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Общая характеристика работы 

Актуальность проблемы 

Микробиота человека представляет собой совокупность множества видов, а по ко-

личеству клеток она в 100 раз превышает число соматических и зародышевых клеток че-

ловека (Hood L., Heath J.R. и соавт., 2004). Микробиота играет важную роль в поддержа-

нии здоровья человека, а так же может служить высокоинформативным маркером и про-

гностическим критерием заболеваний (Галимзянов Х.М., 2013). По оценкам ученых ко-

личество видов микроорганизмов в микробиоценозах человека составляет 3500 видов, 

что было определено по итогам  глобального проекта  MetaHIT по расшифровке метаге-

нома человека (Junjie Qin, Ruiqiang Li, Jeroen Raes et al., 2009).  Наибольшее количество 

микроорганизмов находится в кишечнике. Микробиоценоз кишечника — это сложная 

замкнутая система, с большим количеством трофических, метаболических и генетиче-

ских связей. Поэтому для его описания недостаточно бактериологического исследования 

кала, в котором высевается не более 1% микроорганизмов микрофлоры кишечника 

(Коршунов В.М., Ефимов Б.А., Кафарская Л.И., 2002). Большинство из них являются 

некультивируемыми, что объясняет вероятностный характер появления микроорганиз-

мов в кале. В последние годы, для описания состояния микробиоценозов используются 

методы математического моделирования (Пожидаева А.С., 2015). Системные походы к 

описанию сложных биологических объектов, таких как микробиоценозы, объединены в 

отдельное научное направление -omics технологии (Weston A.D., Hood L., 2004).  Соче-

тание данных о составе микроорганизмов кала, метаболической активности микробио-

ценоза и типе ферментного нарушения с современными методами математического мо-

делирования и многомерной статистики расширяет возможности изучения закрытых 

биологических систем, диагностики заболеваний, их прогнозирование и персонифика-

цию средств микроэкологической коррекции и профилактики. Исходя из тенденций со-

временной мировой медицины существует необходимость диагностики заболеваний на 

качественно новом уровне. С увеличением возможностей диагностических аппаратно-

программных комплексов увеличивается количество данных об объекте исследования, 

поэтому требуется интегральная система оценки микробиоценозов, включающая широ-

кое применение математического моделирования и комплексный подход оценки факто-

ров влияния на микробиоценозы (Распоряжение Правительства РФ от 28.12.2012 N 2580-

р «Об утверждении Стратегии развития медицинской науки в Российской Федерации на 

период до 2025 года»).  

Степень разработанности темы исследования 

Развитие молекулярных методов привело к разработке новых подходов в исследо-

вании микрофлоры – метагеномным исследованиям. Впервые термин метагеномика 

применил J. Handelsman, и M.R. Rondon в 1998 г., а в 2008 году стартовал глобальный 

проект MetaHIT, позволивший представить в 2011 г. первые результаты расшифровки 

метагенома человека. В последние годы интерес исследователей сконцентрировался на 

постгеномных исследованиях. J.K.Nicholson в 1999 г. впервые ввел термин - метаболом, 

которым он обозначил изучение совокупности всех низкомолекулярных метаболитов 

клетки, ткани, органа или всего организма. В 2006 г. J.K.Nicholson вводит термин мета-

бономика, который определяется как количественное измерение динамического много-

параметрического метаболического ответа живых систем на патофизиологические воз-

действия и генные модификации.  
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Учитывая вышеизложенное, актуальным является разработка, системы изучения и 

интегральной оценки микробиоценозов биотопов  (на примере кишечника и ротоглотки) 

с учетом современных возможностей математического моделирования и многомерной 

статистики для расширения возможностей диагностики и прогноза развития заболева-

ний, связанных с их функциональным состоянием. 

Цель исследования: Разработать систему интегральной оценки микробиоценозов 

на примере различных биотопов (желудочно-кишечного и респираторного трактов) ос-

нованную на применении биотехнологических методов исследования микрофлоры. 

Задачи исследования: 

1. Изучить и оценить возможности применения методов математического моделирова-

ния при оценке микробиоценозов организма (на примере кишечника и ротоглотки). 

Определить диагностические и прогностические критерии оценки микробиоценозов 

и их референсные значения. Создать алгоритм определения функционального нару-

шения пищеварения по копрологическому синдрому.  

2. С целью оценки ферментативного пищеварения и состояния микробиоценоза ки-

шечника разработать систему интегральной оценки состояния микробиоценоза био-

топов желудочно-кишечного тракта по результатам комплексного анализа микро-

флоры кишечника.  

3. Изучить изменения метаболома  кишечника под воздействием антибиотико-, гормо-

но- и противоопухолевой терапии на модели антибиотико-ассоциированного дисбио-

за мышей. 

4. Оценить возможности применения математических моделей состояния микробиоце-

ноза ротоглотки и его метаболома для создания прогностических критериев оценки и 

расширения возможностей дифференциальной клинико-лабораторной диагностики у 

пациентов с острым бронхитом или острой пневмонией. 

5. Разработать метод оценки эффективности применения пробиотических препаратов 

для нормализации микробиоценоза при заболеваниях различного генеза.  

6. Создать методику оптимизации состава пробиотических препаратов по их метаболи-

ческим профилям на основе консорциума штаммов лактобацилл с заданными свой-

ствами и разработать алгоритм их индивидуального подбора для микроэкологиче-

ской коррекции микробиоценоза желудочно-кишечного тракта на модели антибио-

тико-ассоциированного дисбиоза у мышей. 

Научная новизна 

Созданы алгоритмы для оценки нарушений ферментативной активности и перева-

ривающей способности желудка по копрологическому исследованию.  

Впервые для определения степени микробиологических нарушений микробиоце-

нозов желудочно-кишечного тракта использованы средства математического моделиро-

вания, получены искусственные нейронные сети и классификационные правила линей-

ного дискриминантного анализа концентраций летучих жирных кислот кала или слюны, 

позволяющие повысить точность оценки микробиоценозов ротоглотки и кишечника.  

Определены критерии нарушений функционального состояния микробиоценоза 

желудочно-кишечного тракта по концентрациям летучих жирных кислот в кале и 

дисбиотического изменения состава микробиоценоза кишечника, связанные с избыточ-

ным содержанием микрофлоры, чувствительной к бактериофагам. Обоснованы их ре-

ференсные значения. 
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Разработана интегральная система оценки состояния микробиоценозов желудоч-

но-кишечного тракта, определяющая вектор и глубину изменений состава и функцио-

нальных нарушений микрофлоры под действием различных факторов (инфекционные 

агенты, антибактериальные, противовирусные и др. препараты, неблагоприятные фак-

торы внешней среды и др). 

Составлена математическая модель, позволяющая оценить функциональные из-

менения микробиоценоза (на лабораторной модели антибиотико-ассоциированного 

дисбиоза у мышей) при воздействии антимикробных, противоопухолевых и гормональ-

ных препаратов и при протективном действии лактулозы с целью  персонифицирован-

ного подбора средств микроэкологической коррекции.  

Впервые предложен персонифицированный подход к конструированию препара-

тов на основе пробиотиков, содержащий два вида лактобацилл,  который способствует 

повышению эффективности лечения и профилактики основного заболевания. 

Разработана схема комплексного биохимического анализа микрофлоры кишечни-

ка, включающая определение концентраций летучих жирных кислот методом газожид-

костной хроматографии, оценку нарушений ферментативной активности, перевариваю-

щей способности желудка и микробиологический анализ кала. Показана эффективность 

применения результатов комплексного анализа микрофлоры кишечника для оценки 

дисбиотических изменений у пациентов с заболеваниями различного генеза. 

Теоретическая и практическая значимость 

Создана новая концепция оценки состояния микробиоценозов, которая включает 

интегральную систему критериев, полученных методами математического моделирова-

ния. Концепция позволяет оценивать микробиоценозы как закрытую биологическую си-

стему, состоящую из культивируемых и некультивируемых микроорганизмов  и их ме-

таболитов. Внедрение интегральной системы критериев позволяет более точно оценить 

состояние микробиоценоза и его метаболома, а также  участие метаболитов, образую-

щихся в результате жизнедеятельности микроорганизмов и перераспределяющихся 

между различными полостями организма.  

Разработаны федеральные клинические рекомендации «Определение дисбиотиче-

ских изменений желудочно-кишечного тракта по маркерам содержимого кишечника» 

министерства здравоохранения Российской Федерации» (Утверждены Протокол №6 

24.11.2015 г. МЗ РФ). 

На основе биотехнологических методов обоснована необходимость интегральной 

оценки микробиоценозов различных систем организма, которая включает определение 

типа и глубины изменений микробиоты под воздействием антибактериального и проти-

вовирусного лечения инфекционных заболеваний и прочих патологических состояний, а 

так же эффективность микроэкологической коррекции состояния микробиоценозов ки-

шечника и ротоглотки.  

Разработанные математические модели состояния микробиоценоза и его метабо-

лома расширяют возможности оценки состояния биотопов ротоглотки  у пациентов с 

острым заболеванием респираторного тракта и дифференциальной клинико-

лабораторной диагностики при остром бронхите и острой пневмонии.  

Полученные в исследовании референсные значения критериев, определяющие 

концентрации летучих жирных кислот и количество фагочувствительной микрофлоры в 
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кале, дают возможность оценить состояние микробиоценоза кишечника и проводить его 

коррекцию бактериофагами. 

Результаты исследований о влиянии  антимикробных, противоопухолевых и гор-

мональных средств на концентрации летучих жирных кислот в содержимом кишечника 

показали необходимость проведения микроэкологической коррекции биоценозов путем 

индивидуального подбора пробиотических препаратов, созданных на основе консорциу-

мов двух видов лактобацилл (патент на изобретение №2431492 Российская Федерация 

RU «Композиция для коррекции дисбактериоза кишечника» от 20.10.2011). 

Методология и методы исследования 
Методология настоящего исследования спланирована в соответствии с поставлен-

ной целью. Объектами исследования стали  микроорганизмы, выделенные из кала, с зад-

ней стенки глотки обследуемых, и из содержимого кишечника лабораторных мышей. 

Предметом исследования явились результаты исследований концентраций летучих жир-

ных кислот (ЛЖК) в кале и в слюне обследуемых, в содержимом кишечника лаборатор-

ных мышей, структурные элементы кала, определяемые микроскопией и биохимически-

ми реакциями. Научная литература, посвященная проблеме исследования микробиоце-

нозов и коррекции их нарушений, была проанализирована формально-логическими ме-

тодами исследования. Планирование и проведение исследований, направленных на ре-

шение поставленных задач, осуществлялось на основе общенаучных и специфических 

методов.  

Микробиологические методы: 

Точный объемный метод посева на жидкие и полужидкие питательные агаризо-

ванные среды с предварительным приготовлением десятикратных серийных разведений 

использовали для бактериологического анализа мазков с задней стенки ротоглотки (ЗСГ) 

и анализа фекалий. Идентификация родовой, видовой и типовой принадлежности мик-

роорганизмов осуществляли на основании изучения морфологических, тинкториальных, 

культуральных, ферментативных и антигенных свойств согласно приказу МЗ СССР 

№535 от 22.04.1985, «Определителю бактерий Берджи» (1997). Мясо-пептонный агар с 

добавлением 5% эритроциров барана («Микроген», Махачкала) использовали для выде-

ления всего спектра аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов и опреде-

ления их количества. На среде Агар Ман, Рогоза, Шарп (МРС) («Микроген», Махачкала) 

в течение 3-5 суток при +37
о
С в анаэробных условиях выращивали Lactobacillus spp. Ви-

довую принадлежность Lactobacillus  проводили согласно руководству на тест-системах 

API CHL 50  для биохимической идентификации Lactobacillus (BioMerieux , Франция). 

Bifidobacterium spp. определяли по числу колоний, выросших на плотной питательной 

среде Балурокка («Микроген», Махачкала) в течение 5-7 суток при +37
о
С в анаэробных 

условиях. На среде Эндо («Микроген», Махачкала) проводили Выделение энтеробакте-

рий. Родовую идентификацию микроорганизмов Escherichia, Klebsiella, Proteus, Citrobac-

ter, Enterobacter, Hafnia осуществляли с учетом биохимических реакций  ферментации 

лактозы, глюкозы, сорбита, рамнозы, маллоната, гидролиза, мочевины, образования се-

роводорода, характера роста на среде Симмонса, образования индола, подвижности, ли-

зиндекарбоксилазной активности, реакции с метиловым красным, определения фенил-

аланиндезаминазы.  
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Таблица 1. 

Объекты и объем проведенных исследований 
Объем исследований, учреждение Вид исследований Группы 

Исследование микробиоценозов ЖКТ человека 

Дизайн 1. Результаты анализов кала 3175 человек от 4 

до 90 лет, из них 2508 (79,0%) женщины и 667 (21,0%) 

мужчины (Консультационно-диагностический центр 

(КДЦ) ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Ро-

спотребнадзора). 

Копрологический анализ кала с определением 

копрологического синдрома, определение 

концентраций летучих жирных кислот в кале, 

бактериологический посев кала с определени-

ем чувствительности к бактериофагам. 

Результаты анализов пациентов, с патологическими состоя-

ниями различной степени компенсации разделены на  группы 

норма - (N), 1 степень - (I), 2 степень - (II) микробиологиче-

ских нарушений, согласно ОСТ (Протокол ведения больных. 

Дисбактериоз кишечника, 2003).  

Результаты анализов кала 60 пациентов из них 28 

(46,6%) женщины и 32 (53,4%) мужчины (Отделения 

реанимации и интенсивной терапии (ОРИТ) НИИ 

нейрохирургии  им. Академика  Н.Н. Бурденко  

РАМН). 

 3 степень микробиологических нарушений - (III) составили 

пациенты ОРИТ, оглушенные или без сознания более 96 ча-

сов и получающие энтеральное зондовое питание. Отбор па-

циентов проводили д.м.н. Ершова О.Н. и врач отделения ре-

анимации и интенсивной терапии, к.м.н. Крылов К.Ю. 

Дизайн 2. Результаты анализов слюны и микрофлоры 

задней стенки глотки у 424 человек в возрасте от 4 до 

90 лет Из них 318 (75%) женщины и 106 (25%) муж-

чин (КДЦ ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского 

Роспотребнадзора). 

Комплексные анализы микрофлоры ротоглот-

ки, включающие определение концентраций 

летучих жирных кислот в слюне, бактериоло-

гический посев мазка с задней стенки глотки с 

определением чувствительности к бакте-

риофагам. 

Результаты анализов пациентов с патологическими состояни-

ями различной степени компенсации были разделены на 3 

группы по степени микробиологических нарушений: 1 сте-

пень (I), 2 степень (II), 3 степень (III) и группа норма (N) в 

соответствии с методическими рекомендациями (Зверев В.В. 

с соавт., 2011). 

Дизайн 3. Результаты анализов пациентов – детей 47 

человек из них 14 (29,8%) женского и 33 (70,2%) муж-

ского пола (Отделении детских инфекций детской 

городской клинической больницы имени святого Вла-

димира). 

Биохимическое исследование слюны на со-

держание ЛЖК, бактериологический анализ 

мазка с задней стенки ротоглотки. Бактерио-

логический анализ кала, определение концен-

трации ЛЖК в кале.  

Отбор пациентов с диагнозами острый бронхит (ОБ) и острая пнев-

мония (ОП), а так же по анамнезу эпизодически болеющие дети 

(ЭБД) и часто болеющие дети (ЧБД) и группу сравнения (ГС) прово-

дил врач, д.м.н. Мескина Е.Р. В исследовании оценивали влияние 

синбиотика «Бифидум-Мульти» (группы ОБ + БМ, ОП + БМ, ЭБД + 

БМ, ЧБД + БМ), который содержит в своем составе штаммы B. 

bifidum, B.breve, B. infantis, B.longum и B.adolescentis а так же пребио-

тические компоненты: пектин, олигофруктоза и инулин (ООО "НПФ 

АМФИТА", Россия). Применение синбиотиков регламентировано 

Отраслевым стандартом «Протокол ведения больных. Дисбактериоз 

кишечника» и Учебным пособием (Феклисова, 2011). 

Дизайн 4. Результаты анализов пациентов - детей 46 

человек из них 21 (45,8%) женского и 25 (54,2%) муж-

ского пола, проходивших типовую программу меди-

цинской реабилитации (МКООУ санаторной школе-

интернате № 5 г. Нижний Новгород). 

Бактериологический и копрологический ана-

лизы кала. 

Отбор пациентов в группу гастродоудениты (ГД) согласно 

анамнезу и группу сравнения (ГС) проводил врач, к.м.н. 

Шапкина О.А. В исследовании оценивали влияние синбиоти-

ка «Нормоспектрум» (группа ГД+НС), в состав которого 

входят штаммы B. bifidum, B. longum и B. adolescentis, входя-

щие в нормальную микрофлору взрослого человека, два 

штамма ацидофильных лактобацилл, а также виды  L. 

plantarum и L. casei, пребиотические компоненты –  инулин и 

олигофруктоза, витаминно-минеральный премикс (ООО 

"НПФ АМФИТА", Россия). 
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Продолжение таблицы 1 

Объем исследований, учреждение Вид исследований Группы 

Дизайн 5. Результаты анализов пациентов  – детей, 

проходившие типовую программу медицинской реа-

билитации (санаторий «Русское поле» Чеховский рай-

он, Московской области). 

Бактериологический и копрологический ана-

лизы кала, определение концентраций лету-

чих жирных кислот в кале и слюне. 

Отбор пациентов в группы с онкологическим анамнезом (ОА) 

и группу сравнения (ГС) проводил врач, д.м.н. Цейтлин Г.Я. и 

к.м.н. Коновалова М.В. В исследовании оценивали влияние 

синбиотика «Бифидум Мульти» (группа ОА+БМ). 

Исследование функционального состояния микробиоценоза на модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза у мышей 

Дизайн 6. Для моделирования антибиотик-

ассоциированного дисбиоза использовали  белых ла-

бораторных мышей (питомник филиал «Столбовая» 

ФГБУН «Научного центра биомедицинских техноло-

гий Федерального медико-биологического 

агентства»), беспородные, самцы, вес 12-14г — 192 

особи. 

Определение концентраций ЛЖК в содер-

жимом кишечника мышей. 

Старшим научным сотрудником, к.б.н. Мелиховой А.М. из 

мышей были сформированы группы в зависимости от приме-

няемого  антимикробного, противоопухолевого или гормо-

нального препарата: Амоксициллин (ООО Барнаульский завод 

медпрепаратов, Россия) доза - 10 мг - (АМЦ); Кларитромицин 

(ЗАО «Вертекс», Россия) - 10 мг - (КЛТ); Азитромицин (ООО 

Озон, Россия) - 2 мг - (АЗТ); Левофлоксацин (ООО «АВВА 

Рус, Россия) - 0,5 мг - (ЛВЦ); Цефиксим ("Pharma International 

Co", Иордания) - 2 мг - (ЦФС); Фосфомицин (ОАО КРАС-

ФАРМА, Россия) - 4 мг - (ФМЦ); Метотрексат (ООО Северная 

Звезда, Россия) - 0,1 мг - (МТР); Преднизолон (Мосхимфарм-

препараты, Россия) - 0,2 мг - (ПНЗ). Дозы препаратов рекомен-

дованны производителями, с пересчетом на массу тела. Чис-

ленность групп - 11 особей мышей в каждой группе. Для ис-

следования влияния протективного действия пребиотических 

препаратов использовался сироп «Лактулоза» группа (Л) (в 

состав препарата входят лактулоза 66,7%, лимонная кислота 

0,05% и очищенная вода) (ООО АВВА Рус, Россия); 

Исследование метаболической активности двухвидовых композиций штаммов лактобацилл 

Дизайн 7. Выбор двухвидовых композиций на основе 

промышленно применимых видов лактобацилл, пред-

назначенных для персонализированной коррекции 

дисбактериозов, осуществляли на основе исследова-

ния влияния на уровень ЛЖК в пригодной для про-

мышленного культивирования питательной среде 

композиций штаммов лактобацилл. 

Определяли концентрации летучих жирных 

кислот  газожидкостной хроматографией.  

Попарно в соотношениях 1:3; 1:2; 1:1; 2:1; 3:1 были культиви-

рованы штаммы: Lactobacillus acidophilus НК-1; К3Ш24; 

100АШ; а так же Lactobacillus plantarium и Lactobacillus casei. 

Композиции культивировали в гидролизатно-молочной среде 

(ГМС) 48 часов.  
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Для выделения Staphylococcus использовали желточно-солевой агар Чисто-

вича («Микроген», Махачкала), для дифференциации Staphylococcus и Micrococ-

cus использовали тест на анаэробное сбраживание глюкозы и ферментирование 

глицерина в присутствии эритромицина. Streptococcus выделяли на среде Columbia 

agar (BioMerieux, Франция) с добавлением дефибринированной бараньей крови 

(5%), налидиксовой кислоты (15 мг/л) и колистина (10 мг/л) (Бондаренко В.М., Ли-

хоед В.Г. «Методические рекомендации «Микробиологическая диагностика дисба-

ктериоза кишечника», ГУ НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН, М., 2007). Для иссле-

дования фаговой резистентности использовали бактериофаги производства («Мик-

роген», Махачкала): стафилококковый бактериофаг, пиополивалентный бакте-

риофаг, колипротейный бактериофаг, интенсти-бактериофаг, клебсиеллѐзный бак-

териофаг, стрептококковый бактериофаг, секстафаг.  

Физико-химические методы. 

Копрологические показатели определяли микроскопированием суспензии 

кала, биохимическими реакциями и определением органолептических характери-

стик (Морозова В.Т. с соавт., 2005). Все исследуемые показатели были формализо-

ваны и использованы для определения копрологических синдромов по алгоритмам, 

разработанным в настоящей диссертационной работе.  

Концентрации ЛЖК в биосубстратах исследовали газожидкостной хромато-

графией (ГЖХ) на газо-жидкостном хроматографе с капиллярной колонкой с непо-

движной фазой FFPA и пламенно-ионизационным детектором, методом прямого 

ввода подкисленного супернатанта исследуемого субстрата в испаритель (Иконни-

ков Н.С. и соавт., 1999 г.; Кондракова О.А. с соавт., 2001).  

Математико-статистические методы.  

Математическое моделирование искусственные нейронные сети (ИНС) ис-

пользовали для изучения степени микробиологических нарушений микробиоцено-

зов желудочно-кишечного тракта (Patterson D., 1996). Подбор архитектуры искус-

ственной нейронной сети проходил с помощью пакета ST Neural Networks про-

граммы Statistica 8.0. Данные бактериологического анализа для обработки искус-

ственной нейронной сетью предварительно подготавливали: значения (десятичные 

логарифмы концентрации микроорганизмов в кале или мазке задней стенки глотки) 

округляли до целого числа и обозначали в программе как категориальные.  

Построение линейной дискриминантной функции концентраций ЛЖК    про-

водили с помощью пакета Discriminant Analysis программы Statistica 8.0. (Боровиков 

В.П., 1997). Оценку корреляционно ковариационной независимости переменных, 

отношение меры внутригрупповой изменчивости к мере общей изменчивости 

(лямбда Уилкса), классификацию результатов анализов исследуемых групп прово-

дили с помощью решающих правил  линейных дискриминантных функций (ЛДФ).  

В работе использованы методы вариационной статистики с вычислением 

средней арифметической и ее стандартной ошибки (М±SE) с использованием пара-

метрических (t-критерий Фишера-Стьюдента) и непараметрических (U-критерий 

Вилкоксона) методов. Значимыми считали различия при р < 0,05. Для оценки соот-

ветствия полученных результатов теоретической гипотезе использовали χ
2
-

критерий. Корреляции оценивали с помощью критерия Пирсона. Расчеты проводи-
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лись с использованием компьютерных программ  «Microsoft Office Excel 2010» и 

«Statistica 8.0».  

Метод экспертной оценки.  

Метод экспертной оценки использовался для определения степени микро-

биологических нарушений микробиоценоза кишечника и ротоглотки. Экспертная 

оценка проводилась врачом-бактериологом на соответствие результатов бактерио-

логического анализа кала или мазка с задней стенки глотки и определенной степени 

микробиологических нарушений описанной в ОСТе (Приказе МЗ РФ № 231 от 9 

июня 2003 г.) и учебном пособии (Зверев В.В., 2011). 

Личное участие автора 

Автор участвовал в организации всех этапов исследования; выборе объекта,  

разработке методологии проведения данного научного исследования, включающего 

на первоначальных этапах биохимическое, микроскопическое и бактериологиче-

ское исследование с последующей разработкой системы интегральной оценки мик-

робиоценозов, на основе математического моделирования и статистической обра-

ботки результатов, обосновании выводов и практических рекомендаций.  

Копрологические анализы и микробиологические исследования выполнялись 

совместно с сотрудниками ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Роспотребна-

дзора д.б.н. Воропаевой Е.А., Гусаровой М.П., Затеваловой Е.А. 

Хроматографические исследования выполнялись совместно с сотрудниками 

ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора к.х.н. Иконниковым 

Н.С., Кошкиной Н.К., Гудовой Н.В. 

Культивирование микроорганизмов и определение концентраций летучих 

жирных кислот было проведено совместно с научными сотрудниками ООО «Ком-

плаенс» Рубальским Е.О. и Зязиным С.Н. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Важным условием для проведения многофакторного анализа инфекционного 

процесса и прогноза развития заболеваний является интегральная система оцен-

ки микробиоценозов биотопов желудочно-кишечного тракта. В оценке микро-

экологического состояния биотопов и определения степени микробиологиче-

ских нарушений большое  значение имеет исследование микробных сообществ 

микробиоценозов желудочно-кишечного тракта с помощью методов математи-

ческого моделирования. 

2. Диагностические и прогностические критерии и их референсные значения, по-

лученные на основе методов биотехнологического моделирования нормальных 

и патологических метаболических и метагеномных процессов биотопов желу-

дочно-кишечного тракта, позволяют оценить эффективность про-, (пре-) биоти-

котерапии и персонифицировать  программу лечебных мероприятий. 

3. Персонифицированный подбор пробиотических биопрепаратов на основе кон-

сорциума лактобацилл для микроэкологической коррекции должен проводиться 

с учетом синергетического эффекта метаболической активности, входящих в 

его состав штаммов, и специфичности воздействия антимикробных и других 

средств, влияющих на метаболизм микробиоценозов.  

Степень достоверности и апробация результатов исследования: 
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О достоверности результатов работы свидетельствует достаточный объем ис-

следований с применением современных высокочувствительных и специфичных 

методик, средств математического моделирования, адекватных методов статистиче-

ской обработки полученных данных. 

Диссертация апробирована на заседании Ученого Совета ФБУН «Москов-

ский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. 

Габричевского» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребите-

лей и благополучия человека протокол № 4 от 27 мая 2015 года  

Основные положения диссертации доложены на: IX Общероссийском кон-

грессе детских инфекционистов (Москва, 2010); IV Ежегодном Всероссийском 

Конгрессе по инфекционным болезням (Москва, 2010); XIX конгрессе детских га-

строэнтерологов России и стран СНГ (Москва, 2012); IV Ежегодном Всероссийском 

Конгрессе по инфекционным болезням, (Москва, 2012); 14-м Международном Сла-

вяно-Балтийском научном форуме (Санкт Петербург, 2012); Международной науч-

ной конференции «Достижения и перспективы развития биотехнологии» (Саранск, 

2012); Международной научно-практической конференции «Бактериофаги: теоре-

тические и практические аспекты применения в медицине, ветеринарии и пищевой 

промышленности» (Ульяновск, 2013); V Ежегодном Всероссийском Конгрессе по 

инфекционным болезням (Москва, 2013); Всероссийской научно-практической 

конференции  «Инновационные технологии в противоэпидемической защите насе-

ления» (Нижний Новгород, 2014);  II научно-практической конференции "Бакте-

риофаги: теоретические и практические аспекты применения в медицине, ветерина-

рии и пищевой промышленности» (Санкт-Петербург, 2014); XIX форуме «Нацио-

нальные дни лабораторной медицины России – 2015» (Москва, 2015); 12-ой Меж-

дународной научной гастроэнтерологической сессии НОГР «Санкт-Петербург – Га-

стросессия – 2015» (Санкт-Петербург, 2015). 

По материалам диссертации опубликовано 55 научных  работы, в том числе  

21 статья в рецензируемых изданиях,  в сборниках научных трудов и материалах 

конференций  - 27, монографий в соавторстве – 5, патента — 2. 

Объем и структура диссертации  

Материалы диссертации изложены на 215 страницах машинописного текста, 

иллюстрированы 80 таблицами, 61 рисунком. Диссертационная работа включает 

обзор литературы, материалы и методы исследования, четыре главы собственных 

исследований, заключение, выводы, практические рекомендации, список литерату-

ры, содержащий 109 отечественных и 91 зарубежных источника. 

Основное содержание работы. 

Разработка диагностических и прогностические критериев, их рефе-

ренсных значений 
Для оценки состояния  микробиоценозов  ротоглотки и кишечника по резуль-

татам, бактериологического анализа кала, ротоглотки, концентраций ЛЖК слюны, 

кала и  копрологического анализа в научной работе были применены методы мате-

матического моделирования. Изучение результатов бактериологического анализа 

кала статистическими методами сравнения встречаемости, количества микроорга-

низмов и их ассоциатов показало отсутствие достоверных различий между сформи-

рованными группами (Таблица 1 дизайн 1) N – I; N – II, N – III, I – II, I – III, II – III. 
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Для поиска различий микробиоценозов различных групп патологического состоя-

ния разной степени компенсации по результатам бактериологических анализов кала 

была построена искусственная нейронная сеть MPL93-14-4 (Рисунок  1).  

 

Рисунок 1 - Схема искусственной нейронной сети MLP 93-39-4 определения степени мик-

робиологических нарушений по результатам бактериологического анализа кала. 

Результаты корректной классификации исследуемых групп, характеризую-

щие качество их разделения, представлены в виде матрицы (Таблица 2).  
Таблица 2 

Классификация объектов по группам искусственной нейронной сетью MPL93-14-4 

Результаты выходного нейрона 

Доля объектов с заданной классификацией, 

определѐнной ИНС MPL 93-14-4,% 

1 степень 

(I) 

2 степень 

(II) 

3 степень 

(III) 

Норма 

(N) 

1.MLP 93-14-4-1 98,47 0,38 0,00 1,15 

1.MLP 93-14-4-2 5,08 94,92 0,00 0,00 

1.MLP 93-14-4-3 0,00 0,00 100,00 0,00 

1.MLP 93-14-4-5 2,59 0,00 0,00 97,41 

Корректность классификации, % 90,35 99,02 100 99,63 

Из таблицы 2 видно, что выявлена наименьшая вероятность ложной класси-

фикации между пациентами из группы «норма» и пациентами со 2-й степенью 

микробиологических нарушений, что коррелирует с количественным соотношени-

ем микроорганизмов в исследуемых группах. 

Исследование результатов бактериологического анализа микрофлоры рото-

глотки  методами сравнения встречаемости количества микроорганизмов и их ассо-

циатов показало отсутствие достоверных различий между сформированными груп-

пами (Таблица 1, дизайн 2) N – I; N – II, N – III, I – II, I – III, II – III. Для поиска раз-

личий микробиоценозов исследуемых групп по бактериологическому анализу рото-

глотки была построена ИНС MPL 58-30-4, характеристика корректной классифика-

ции ИНС MPL 58-30-4 представлена в таблице 3.  

Из таблицы 3 видно, что между группами N и III вероятность ложной клас-

сификации выше для  групп N – I и N — II, а так же I – III, что свидетельствует о 

несоответствии количественного выражения степени микробиологических наруше-

ний и глубины изменений в соотношениях микроорганизмов. 

Сравнение средних величин концентраций ЛЖК в кале у пациентов исследу-

емых групп N – I, N – II, I – II показало отсутствие достоверных различий. Досто-

верные изменения концентраций ЛЖК в кале были получены при сравнении между 

пациентами, входящими в группы N – III, I – III, II – III (Таблица 1, дизайн 1). Гра-

Escherichia coli 

hem. 

Bifidobacterium 

Lactobacillus 

Escherichia coli 

Escherichia coli L-. 

Enterococcus 

Klebsiella 

Enterobacteriaceae 

Staphylococcus sap. 

Staphylococcus aur. 

Pseudomonas 
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Входной нейрон 2 

Входной нейрон 3 
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Входной нейрон 5 

Входной нейрон 6 

Входной нейрон 7 

Входной нейрон 7 
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13 
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Входной нейрон 
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3 
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1 степень МН 

2 степень МН 

3 степень МН Выходной нейрон 

4 
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ницы значений концентраций ЛЖК в кале для III группы рассматривали как рефе-

ренсные значения концентраций ЛЖК в кале (Таблица 4).  

Таблица 3 

Классификации объектов по группам искусственной нейронной сетью MPL58-30-4 

Результаты выходного нейрона 

Доля объектов с заданной классификацией, 

определѐнной ИНС MPL 58-30-4,% 

1 степень 

(I) 

2 степень 

(II) 

3 степень 

(III) 

Норма 

(N) 

1.MLP 58-30-4-1 98,5 0,00 0,00 0,00 

1.MLP 58-30-4-2 1,50 100 0,00 0,00 

1.MLP 58-30-4-3 0,00 0,00 98,4 0,7 

1.MLP 58-30-4-5 0,00 0,00 1,60 99,3 

Корректность классификации, % 99,3 100 98,4 99,3 

Таблица 4 

Референсные значения концентраций летучих жирных кислот в кале 

Параметр, ед. изм. Границы Среднее 

Суммарный уровень ЛЖК, ммоль/г. не менее 59,74 80,75 

Концентрация масляной кислоты, ммоль/г не менее 4,97 10,16 

Доля уксусной кислоты,% не более 74,78 67,63 

Доля пропионовой кислоты,% не менее16,49 18,99 

Доля масляной кислоты,% не менее 9,96 13,38 

Структурный индекс, ед. не менее 0,5 0,67 

Индекс изокислот, ед. не более 0,66 0,53 

Результаты концентраций ЛЖК в слюне  исследовали методами элементар-

ного статистического сравнения. Установлено, что достоверные различия между 

группами N – I; N – II, N – III, I – II, I – III, II – III отсутствуют. Для исследования 

микробиоценоза ротоглотки методом математического моделирования – дискрими-

нантным анализом концентраций ЛЖК в слюне оценили значения корреляционных 

связей (r<0,66) в исследуемых группах и значения уровня значимости F-критерия 

для величины лямбды Уилкса, не превышающее 0,05. (Бююль А., Цѐфель П., 2005). 

Результат распределения анализов пациентов в пространстве дискриминантных 

функций представлен на рисунке 2.  

 

Рисунок 2 - Распределение пациентов по группам ( G_1:1 – I, G_2:2 – II, G_3:3 – III, G_4:5 

– N), в проекции двух дискриминантных функций (Root 1, Root 2) 
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На рисунке 2 показано, что между центроидами групп N и III расстояние 

меньше, чем между центроидами групп: N – I, N – II.  Это свидетельствует о несо-

ответствии количественного выражения степени микробиологических нарушений и 

глубины изменений в соотношениях микроорганизмов микробиоценоза задней 

стенки глотки. 

Для определения копрологических синдромов данные полуколичественного 

макро- и микроскопического анализа кала были формализованы. На основе форма-

лизованных данных, сведений литературы (Морозова В.Т., 2005) и собственных 

наработок были построены алгоритмы поиска копрологических синдромов. Алго-

ритмы определения копрологических синдромов представлены в виде схем (Рису-

нок 3).  

 

 

 

а) гастрогенный синдром б) панкреатическая недо-

статочность 

в) ускоренный транзит 

 

  

г) нарушения всасывания д) замедленный транзит е) воспалительные реакции 

Рисунок 3 - Алгоритмы определения копрологических синдромов. 
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Частоту встречаемости фагочувствительной микрофлоры в микробиоценозах 

кишечника сравнивали у пациентов с нарушением ферментативного пищеварения 

по типу амилорея, стеаторея, креаторея. Выявлено 2-х кратное увеличение частоты 

встречаемости микробиоценозов, с микроорганизмами чувствительными к род-

ственным бактериофагам, у пациентов с нарушением ферментативного пищеваре-

ния. При анализе зависимости между концентрациями масляной кислоты и сум-

марной концентрацией ЛЖК, и долей микрофлоры, чувствительной к бакте-

риофагам, установлено наличие экстремума на значении 10% фагочувствительной 

условно-патогенной микрофлоры к общему количеству условно-патогенной мик-

рофлоры. На основании этих исследований выбран 10% порог, определяющий 

наличие фагочувствительной микрофлоры в микробиоценозе кишечника.  

Таким образом, исследование микробных сообществ микробиоценозов с по-

мощью методов математического моделирования позволяет уточнить параметры и 

критерии оценки микробиоценозов организма, а так же минимизировать ошибку, 

связанную с субъективностью экспертной оценки. 

Система интегральной оценки состояния микробиоценоза биотопов же-

лудочно-кишечного тракта  

Изучение микробиоценозов организма с целью расширения возможностей 

диагностики и прогноза заболеваний требует новых подходов. Необходима систе-

матизация критериев оценки микробиоценозов, унификация параметров и их фор-

мализация для того, чтобы оценить величину и вектор изменений системы микроб-

но-тканевого комплекса. Комплексный подход к оценке микробиоценозов, предло-

женный в исследовании, позволяет интерпретировать реакцию закрытых систем на 

воздействия различных внешних факторов.  

Нами представлена система интегральной оценки микробиоценозов биотопов 

с использованием биотехнологического моделирования нормальных и патологиче-

ских метаболических и метагеномных процессов биотопов ЖКТ (на примере ки-

шечника и ротоглотки). Разработанная нами система интегральной оценки состоя-

ния микробиоценоза биотопов желудочно-кишечного тракта представлена на ри-

сунке 4.  

Как видно, из представленной схемы (Рисунок 4) на микробиоценозы биото-

пов человека оказывают воздействие различные факторы, такие как инфекционные 

заболевания, применение химиотерапии и химиопрепаратов (антибактериальные, 

противовирусные и др. препараты), воздействие неблагоприятных факторов внеш-

ней среды и др. Нами подтверждены выводы исследователей (Кольченко И.И., 

2002, Бельмер С.В., 2005, Шабашова Н.В., 2011, Алешкин В.А. с соавт. 2014) о том, 

что под влиянием эндогенных и экзогенных факторов наблюдаются нарушение 

ферментативного пищеварения и избыточный рост просветной микрофлоры.  

Кроме того, показано, что выявленные нарушения ферментативного пищева-

рения приводят к увеличению в 2 раза встречаемости микроорганизмов, чувстви-

тельных к бактериофагам. В связи с увеличением количества микроорганизмов 

просветной микрофлоры, последняя получает субстратное преимущество перед ин-

дигенной, что приводит к подавлению ее роста. 
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Рисунок 4 - Система интегральной оценки состояния микробиоценозов биотопов ЖКТ. 

Подавление роста индигенной микрофлоры приводит к снижению концен-

траций метаболитов, в основном, масляной кислоты, что было показано на примере 

достоверных отличий концентраций ЛЖК в кале в группе III (3-я степень микро-

биологических нарушений). Снижение концентрации масляной кислоты приводит к 

изменению большинства физиологических функций в организме человека, основ-

ными из которых, являются поддержание гомеостаза, в т.ч. водно–электролитного 

баланса, энергообеспечение колоноцитов, участие в регуляции моторики и иммуно-

коррекции. Эти изменения способствуют снижению колонизационной резистентно-

сти. Нормальная собственная микрофлора кишечника человека является важней-

шим регулятором иммуннологического процесса и индуцирует формирование им-

мунитета в целом всего организма. Дисбиотические изменения в кишечнике могут 

приводить к дефектам развития иммунитета, в частности, нарушениям переключе-

ния синтеза антител класса IgE на IgA (sIgА), стимуляции дифференцировки Тх 

преимущественно в Тх2-клетки. Все изложенное, приводит к развитию патологиче-

ских процессов. 

Изменения метаболомов кишечника под воздействием химиопрепара-

тов на модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза мышей 

С целью изучения изменений метаболома ЖКТ под воздействием химиопре-

паратов проведено математическое моделирование состояния метаболома кишеч-

ника на модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза у мышей (Таблица 1, ди-

зайн 6). Для исследования содержимого кишечника в модели антибиотико-

ассоциированного дисбиоза у мышей применили дискриминантный анализ. 

Факторы  влияющие на микробиоценоз  (эндогенные и экзогенные): инфекции, химиотерапия 

(антибактериальные, противовирусные и др. препараты),  воздействие неблагоприятных фак-

торов внешней среды и др. 

Микробиоценозы открытых и закрытых полостей организма (ЖКТ, УГТ, кожа и 

т.д.) 

Избыточный рост (УПМ,  фаго-

чувствительной и др.) и недоста-

точный рост индигенной  (обли-

гатной, резидентной) микрофло-

ры 

Нарушение фер-

ментативного 

пищеварения  

Изменение ме-

таболической 

активности 

Изменения в системе иммунитета (клеточного и гуморального). 

Диагностика заболеваний 

выявление и локализация 

источника заболеваний 

Персонификация лечения и профи-

лактики  

подбор средств микроэкологиче-

ской коррекции 

Прогноз развития заболеваний ме-

таболического синдрома, эндокрин-

ных нарушений, сердечно-

сосудистых заболеваний и онкологи-

ческих заболеваний 
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Нахождение центроидов в трехмерной проекции дискриминантных функций поз-

волило графически представить величину и направленность метаболических изме-

нений (Рисунок 5).  

Установлено, что самое большое расстояние наблюдается от центроида  

группы N до центроида группы АМЦ, а минимальное – от центроида группы N до 

центроидов групп ПНЗ и МТР (Таблица 1, дизайн 6). Между группами МТР и ПНЗ 

и группами N и ПНЗ не установлено достоверных отличий. Так же нет достоверных 

отличий между группами КЛТ, ЛВЦ и ЦФС. Таким образом, с помощью математи-

ческого моделирования показаны достоверные отличия метаболитных изменений 

микробиоценоза при воздействии антибиотико-, гормоно- и противоопухолевой те-

рапии на модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза мышей.  

 
Рисунок 5 - Распределение центроидов групп и достоверность отличий между группами 

На основании полученных результатов (Рисунок 5) можно сделать вывод, что 

наибольшее влияние на антиметаболическую активность микробиоценоза кишеч-

ника мышей из всего перечня изучаемых препаратов оказывает амоксициллин 

(АМЦ). Для оценки эффективности протективных свойств лактулозы в исследова-

нии ее дозу варьировали от 0 до 20 мг на особь. Полученные результаты эффектив-

ности протективного действия (отношение квадратов расстояний Махалонобиса) 

представлены на графике (Рисунок 6).  

 
Рисунок 6 - Эффективность действия лактулозы рассчитанная на основании квадратов 

расстояний Махалонобиса у разных экспериментальных групп. 

Установлено, что увеличение дозы лактулозы, принимаемой совместно с ан-

тибиотиками, не имеет линейной зависимости. Для дозы 0,5 мг эффективность со-

ставила 5%, для 5 мг – эффект отрицательный (составляет -20%), а при дозе 20 мг – 
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положительный (15%). Максимальный положительный эффект достигается при 

максимальной дозе лактулозы - 20 мг, причем и он не превышает 15%. 

При определении эффективности лактулозы при различных концентрациях 

азитромицина и экспозиции (3 и 6 дней) на модели антибиотико-ассоциированного 

дисбиоза мышей показано, что протективное действие лактулозы на микробиоценоз 

мышей увеличивается на 80% с увеличением количества лактулозы до 20 мг и экс-

позиции до 6 дней.  

Таким образом, дискриминантным анализом концентраций ЛЖК в содержи-

мом кишечника проведена количественная оценка воздействия различных средств 

(антимикробных средств, пробиотиков, пребиотиков и прочих) на микробиоценоз 

кишечника мышей.  

Оценка состояния микробиоценоза ротоглотки пациентов с острыми ре-

спираторными заболеваниями с помощью методов математического модели-

рования 

1. Искусственная нейронная сеть состояния микробиоценозов ротоглотки 

по концентрациям микроорганизмов. Для оценки состояния микробиоценоза рото-

глотки пациентов с острым бронхитом и острой пневмонией применили искус-

ственную нейронную сеть (ИНС). Искусственная нейронная сеть позволяет класси-

фицировать состояния микробиоценозов по концентрациям микроорганизмов, вы-

деленных на задней стенки глотки. Для создания ИНС были отобраны результаты 

бактериологического посева мазков с задней стенки глотки отобранные по 2 груп-

пам ОБ — 17 человек и ОП — 27 (Таблица 1, дизайн 3). На основании полученных 

результатов была разработана  ИНС MLP 37-16-2. Полученная ИНС показала 100% 

корректное разделение групп острый бронхит и острая пневмония, что подтвержда-

ет отличие состава микрофлоры задней стенки глотки при остром бронхите и 

острой пневмонии. 

2. Математическая модель состояния метаболома микробиоценоза рото-

глотки дискриминантным анализом концентраций ЛЖК в слюне. Для математиче-

ской модели метаболической активности микробиоценоза ротоглотки при заболе-

ваниях острый бронхит и острая пневмония использовали дискриминантный ана-

лиз. По результатам дискриминантного анализа определения концентраций ЛЖК в 

слюне в группах ОБ – 17 человек и ОП – 27 человек (Таблица 1, дизайн 3) были рас-

считаны классификационные функции дискриминантного анализа, которые позво-

ляют достоверно (p<0,05) дифференцировать состояния микробиоценоза ротоглот-

ки у пациентов с диагнозом острый бронхит и острая пневмония. При проверке 

правильности классификации решающими правилами линейного дискриминантно-

го анализа групп пациентов с ОБ и ОП были некорректно классифицированы один 

результат в группе ОБ и один результат в группе ОП. Среднее значение точности 

корректной классификации составила 95,45% (Таблица 5).  

Получены линейные классификационные уравнения:  

F1= -6,13238+0,50752×C2-1,15227×C5-3,88032×IC6 

F2=-0,80473+0,113286×C2+1,909195×C5+0,119217×IC6 
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где: C2 – концентрация уксусной кислоты в слюне, ммоль/г; С5 – концентра-

ция валериановой кислоты в слюне, ммоль/г; IC6 – концентрация изокапроновой 

кислоты в слюне, ммоль/г.  
Таблица 5.  

Оценка чувствительности решающих правил (Результаты классификации дискриминант-

ным анализом групп пациентов с ОБ и ОП). 

Группы, заданные для 

классификации 

Доля кор-

ректной 

классифи-

кации, % 

Результаты классификации по группам, чел. 

Острый бронхит 

(ОБ) 
Острая пневмония  

(ОП) 

Острый бронхит (ОБ) 94,12 16 1 

Острая пневмония (ОП) 96,30 1 26 

Итого: 95,45 17 27 

Таким образом, нами получен результат, свидетельствующий о различиях 

между группами ОБ и ОП. При рассмотрении F-критерия и уровня значимости по-

лучили оценку различий между группами. F-критерий между ОБ и ОП группами 

равен 5,20759 (р<0,00001). Полученные классификационные функции позволяют 

эффективно расширить возможности дифференциальной диагностики пациентов со 

схожими симптомами. 

Интегральная оценка изменения микробиоценозов желудочно-

кишечного тракта при заболеваниях различного генеза.  

Интегральная оценка изменений микробиоценозов ЖКТ, вызванных проведе-

нием антимикробной терапии при остром бронхите и острой пневмонии.  

Изучали особенности микробиоценозов ротоглотки и кишечника у пациентов 

с острым бронхитом (группа ОБ) и острой пневмонией (группа ОП) (Таблица 1, ди-

зайн 3). С целью изучения влияния антимикробной и противовирусной терапии, а 

также пробиотикотерапии (синбиотик «Бифидум Мульти») провели сравнительный 

анализ средних значений микробиологических нарушений, частоту встречаемости 

микробиоценозов с присутствием фагочувствительной микрофлоры не более 10% со 

значениями концентраций летучих жирных кислот, находящихся в рамках референс-

ных значений (Таблица 4). Результаты представлены на гистограммах (Рисунок 7). 

 В результате проведенного исследования (Рисунок 7) установили достовер-

ное увеличение среднего значения степени микробиологических нарушений мик-

робиоценоза ротоглотки после антимикробной терапии в группе ОБ и с применени-

ем синбиотика «Бифидум Мульти» (Рисунки 7а, 7в), а так же снижение частоты 

встречаемости микробиоценозов с фагочувствительными микроорганизмами, что 

не отмечается в группе ОП (Рисунки 7а, 7в). Не было достоверных изменений сте-

пени микробиологических нарушений микробиоценоза кишечника в группах ОБ и 

ОП. Наблюдали достоверное увеличение встречаемости фагочувствительной мик-

рофлоры в микробиоценозе группы ОБ, а так же снижение встречаемости микро-

биоценозов со значениями концентраций ЛЖК в кале в рамках референсных значе-

ний (Рисунки 7г, 7д).  

Влияние синбиотика «Бифидум-Мульти» на микробиоценозы при лечении 

острого бронхита можно характеризовать, как положительное, так как в подгруппе 

ОБ+БМ с включением «Бифидум Мульти» в схему лечения, снижается средняя 
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степень микробиологических нарушений ротоглотки и кишечника. Этого не проис-

ходит при отсутствии в схеме лечения «Бифидум Мульти» (Рисунки 7а, б, в).  

 
а) Среднее значение степени микробиологиче-

ских нарушений микробиоценоза ротоглотки  

 
б) Среднее значение степени микробиологиче-

ских нарушений микробиоценоза кишечника 

 
в) Встречаемость микробиоценозов ротоглотки 

без фагочувствительной м/ф,% 

 
г) Встречаемость микробиоценозов кишечника 

без фагочувствительной м/ф,% 

 
д) Встречаемость микробиоценозов кишечника 

без метаболических нарушений,% 

 

Примечание: 

    - До лечения 

    - После лечения (ОБ и ОП) 

     - Применение «Бифидум-Мульти» 

(ОБ+БМ и ОП+БМ) 

* - достоверное отличие от нормы 

# - достоверное отличие значений после 

лечения и применения «Бифидум-Мульти» 

Рисунок 7 - Изменения состояния микробиоценозов кишечника и ротоглотки у пациентов 

групп «ОБ» и «ОП». 

Изучали особенности микробиоценозов ротоглотки и кишечника у пациентов 

с острым бронхитом и острой пневмонией в группах эпизодически болеющие дети 

(ЭБД) и часто болеющие дети (ЧБД) (Таблица 1, дизайн 3). Оценивали влияние ан-

тимикробной и противовирусной и протективного действие синбиотика «Бифидум 

Мульти» на микробиоценоз кишечника и ротоглотки. Сравнивали средние значения 

микробиологических нарушений и частоту встречаемости микробиоценозов с при-

сутствием фагочувствительной микрофлоры не более 10% со значениями концен-

траций летучих жирных кислот, находящихся в рамках референсных значений 

(Таблица 4). Результаты представлены на гистограммах (Рисунок 8). 
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а) Среднее значение степени микробиологи-

ческих нарушений микробиоценоза рото-

глотки 

 

б) Среднее значение степени микробиоло-

гических нарушений микробиоценоза ки-

шечника 

 

 

в) Встречаемость микробиоценозов рото-

глотки без фагочувствительной м/ф,% 

 

г) Встречаемость микробиоценозов ки-

шечника без фагочувствительной м/ф,% 

 

 

д) Встречаемость микробиоценозов кишеч-

ника без метаболических нарушений,% 

 

Примечание: 

    - До лечения 

    - После лечения (ЭБД и ЧБД) 

     - Применение Бифидум Мульти 

(ЭБД+БМ и ЧБД+БМ) 

* - достоверное отличие от нормы 

# - достоверное отличие значений после 

лечения и применения Бифидум Мульти 

Рисунок 8 - Изменения состояния микробиоценозов ротоглотки и кишечника в группах 

«ЭБД» и «ЧБД». 

На гистограммах (Рисунки 8а, 8б, 8д) представлены данные, которые показы-

вают влияние проводимой антибактериальной терапии на средние значения степе-

ней микробиологических нарушений ротоглотки и кишечника, а так же на частоту 

встречаемости значений концентраций ЛЖК в кале в рамках референсных значе-
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ний. Увеличивается средняя степень микробиологических нарушений микробиоце-

ноза ротоглотки для группы ЧБД и средняя степень микробиологических наруше-

ний микробиоценоза кишечника в группе ЭБД. В группе ЭБД снижается частота 

встречаемости микробиоценозов ротоглотки без фагочувствительной микрофлоры 

и микробиоценозов кишечника без метаболических нарушений. Для группы ЧБД 

увеличивается частота встречаемости микробиоценозов кишечника без метаболи-

ческих нарушений. Назначение в схему лечения «Бифидум Мульти» способствует 

снижению средней степени микробиологических нарушений для микробиоценозов 

кишечника и ротоглотки в подгруппе ЧБД (Рисунки 8а, 8б). В подгруппе ЭБД 

включение в схему «Бифидум Мульти» не приводит к снижению частоты встреча-

емости микробиоценозов кишечника без метаболических нарушений (Рисунок 8д).  

Результаты исследования микробиоценозов у пациентов с онкологическим 

анамнезом (Таблица 1, дизайн 5) представлены на рисунке 9.  

 
а) Встречаемость пациентов с микробио-

ценозами кишечника без нарушений фер-

ментативного пищеварения,%  

 
б) Средние значения степени микробиоло-

гических нарушений микробиоценозов 

кишечника 

 

 
в) Встречаемость микробиоценозов рото-

глотки без метаболических нарушений,% 

 
г) Встречаемость микробиоценозов ки-

шечника без метаболических нарушений,% 

Примечание:     - До лечения    - После лечения     - Применение «Бифидум-Мульти» 

* - достоверное отличие от нормы # - достоверное отличие значений после лечения (ОА)  

и применения «Бифидум-Мульти» (ОА+БМ) 

Рисунок 9 - Изменения состояния микробиоценозов ротоглотки и кишечника пациентов 

группы «онкологический анамнез» 

В результате оценки нарушения микробиоценозов у пациентов с онкологиче-

ским анамнезом (Таблица 1, дизайн 5) (Рисунок 9) наблюдали увеличение частоты 

встречаемости нормального копросиндрома (Рисунок 9а), микробиоценозов с нор-
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мальными значениями концентраций ЛЖК в слюне (Рисунок 9в). В подгруппе ОА 

+ БМ, в схему профилактических мероприятий которых включали «Бифидум 

Мульти», наблюдали снижение средней степени микробиологических нарушений 

микробиоценоза кишечника (Рисунок 9б) и снижение частоты встречаемости мик-

робиоценозов с концентрацией ЛЖК в кале (Рисунок 9г) в рамках референсных 

значений. Таким образом, обнаружено положительное влияние синбиотика на мик-

робиоценоз кишечника. 

Результаты оценки влияния профилактических мероприятий на состояние 

микробиоценоза кишечника пациентов, проходивших типовую программу меди-

цинской реабилитации после лечения хронического гастродоуденита (Таблица 1, 

дизайн 4) представлены на рисунке 10.  

 

а) Встречаемость пациентов с микробио-

ценозами кишечника без нарушений фер-

ментативного пищеварения,%  

 

б) Средняя степень микробиологических 

нарушений микробиоценозов кишечника  

 

в) Встречаемость микробиоценозов кишеч-

ника без метаболических нарушений,% 

Примечание: 

    - До лечения 

    - После лечения (ГД) 

     - Применение Нормоспектрум (ГД+НС) 

* - достоверное отличие от нормы 

# - достоверное отличие значений после 

лечения и применения Нормоспектрум 

Рисунок 10 - Изменения состояния микробиоценозов кишечника у пациентов группы «Га-

стродоудениты». 

На графиках отмечается положительный эффект от включения в схему меди-

цинской реабилитации синбиотика «Нормоспектрум», так как в этой группе паци-

ентов (ГД+НС) отмечается достоверное снижение средней степени микробиологи-

ческих нарушений микрофлоры кишечника (Рисунок 10б). Так же в группе ГД+НС 

не отмечается снижение частоты встречаемости микробиоценозов с нормальным 

копрологическим синдромом (рисунок 10а), которое наблюдается для группы ГД 

(Рисунок 10а).  
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Разработка методики оптимизации состава пробиотических препаратов 

по их метаболическим профилям на модели антибиотико-ассоциированного 

дисбиоза у мышей 
С целью решения задачи индивидуального подбора консорциума штаммов 

лактобацилл для микроэкологической коррекции микробиоценоза желудочно-

кишечного тракта на модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза у мышей 

разработан и апробирован метод «Оптимизации состава пробиотических препара-

тов по его метаболическому профилю» в зависимости от применяемого антимик-

робного препарата. Культивирование моновидовых и двухвидовых композиций 

проводили по методике, описанной в таблице 1, дизайн 7. В двухвидовых компози-

циях учитывали концентрации тех летучих жирных кислот, значения которых до-

стоверно превышали значения ЛЖК моновидовых композиций.  Например, для 

композиции L. casei - L. plantarum равной  3:1 увеличивается концентрация пропио-

новой кислоты в питательной среде, а для композиции с соотношением количества 

L. acidophilus NK-1 - L. plantarum равной  1:3 увеличиваются концентрации уксус-

ной, масляной, извалериановой, валериановой и изокапроновой кислот. Всего было 

отобрано 14 композиций, в которых достоверно увеличивались концентрации ЛЖК.  

Таким образом, есть возможность проектирования пробиотических препара-

тов на основе двухвидовых консорциумов с возможностью компенсации набора 

конкретных ЛЖК, снижение концентраций которых в организме может быть выз-

нано дисбиотическими нарушениями ятрогенного генеза.  

С целью персонализации микроэкологической коррекции сопоставили набо-

ры летучих жирных кислот, концентрации которых увеличивались в двухвидовых 

композициях и снижались в кишечнике на фоне приѐма антимикробных, противо-

опухолевых и гормональных препаратов.  Исследование концентраций ЛЖК в со-

держимом кишечника проводили на модели антибиотико-ассоциированного дисби-

оза у мышей. Дефицит концентраций ЛЖК в содержимом кишечника мышей оце-

нивали относительно контрольной группы (дизайн 6).  

Оптимальный считается консорциум с наибольшим числом совпадений де-

фицитных концентраций ЛЖК в модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза и 

избыточных ЛЖК в консорциумах штаммов лактобацилл. Результаты изучения 

эффективности применения индивидуально составленных  консорциумов штаммов 

лактобацилл на фоне приема антибиотиков представлены в таблице 6.  
Таблица  6.  

Эффективность применения индивидуальных консорциумов штаммов лактобацилл при примене-

нии антибиотиков по соответствию концентраций ЛЖК 

Состав консорциума 
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L. acidophilus NK-1 L. plantarum   1:3 4 4 3 3 2 1 1 0 

L. acidophilus К3Ш24 L. casei   2:1 4 3 2 2 2 1 1 0 

L. acidophilus NK-1 L. plantarum   1:2 3 3 3 3 2 2 1 1 

L. acidophilus 100аш  L. plantarum   1:2 2 3 3 3 2 2 0 1 

L. acidophilus 100аш  L. plantarum   3:1 2 3 3 3 2 2 0 1 
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Таблица  6. (Продолжение) 

Эффективность применения индивидуальных консорциумов штаммов лактобацилл при примене-

нии антибиотиков по соответствию концентраций ЛЖК 

Состав консорциума 
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L. casei  L. plantarum   1:2 2 3 3 3 2 2 0 1 

L. acidophilus К3Ш24 L. casei   1:1 3 2 1 1 1 0 1 0 

L. acidophilus К3Ш25 L. plantarum   3:1 2 3 3 3 2 2 0 1 

L. acidophilus К3Ш26 L. plantarum   1:1 2 2 1 2 1 1 0 0 

L. acidophilus К3Ш27 L. plantarum   1:2 1 2 2 2 1 1 0 0 

L. acidophilus К3Ш28 L. plantarum   2:1 2 2 1 2 1 1 0 0 

L. acidophilus NK-1 L. plantarum   1:1 2 1 1 0 1 0 1 0 

L. acidophilus NK-2 L. plantarum   2:1 2 1 1 0 1 0 1 0 

L. casei  L. plantarum   3:1 1 1 1 1 1 1 0 1 

Эффективность, % 67 67 60 60 67 100 50 100 

Примечание: Максимальные значения выделены полужирным курсивом 

Из таблицы 6 видно, что максимальная эффективность компенсации дефици-

та  ЛЖК при действии азитромицина наблюдается у 5-ти различных композиций. 

Число композиций максимально эффективно компенсирующих действие преднизо-

лона 6. Компенсация  дефицита ЛЖК при применении цефексима и амоксициллина 

возможна только на 67%. 

Заключение. 

Предложена система интегральной оценки микробиоценозов биотопов ки-

шечника и ротоглотки с помощью объединения различных критериев характеризу-

ющих микробиоценоз, как закрытую биологическую систему. Получены референс-

ные значения для концентрации летучих жирных кислот, разработаны и представ-

лены алгоритмы определения нарушения ферментного пищеварения, впервые от-

мечены зависимость нарушений ферментативного пищеварения и появления фаго-

чувствительной микрофлоры в кишечнике.  

Результаты данной работы позволяют оценивать нарушения состояния мик-

робиоценозов при воздействии на них химиопрепаратов, а так же положительные 

тенденции при проведении микроэкологической коррекции. При оценке метаболо-

ма микробиоценоза на модели антибиотико-ассоциированного дисбиоза у мышей с 

помощью дискриминантного анализа определены глубина и вектор изменения си-

стемы, рассчитаны эффективность дозы и экспозиции для протективного действия 

лактулозы. Предложен метод оптимизации состава пробиотических препаратов по 

их метаболическим профилям на основе сравнения профицита концентраций ЛЖК 

в консорциумах лактобацилл и дефицита их концентраций в содержимом кишечни-

ка при применении антимикробных средств. 

Выводы 

1. Впервые разработаны алгоритмы, позволяющие выявить ахолию, ахилию, гни-

лостную и бродильную диспепсию, энтеральный синдром, замедленный тран-
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зит, колит и другие типы нарушений ферментативной активности и перевари-

вающей способностей желудка и кишечника по копрологическому исследова-

нию.  

2. Впервые разработаны математические модели для классификации микробиоце-

нозов кишечника и ротоглотки по степеням микробиологических нарушений. 

Определены и обоснованы: референсные значения концентраций летучих жир-

ных кислот в кале; критерии избытка фагочувствительной микрофлоры в мик-

робиоценозах, и определено их референсное значение — 10%. 

3. На базе биотехнологических методов сформирована и предложена система ин-

тегральной оценки, включающая тип и глубину изменений микробиоценоза под 

действием различных факторов (инфекции, антибактериальные, противовирус-

ные и др. препараты, неблагоприятные факторы внешней среды и др).  

4. С помощью методов математического моделирования на лабораторной модели 

антибиотико-ассоциированного дисбиоза у мышей показаны достоверные от-

личия  метаболитных изменений микробиоценоза кишечника при антибиотико-, 

гормоно- и противоопухолевой терапии. Рассчитаны дозы (20 мг/мышь) и дли-

тельность приема лактулозы (6 суток), обеспечивающие сохранность нормоце-

ноза желудочно-кишечного тракта. 

5. Разработаны и предложены математические модели состояния микробиоценоза 

ротоглотки и его метаболома на базе искусственных нейронных сетей и линей-

ных дискриминантных функций при остром бронхите и острой пневмонии.   

Получены классификационные правила линейного дискриминантного анализа 

концентраций летучих жирных кислот в слюне, которые позволяют корректно 

дифференцировать микробиоценозы с точностью при остром бронхите — 

94,12%, при острой пневмонии —96,3%, среднее значение точности — 95,45%.  

Дифференцирование микробиоценозов при остром бронхите и острой пневмо-

нии на базе искусственной нейронной сети MLP 37-16-3 проводится с точно-

стью 100%. 

6. С помощью интегральной системы проведена оценка микробиоценозов желу-

дочно-кишечного тракта у пациентов с бронхолегочной патологией, с онкопа-

тологией и с заболеваниями желудочно-кишечного тракта. 

Определена эффективность микроэкологической коррекции синбиотиками 

«Бифидум Мульти» и «Нормоспектрум». Показано, что у пациентов с бронхо-

легочной патологией снижается средняя степень микробиологических наруше-

ний ротоглотки (с 2,00 до 1,58) и кишечника (с 0,89 до 0,57). Получен на фоне 

применения «Бифидум Мульти» наиболее выраженный протективный эффект 

по изменениям степени микробиологических нарушений микробиоценоза рото-

глотки у частоболеющих (с 1,78 до 1,00) в сравнении с эпизодически болеющи-

ми детьми (с 1,75 до 1,57). У пациентов с онкопатологией на фоне применения 

«Бифидум Мульти» уменьшается число случаев нарушения ферментативного 

пищеварения (с 68 до 50%), а так же средняя степень микробиологических 

нарушений (с 1,50 до 0,89). Установлено, что у пациентов с заболеваниями же-

лудочно-кишечного тракта на фоне применения «Нормоспектрум» происходит 

снижение числа случаев нарушения ферментативного пищеварения (с 30 до 

25%). 
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7. Предложено проводить персонифицированную микроэкологическую коррек-

цию микробиоценозов пациентам, получающими терапию антимикробными, 

противоопухолевыми и гормональными средствами и имеющим дефицит лету-

чих жирных кислот в кишечнике. Определены некоторые варианты содержа-

ния/состава различных штаммов лактобацилл на примере следующих видов 

Lactobacillus acidophilus НК-1, К3Ш24, 100АШ, а так же Lactobacillus plantarium 

и Lactobacillus casei в соотношениях 1:3, 1:2;1:1; 2:1; 3:1 в пробиотических пре-

паратах в зависимости от применяемых химиопрепаратов (амоксициллин,  це-

фаликсим, левофлоксацин, кларитромицин, фосфомицин, азитромицин, мето-

трексат, преднизолон). 

Практические рекомендации. 

1. Для повышения эффективности диагностики и оптимизации схем лечения 

дисбиозов желудочно-кишечного тракта рекомендуется использовать ком-

плексный анализ микрофлоры кишечника, включающий определение концен-

траций летучих жирных кислот, бактериологический анализ кала и копрограм-

му, и комплексный анализ микрофлоры ротоглотки, включающий определение 

концентраций летучих жирных кислот, бактериологический анализ мазка с зад-

ней стенки глотки. 

2. При оценке результатов комплексного анализа микрофлоры кишечника реко-

мендуется учитывать следующие референсные значения оценки концентраций 

летучих жирных кислот в кале: суммарный уровень летучих жирных кислот — 

не менее 59,74 ммоль/г; концентрации масляной кислоты — не менее 4,97 

ммоль/г; структурного индекса — не менее 0,5; индексом изокислот — не более 

0,66; соотношением ЛЖК  уксусной кислоты не более 74,78%; пропионовой не 

менее 16,49%; масляная не менее 9,96.  

3. Предлагается при оценке дисбиозов желудочно-кишечного тракта использовать 

критерий избытка чувствительной микрофлоры к бактериофагам, составляю-

щей 10% от суммарного количества микроорганизмов в кале, наличие которого 

свидетельствует о дисбиотических измененях с возможностью их коррекции 

бактериофагами. 

4. При создании средств пробиотической терапии для повышения протективного 

эффекта рекомендуется учитывать синергетический эффект метаболической ак-

тивности двух видов лактобацилл и подбирать их оптимальное соотношение в 

зависимости от применяемых химиопрепаратов. 

Перспективы дальнейшей разработки темы 

Дальнейшее внедрение методов математического моделирования состояния 

микробиоценозов ротоглотки позволяет  эффективно расширять возможности диф-

ференциальной диагностики социально-значимых и многих других заболеваний, 

связанных с микробиоценозом респираторного тракта, таких как туберкулез, диф-

терия, грипп и.т.д. Учитывая, репрезентативность, оперативность получения ре-

зультатов анализов и низкие трудозатраты, в перспективе математическое модели-

рование состояния метаболома микробиоценоза ротоглотки могут являться доступ-

ными методами экспресс-диагностики и позволят проводить скрининг больших 

групп населения,  подверженных риску инфицирования.  
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Применение метода «Оптимизации состава пробиотических препаратов по 

их метаболическим профилям» позволит дополнить имеющиеся схемы лечения ан-

тимикробными, противовирусными и другими препаратами средствами микроэко-

логической коррекции, разработанными с учетом индивидуальных особенностей 

химиопрепарата. 
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Список сокращений. 

АМЦ – группа мышей, на которой исследуют влияние амоксициллина 

АЗТ - группа мышей, на которой исследуют влияние азитромицина 

БАД — биологически активные добавки  

БМ – синбиотик  Бифидум - Мульти 

ГЖХ – газожидкостная хроматография 

ГД – группа обследуемых «Гастродоудениты» 

ГМС — гидролизатно-молочная среда  

ГС – группа сравнения 

ЖКТ – желудочно-кишечный тракт 

ЗСГ – задняя стенка глотки 

ИИ – индекс изокислот (отношение сумм концентраций изокислот к сумме линейных форм) 

ИНС — искусственная нейронная сеть 

КДЦ – консультационно-диагностический центр 

КЛТ - группа мышей, на которой исследуют влияние кларитромицина 

ЛВЦ - группа мышей, на которой исследуют влияние левофлоксацина 

ЛЖК – летучие жирные кислоты 

ЛКФ — линейные классификационные функции 

МРС — Агар Ман, Рогоза, Шарп  

МТР - группа мышей, на которой исследуют влияние метотрексата 

НС – синбиотик «Нормаспектрум» 

ОА – группа обследуемых с онкологическим анамнезом 

ОБ – острый бронхит 

ОП – острая пневмония 

ОРЗ — острые респираторные заболевания 

ОРИТ – отделение реанимации и интенсивной терапии 

ОУ – (общий уровень) суммарная концентрация ЛЖК ммоль/г 
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ПНЗ - группа мышей, на которой исследуют влияние преднизолона 

СИ – структурный индекс (отношение суммы пропионовой, масляной, валериановой, капроно-

вой и изокислот к уксусной) 

ФМЦ - группа мышей, на которой исследуют влияние фосфомицина 

ЦФС - группа мышей, на которой исследуют влияние цефиксима 

ЧБД – часто болеющие дети 

ЭБД – эпизодически болеющие дети 

С2 — концентрация уксусной кислоты, ммоль/г 

С3 — концентрация пропионовой кислоты, ммоль/г 

iС4 — концентрация изомасляной кислоты, ммоль/г 

С4 — концентрация масляной кислоты, ммоль/г 

iС5 — концентрация изовалериановой кислоты, ммоль/г 

С5 — концентрация валериановой кислоты, ммоль/г 

iС6 — концентрация изокапроновой кислоты, ммоль/г 

С6 — концентрация капроновой кислоты, ммоль/г 

С2% - доля уксусной кислоты в сумме уксусной, пропионовой и масляной кислот, % 

С2% - доля пропионовой кислоты в сумме уксусной, пропионовой и масляной кислот, % 

С2% - доля масляной кислоты в сумме уксусной, пропионовой и масляной кислот, %  

N – группа нормы, 

IgA – иммуноглобулины класса А 

IgE – иммуноглобулины класса Е 

sIgА – секреторный иммуноглобулин класса А 

I – 1 степень микробиологических нарушений 

II – 1 степень микробиологических нарушений 

III – 1 степень микробиологических нарушений 


