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Резюме

Цель исследования: установить особенности микробиоценоза толстого кишечника у детей с функциональны-
ми гастроинтестинальными расстройствами (ФГИР) и проанализировать способность к биопленкообразованию 
у штаммов Klebsiella spp., выделенных при исследовании.

Материалы и методы: Материалом для исследования послужили копрологические пробы от 83 детей, разделен-
ных на две группы: первая (n=34) дети до года, вторая (n=49) — дети старше одного года. Изучена способность 
к биопленкообразованию у 53 штаммов Klebsiella spp., выделенных в данном исследовании.

Результаты исследования: Установлено, что значимыми факторами в патогенезе развития ФГИР у детей являются 
дефицитные показатели содержания бифидобактерий, появление штаммов Escherichia coli c измененными свой-
ствами и увеличение микробной плотности доминирующих видов условно-патогенных бактерий — Klebsiella spp. 
и Staphylococcus аureus. Показано, что клебсиеллы обладали способностью к формированию биопленочных сооб-
ществ (48,1% у детей до года и 50,0% у детей старше года). Выявлено, что наличие клебсиелл в кишечнике является 
значимым фактором риска развития дисбиозов 2–3 степени, а при отсутствии Klebsiella spp. в составе кишечного 
микробиоценоза у детей не зависимо от возраста регистрировались дисбиотические нарушения 1 степени (p<0,05).
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Заключение: Персистенция Klebsiella spp. с биопленкообразующей способностью имеет значение для сохранения 
и длительного существования ассоциативного патомикробиоценоза, усугубляющего дисфункции кишечника.

Ключевые слова: дисбиоз кишечника, бактериальные биопленки, степень биопленкообразования, условно-пато-
генные энтеробактерии, дети

Summary

Objective of the study: to establish the features of large intestine microbiocenosis in children with functional gastrointesti-
nal disorders (FGIDs) and to analyze the biofi lm ability of Klebsiella spp. strains isolated in the study.

Materials and methods: the coprological tests from 83 children, divided into two groups: The fi rst group (n=34) is children 
under one year, the second group (n=49) is children over one year. The ability of biofi lm formation has been studied in 53 
strains of Klebsiella spp. identifi ed in this study.

Results: It has been identifi ed that signifi cant factors in pathogenesis of FGIR in children are defi ciency indices of bifi do-
bacterial content, appearance of modifi ed Escherichia coli strains and increase of microbial density of dominant species of 
opportunistic bacteria — Klebsiella spp. and Staphylococcus aureus. Klebsiella was shown to have the ability to form biofi lm 
communities (48.1% in children under one year old and 50.0% in children over one year old). It is revealed that the presence 
of Klebsiella in the intestine is a signifi cant risk factor for the development of dysbiosis 2–3 degrees, and in the absence of 
Klebsiella spp. as part of the intestinal microbiocenosis in children, regardless of age, dysbiotic disorders of 1 degree (p<0,05) 
were recorded.

Conclusion: Persistence Klebsiella spp. with biofi lm formation ability has implications for the conservation and continued 
existence of associative pathological microbiocenosis that exacerbate bowel dysfunction.

Keywords: intestinal dysbiosis, bacterial biofi lms, degree of biofi lm formation, opportunistic Enterobacteriaceae, children

Введение

В  современны х услови я х процесс ста новлени я 
нормобиоценозов у  детей ста л более продолжи-
тельным. Да же у  п ра кти ческ и здоровы х де тей 
к  6–7-м у дню жизни в  большинстве слу чаев кон-
центра ци я норма льной микробиоты, особенно 
в  кишечном биотопе, ока зывается значительно 
ниже нормы [1].

Недостаток эубиотической микрофлоры приво-
дит к снижению колонизационной резистентности 
макроорганизма и  способствует пролиферации 
адгезивных инвазивных условно-патогенных бак-
терий (УПБ), которые способны проникать в эпи-
телиальные клетки кишечника, реплицироваться 
вн у три ма крофа гов и  формировать биопленк у. 
В  биопленке ба ктерии приобрета ют качествен-
но новые свойства по сра внению с  микроба ми, 
на ход я щ и м ис я в  п ла н к тон ной (не  с вяз а н ной 
с  образованием биоплёнок) форме [2]. При изме-
нении фенотипа У ПБ мог у т стать патобионта-
ми кишечника, у частвуя в  синтезе токсических 

субстанций и специфических протеаз, повреждая 
клетки организма хозяина [2,3]. При этом происхо-
дит формирование врожденных дисбиозов, часто 
приобретающих хроническую форму и связанных, 
по современным предста влени ям, с  ра зли чны-
ми заболеваниями желудочно-кишечного тракта, 
а  также дру гих органов, включа я суставы, кожу, 
глаза, сосудистую систему, легкие и центральну ю 
нервную систему [4,5,6,7,8].

В связи с этим, особу ю актуальность приобре-
тает поиск связей между наличием функциональ-
ных расстройств толстой кишки и устойчивыми 
дисбиотическими состояниями у  детей разного 
возраста.

Цель исследования: установить особенности 
микробиоценоза толс того к ишечника у  де тей 
с  фу нк циона л ьными гастроинтестина л ьными 
расстройствами (ФГИР) и проанализировать спо-
собность к  биоп ленкообра зова нию у  шта ммов 
Klebsiella spp., выделенных при исследовании.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили копро-
пробы от 83 детей в возрасте от 3 мес. до 11 лет, об-
ратившихся в клинику ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ с ФГИР 
(Rome IV G5, G6, G7 – дети до четырех лет; Rome IV 
H1b, H2a; МКБ-10: К 30 – дети старше четырех лет), 
а именно: жалобами на периодические боли в животе 
без четкой связи с приемом пищи, тошноту, эпизоды 

рвоты, неустойчивый стул, и направленных на обсле-
дование врачом-гастроэнтерологом [9]. В зависимо-
сти от возраста дети были разделены на две группы: 
первая (n=34) дети до года, вторая (n=49) – дети 
старше одного года. Изучение способности к био-
пленкообразованию проводили на штаммах Klebsiella 
spp. (n=53), выделенных от детей с ФГИР.
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Пациенты не имели в анамнезе инфекционных 
заболеваний жел удочно-кишечного тракта и  не 
получали антибактериальные препараты в течение 
3 месяцев, предшествовавших обследованию.

Ба ктериолог и ческое исследова ние фека лий 
и оценку количественного и качественного состава 
к ишечной микрофлоры толстой к ишк и прово-
дили в  соответствие с  Отраслевым Стандартом 

«Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишеч-
ника»*. Для выделения и идентификации микроор-
ганизмов использовали селективные питательные 
среды производства ФГУН Государственный на-
у чный центр прикладной микробиологии, НИЦФ, 
Оболенск, Россия; Himedia, India, коммерческие 
идентификационные тест-системы производства 

«PLIVA- Lachema Diagnosti ka», Чех и я; Himedia, 
Индия.

Обра зова ние биоп ленок изу ча ли с  помощью 
оп р е де ле н и я с по с о бно с т и м и к р о орг а н и змов 
к  а дгезии на поверх ности 96 -ти л у ночного сте-
рильного плоскодонного пластикового имм у но-
логического планшета. Использова ли с у точну ю 
к ульт у ру бактерий в  планктонной фазе, с успен-
зирова нн у ю в  м ясо-пептонном бульоне (МПБ). 
Стартова я концентра ци я исслед уемы х к ульт у р 
дов од и л а с ь до од ной оп т и че с кой п ло т но с т и. 
Тестируемые шта м мы инок улирова ли в  л у нк у 
планшета в количестве по 150 мкл в трех повтор-
ностях. Контролем фона служил стерильный МПБ, 
так же вносимый в трех повторностях по 150 мкл. 
Пла ншеты к ультивирова ли во вла жной ка мере 
в термостате в течение 48-ми часов. По окончании 
срока инк у ба ции планктонные к летки уда л яли 
из л у нок пипетированием, планшет трех кратно 
промывали стерильной дистиллированной водой. 
Для детекции накопления биомассы биопленки 
в  л у нки доба вл яли 150 мк л дистиллирова нной 
воды и  20,0 мкл 1% генцианвиолета и  инкубиро-
ва ли в  течение 45 мин при комнатной темпера-
т у ре. Несвяза вшийся краситель уда л яли п у тем 
трехкратной отмывки дистиллированной водой. 

*  Отраслевой Стандарт «Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника». ОСТ 91500.11.0004-2003.Приказ МЗ РФ 
№ 231 от 09.06.2003:70.

Затем в лу нку добавляли 200 мкл 95% этанола для 
экстра к ции связа вшегося с  биомассой красите-
л я и  измеряли оптическ у ю плотность раствора 
при длине волны 492 нм. Все действия дл я кон-
т рольны х л у нок бы ли а на логи чными та ковым 
для опытных образцов. Интенсивность окрашива-
ния содержимого лу нок соответствовала степени 
пленкообразования. Количественным выра жени-
ем активности образования биопленок слу жили 
значения оптической плотности (ОП), измеряемые 
на спектрофотометре Multiscan Plus [10].

К о э ф ф и ц и е н т  б и о п л ё н к о о б р а з о в а н и я 
(К БП) расс читыва ли ка к отношение А492опыт/
А492контроль (т. е. отношение оптической плотно-
сти раствора генцианвиолета, связавшегося с клет-
ками микроорганизмов, к оптической плотности 
раствора в контроле) [11]. Результаты интерпрети-
ровали следу ющим образом: при значениях КБП 
≤ 2 единиц считали штаммы слабообразующими; 
при КБП от 2 до 3,99 – штаммы обладали умерен-
ной способностью к образованию биопленки; при 
КБП от 4 и выше – высокой способностью к обра-
зованию биопленки.

Исследование проводилось с соблюдением эти-
ческих принципов, предъявляемых Хельсинской 
Декларацией Всемирной медицинской ассоциации 
(World Medical Association Declaration of Helsinki, 
1964, 2013) и выполнено с информированного со-
гласия родителей пациентов.

Статистическа я обработка данных произведе-
на при помощи лицензионных прикладных про-
грамм «MS Excel 2007 for Windows 7». Так как по 
критерию Шапиро-Уилка исследуемые выборки не 
подчиняются закону нормального распределения, 
для оценки достоверности различий между двумя 
группами по уровню какого-либо признака приме-
няли непараметрические критерии: χ2, U-критерий 
Манна-Уитни. Для качественных переменных рас-
считывались абсолютные и  относительные (про-
центные) величины (при р<0,05 различия считали 
статистически значимыми) [12].

Результаты исследования

При оценке изменений количественных и  каче-
ственных показателей микробиоты кишечника 
установлено, что у детей с увеличением возраста 
снижалась частота встречаемости условно-пато-
генных бактерий – сем. Enterobacteriaceae и S. aureus, 
и E. coli c атипичными (агрессивными) свойства-
ми. Снижение концентрации бифидофлоры ниже 
показателей, указанных в Отраслевом Стандарте 
наблюдалось у детей обоих групп (Табл. 1).

Одним из основны х пока зателей нару шения 
микробиоценоза кишечника, нуждающимся в кор-
рекции, является увеличение числа УПБ. Нами был 
проанализирован качественный и  количествен-
ный состав грамотрицательных микроорганизмов 
сем. Enterobacteriаceaе, персистиру ющих у  детей 
из обозначенных групп сравнения. Выяснено, что 
наиболее часто у детей встречались бактерии рода 

Klebsiella (у 79,4% детей до года и 53,0% детей старше 
года), представители родов Citrobacter, Enterobacter, 
Proteus встречались у  менее 10% обследованных 
детей обеих групп. При этом все микроорганизмы 
высевались в диагностически значимой концентра-
ции (105–108 КОЕ/г).

Имеющиеся у семейства Enterobacteriaceae раз-
ли чные фимбриа льные и  нефимбриа льные а д-
гезины способству ют адгезии микроорганизмов 
к слизи и эпителию кишечного тракта, что является 
ключевым моментом в  образовании биопленки, 
приводя к  длительной персистенции УПМ в  ки-
шечнике [13].

Данный факт послужил причиной проведения 
оценк и способности к  биоп ленкообра зова нию 
у штаммов Klebsiella spp., выделенных в данном ис-
следовании у детей разного возраста (Табл. 2). Всего 
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Частота встречаемости биопленок,% Первая группа (n=27) Вторая группа (n=26)
Слабая степень КБП 51,9 50,0
Умеренная степень КБП 44,4 46,2
Сильная степень КБП 3,7 3,8

Таблица 1.
Частота обнаружения и чис-
ленность микроорганизмов 
в 1 г. фекалий у детей разно-
го возраста

Примечание:
* Uэмп < Uтабл, уровень значи-
мости p<0,05 по критерию 
Манна -Уитни – снижение 
показателей статистически 
значимо между первой 
и второй группой

Table 1.
Detection frequency and 
number of microorganisms 
in 1 g of feces in children of 
diff erent ages

Note:
* Uemp < Utable, signifi cance 
level p<0.05 according to the 
Mann-Whitney criterion – 
decrease in indicators is statis-
tically signifi cant between the 
fi rst and second group

Таблица 2
Частота встречаемости 
биопленкообразующей 
способности
у штаммов Klebsiella spp. 
(в %)

Примечание:
КБП – коэффициент био-
пленкообразования

Table 2
Frequency of biofi lm forming 
ability in strains of Klebsiella 
spp. (at %)

Note:
KBP – biofi lm formation 
coeffi  cient

Наименование 
микроорганизма

Первая группа (n=34) Вторая группа (n=49)
Частота 

встречаемости
%

M±m lg
KOE/г

Частота 
встречаемости

%

M±m lg
KOE/г

Анаэробные микроорганизмы
Бифидобактерии 100 7,11±1,66 100 7,16±1,34
Лактобациллы 100 9,30±1,39 100 8,44±1,0
Аэробные микроорганизмы
E. coli типичные 94,2 6,5±1,94 98,0 6,26±0,37
E. coli атипичные, в т. ч. лактозо-
негативные и гемолитические* 41,17 7,08±0,66 20,4  7,0±0,47

Энтерококки 73,5 6,8±0,4 53,06 5,19±0,56
УПМ сем. Enterobacteriaceae * 94,11 6,25±1,01 69,4  5,41±0,78
Клостридии 29,4 3,8±1,68 24,8 3,08±1,62
Грибы рода Кандида 8,8 3,3±1,5 8,3 4,66±0,5
Золотистый стафилококк* 44,1 4,53±0,51 14,2  4,42±0,53

было идентифицировано 53 штамма клебсиелл, 27 
штаммов – у  детей первой гру ппы и  26 – у  детей 
второй группы. 58,5% выделенных культур относи-
лись к виду K. pneumoniae, 41,5% – к виду K. оxytoca.

Коэффициент БП у аутоштаммов клебсиелл, ве-
гетирующих при дисбиозах кишечника в возраст-
ных гру ппа х практически не различа лся: 51,9% 
культу р у  детей до года и  50,0% культу р у  детей 
старше одного года обладали слабой способностью 
к образованию БП, менее 50% проявляли умерен-
ную, и только по одной культуре клебсиелл имели 
сильну ю способность образовывать БП (Табл. 2). 
Меж видовое сра внение (по  у ровню а дсорбции 
генцианвиолета этанолом) показало, что штаммы 
K. pneumoniae характеризовались более высокой 
плотностью биопленки по сравнению с K. оxytoca 

(р<0,05), из 50,9% культур, обладающих умеренной 
и сильной степенью КБП, 65,3% относились к виду 
K. pneumoniae.

Д л я т ог о ч т о бы оцен и т ь р ол ь а д г е зи вн ы х 
свойств бактерий в  поддержании дисбиозов ки-
шечника была исследована зависимость характера 
микроэкологического нарушений от способности 
клебсиелл формировать биопленки. Данные были 
обработаны с помощью критерия χ2. Выявлено, что 
независимо от КБП индикация клебсиелл является 
значимым фактором риска для развития дисбио-
тических изменений 2–3 степени (χ2 = 4.71) (ОСТ). 
При отсутствии Klebsiella spp. в составе кишечного 
микробиоценоза у детей не зависимо от возраста 
регистрировались дисбиотические нару шения 1 
степени (χ2 = 19.61, р<0,05).

Обсуждение результатов

Функциональные гастроинтестинальные расстрой-
ства у детей в настоящее время широко распростра-
нены в России и за рубежом. Дискутируется вопрос 
о роли нормальной микробиоты человека и участии 
отдельных видов условно-патогенных микроорга-
низмов в этиологии и патогенезе ФГИР [14,15,16].

По нашим данным, наиболее значимыми факто-
рами в патогенезе развития ФГИР у детей являются 
дефицитные показатели содержания бифидобак-
терий, появление штаммов E. coli c измененными 
свойствами и у величение микробной плотности 
доминиру ющих видов УПМ – Klebsiella spp. и S. 
аureus. Несмотря на то, что с возрастом происхо-
дило снижение частоты встречаемости этих пока-
зателей, нарушения микробиоценоза кишечника 
сохранялись и  не соответствовали нормам, у ка-
занных в ОСТ.

В ряде исследований было показано, что увели-
чение численности отдельных видов УПБ приводит 

к  их доминированию среди представителей нор-
мальной микробиоты, и может способствовать раз-
витию патологического процесса в организме че-
ловека. Фактором, инициирующим приоритетное 
развитие УПБ, является активное формирование 
ими микробных сообществ, в том числе биопленок 
[2]. Отмечается, что коллективный иммунитет па-
тологической биопленки часто практически сводит 
на нет возможность коррекции дисбиозов с  по-
мощью пробиотиков (препаратов живых культур 
основны х микроорга низмов кишечника: бифи-
добактерий, лактобацилл, энтеробактерий и дру-
гих). Таким образом, для практической медицины 
преимущество коллективного реагирования имеет 
и отрицательную сторону [17].

Проведенный нами спектрофотометрический 
анализ показал, что персистирующие в  течение 
длительного времени в кишечном микробиоценозе 
детей клебсиеллы обладали способностью к  фор-
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мированию биопленочных сообществ. Наиболее 
высокая плотность биопленок была выявлена у вида 
K. pneumoniaе, который преобладал в структуре вы-
деленных штаммов. При этом было установлено, что 
независимо от выраженности пленкообразования, 
наличие клебсиелл в кишечнике является значимым 

фактором риска развития дисбиозов 2–3 степени, 
при которых появляется дисбаланс в качественном 
и количественном соотношении индигенной и ус-
ловно-патогенной микрофлоры, что приводит к дис-
функциям кишечника с расстройствами моторики, 
секреции ферментов и всасывания [18].

Заключение

Та ким обра зом, при ФГИР у  детей ра зного воз-
раста происходят дисбиотические изменения ки-
шечного биоценоза, связанные с  персистенцией 
таких представителей УПБ, как клебсиеллы с био-
пленкообразующей способностью. Формирование 
УПБ биопленки имеет значение для сохранения 
и длительного существования ассоциативного па-
томикробиоценоза, поскольку микроорганизмы 

в  биопленке более устойчивы к  действию этио-
тропных препаратов, клеточных и  гуморальных 
защитных факторов [19]. Необходимо, у читыва я 
современные знания, вести поиск новы х лечеб-
но-профилактических препаратов, обладающих 
способностью эффективно пода влять развитие 
бактериальных биопленок УПБ, не воздействуя при 
этом на состояние нормальной микробиоты [20,21].
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