидемиологии) методом ПЦР в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ) с использованием амплификатора CFX 
96™ Real-Time System (Bio-Rad, США). Выявление генов вирулентности 
EAggEC (aaf, aggR, pet, ast, aap, aatA) и генов, кодирующих продукцию бета- 
лактамаз, проводили, используя специфические олигонуклеотидные прайме
ры (ЗАО «Евроген», Москва), в ПЦР в мультиплексном формате с последую
щей электрофоретической детекцией [4]; [Koichi Tokuda et al., 2010]. ДНК 
выделяли в соответствии с методическими указаниями МУ 1.3.2569-09 
«Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации 
нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы 
I — IV групп патогенности». Чувствительность к АМП: аминопенициллинам, 
цефалоспоринам расширенного спектра (ЦРС), карбапенемам, аминоглико- 
зидам, хинолонам, ко-тримоксазолу, хлорамфениколу, тетрациклину опреде
ляли диско-диффузионным методом. Интерпретацию результатов проводили 
согласно клиническим рекомендациям «Определение чувствительности ми
кроорганизмов к антимикробным препаратам» 2015 г.
Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И О Б С У Ж Д Е Н И Е

При бактериологическом исследовании фекалий 393 детей в возрасте до 2 
лет с диагнозом «дисбиоз кишечника» штаммы Е. coli с типичными свойства
ми (подвижные, лактозоположительные) обнаруживали в 77% проб. Из каж
дой пробы были отобраны по 1 — 2 колонии (всего 511) для детекции факторов 
вирулентности DEC. У 40 (10,2%) детей в геномах штаммов методом ПЦР-РВ 
с использованием набора реагентов «АмплиСенс® Эшерихиозы-FL» иденти
фицированы гены вирулентности, характерные для DEC (ЕРЕС — 3,0%; 
EAggEC — 5,9%; DAEC — 1,3%). Гены вирулентности ЕТЕС, EIEC и ЕНЕС не 
были обнаружены. Детальному изучению были подвергнуты 23 штамма Е. 
coli, идентифицированные как EAggEC, присутствующие в фекалиях детей в 
значительном количестве от 105 до 109 КОЕ/г. Идентифицировать серологи
ческую группу выделенных EAggEC отечественным набором диагностических 
OK-сывороток не удалось, так как штаммы не агглютинировались в ОК- 
сыворотках в реакции агглютинации, развернутой и на стекле. Штаммы имели 
различия по ферментации лактозы и сахарозы, подвижности и гемолитической 
активности. Более 90% были подвижные с типичными ферментативными 
свойствами.

Используя специфические олигонуклеотидные праймеры в мультиплекс
ном формате ПЦР с последующей электрофоретической детекцией, мы выя
вили гены вирулентности EAggEC: aaf, aggR, aap, aatA, ast (табл.). Все штаммы 
имели основной ген aaf, кодирующий аггрегативно-адгезивные фимбрии, и 
четыре других гена в различных комбинациях, которые кодируют факторы
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Гены вирулентности штаммов EAggEC

Штаммы
EAggEC

гены вирулентности
aggR aaf aap aatA pet ast

I + + + +
2 + + + + __ +
3 + + + _ _
4 + + + + __ +
5 + + + + __ __

6 + + + + __ +
7 + + + 4- — __

8 4- + + + _ __

9 — — — — __

10 + + + + __ +
И + + + + — +
12 + + + + _ __

13 — + + — _ +
14 + + + -1- __ __

15 + + + + _ —

16 + + + _ __

17 + + + _ —

18 + + + 4~ _ _

19 + + + + _ __

20 + + + + __ _
21 + + + 4- _ —

22 + + + — _

23 + + + + _ —

Всего 21(91,3%) 23(100%) 21 (91,3%) 21 (91,3%) 0 6(26,3%)

П р и м е ч а н и е .  + Ген присутствует в геноме штамма; — ген отсут
ствует в геноме штамма.

вирулентности: aggR
— активатор транс
крипции, необходи
мый для экспрессии 
фимбрий (21 штамм
— 91,3%), аар — сек
реторный белок дис- 
перзин (21 штамм —
91,3%), aatA — эф- 
флюксный белок (21 
штамм — 91,3%), ast
— термостабильный 
энтероаггрегативный 
(EAST-1) токсин (6 
штаммов — 26,3%).
Ген pet, ответствен
ный за продукцию 
термолабильного ток- 
сина в изучаемых 
штаммах, не был об
наружен.

Выявлены четы
ре комбинации ге
нов вирулентности в 
штаммах EAggEC. В 
23 штаммах EAggEC 
присутствовали от
одного (aaf) до пяти генов вирулентности. Большая часть штаммов (65,2%) 
содержала четыре гена при отсутствовии гена, ответственного за продукцию 
EAST-1. Шесть штаммов (26,1%) содержали пять генов (aaf, aggR, aap, aatA, 
ast), в одном штамме (4,3%) присутствовали три гена (aaf, aap, ast).

Четыре штамма (17,4%) EAggEC характеризовались чувствительностью к 
14 тестируемым АМП. Остальные 19 штаммов были нечувствительны к раз
личным АМП (бета-лактамам, хлорамфениколу, ко-тримоксазолу, тетрацикли
ну, налидиксовой кислоте, гентамицину и тобрамицину, но сохраняли чувст
вительность к карбапенемам, фторхинолонам и амикацину. Каждый второй 
штамм (56,5%) характеризовался множественной устойчивостью к АМП. 
Резистентность к ЦРС была обусловлена продукцией бета-лактамаз расширен
ного спектра (БЛРС) генетического семейства СТХ-М и продукцией АшрС — 
цефалоспориназы). БЛРС продуцирующие штаммы характеризовались соче
танной резистентностью к ко-тримоксазолу, хлорамфениколу и тетрациклину.

E.coli являются представителями нормальной факультативно-анаэробной 
микробиоты толстого кишечника человека и животных. Обоснование их 
этиологической значимости при ОКИ, даже при массивном выделении из 
проб фекалий, является сложной задачей и требует применения дополнитель
ных критериев. В настоящее время рутинная лабораторная диагностика, 
основанная на определении принадлежности штаммов Е. coli к серологической 
О-группе, не позволяет достоверно оценить этиологическую значимость их 
при ОКИ. Наши исследования показали, что 6,0% детей раннего возраста, 
страдающие «дисбиотическим состоянием кишечника», являются бактерио
носителями EAggEC, которые находятся в фекалиях в значительном количе
стве — 105 — 1(Р КОЕ/г. Штаммы содержали комплекс генов вирулентности 
и по этой характеристике соответствовали EAggEC, циркулирующим в разных
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странах [4]; [Koichi Tokuda et al., 2010]. Выделенные нами подвижные, лактозо
положительные штаммы EAggEC по существующим критериям оценки 
Отраслевого стандарта 91500.11.0004-2003 «Протокол ведения больных. 
Дисбактериоз кишечника» расцениваются как представители нормальной 
факультативно-анаэробной микробиоты кишечника человека, а пациенты, 
являющиеся реальными источниками патогенных E.coli, резистентных к АМП, 
продуцирующих БЛРС, остаются вне поля зрения клиницистов, инфекцио
нистов и эпидемиологов — не получают адекватной этиотропной терапии, 
эпидемиологи не проводят профилактические мероприятия по ограничению 
циркуляции данных возбудителей.

Идентификация EAggEC в настоящее время невозможна без детекции 
генов вирулентности. При проведении диагностических исследований клас
сическим бактериологическим методом скрининг на носительство DEC не 
может быть проведен из-за отсутствия необходимого большого набора сыво
роток для типирования О- и Н-антигенов, что, в свою очередь, связано с вы
сокими экономическими и трудозатратами. В России разработаны тест- 
системы для ПЦР-диагностики DEC, включая EAggEC, но в рутинной 
лабораторной практике этот метод пока используется в ограниченном объеме 
[1, 3]. Методы с использованием некультуральных методик, такие как ПЦР, 
дают большие надежды на повышение чувствительности и достоверности 
диагностического исследования. Рутинные исследования, традиционно счи
тающиеся «золотым стандартом», будут иметь решающее значение для опре
деления чувствительности к АМП.

Три штамма EAggEC, впервые выделенные в России, депонированы в Государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных культур «ТКПМ-Оболенск» (№  
В-7739, 7740, 7741).
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