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Аннотация. Изучение биоразнообразия микробиоты толстой кишки у жителей Арктических регионов 
представляет сегодня особый интерес. Сочетание культуральных и молекулярно-генетических методик позво­
ляет полноценно оценить спектр микробиоты. Цель исследования -  оценить характер микробиоты толстой кишки 
у молодых здоровых жителей г. Архангельска. Исследованы фекалии здоровых жителей г. Архангельска (п = 43). 
Анализ характера микробиоты проводили культуральным методом и полимеразной цепной реакцией (ПЦР) 
с определением 33 показателей. По данным ПЦР у 100 % обследуемых отмечали дефицит лактобактерий, Rose- 
buria inulinivorans -  20,9 %, Blautia spp. -  72,1 %, Agathobacter rectalis -  37,2 %, E. coli -  60,46 %, а также избыток 
Fusobacterium nucleatum -  в 16,28 % случаев, Streptococcus spp. -  13,95 %, Acinetobacter spp. -  6,97 %, условно­
патогенных представителей порядка Enterobacteriales -  в 32,58 %. По результатам культурального метода иссле­
дования регистрировали дефицит лактобактерий в 97,67 % случаев, энтерококков -  51,16 %, бактероидов -  
27,91 %, типичной (лактоза+) Е. coli -  72,09 %, бифидобактерий -  13,95 %, а также выявление избытка Klebsiella 
spp. -  в 32,58 %, Staphylococcus aureus -  4,65 %. Среднее количество лактобактерии, зарегистрированных куль­
туральным методом составило 4,81 lg КОЕ/г, энтерококков -  5,0 lg КОЕ/г, S. aureus -  5,12 lg КОЕ/г, К. Pneumo­
nia -  4,75 lg КОЕ/г, К. oxytoca -  5,62 lg КОЕ/г, Е. coli -  6,52 lg КОЕ/г, Bifidobacterium spp. -  9,0 lg КОЕ/г, Вас- 
teroides spp. -  9,0 lg КОЕ/г. Статистически значимые различия в определении микроорганизмов были обнару­
жены в отношении Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. (p < 0,001). Таким 
образом, культуральным и мо леку лярно-генетическим методами исследования нами выявлен дисбаланс микро­
биоты толстой кишки у здоровых жителей г. Архангельска.
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Abstract. The study of the biodiversity of the colon microbiota in residents of the Arctic regions is currently of 
particular interest. The combination of cultural and molecular genetic methods allows for a comprehensive assessment of 
the microbiota spectrum. Purpose of the study -  to assess the colon microbiota in young, healthy residents of Arkhangelsk. 
The material for the study was feces from healthy residents (n = 43). Analysis of the nature of the microbiota was carried 
out using cultural methods and PCR with the determination of 33 indicators. Research results. According to PCR data, 
100 % of the subjects had a deficiency of lactobacilli; Roseburia inulinivorans was present in 20.9 %, Blautia spp. in
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72.1 %, Agathobacter rectalis in 37.2 %, E. coli in 60.46 %, and there was an excess of Fusobacterium nucleatum in 
16.28% of cases, Streptococcus spp. in 13.95 %, Acinetobacter spp. in 6.97 %, and opportunistic representatives of the 
order Enterobacteriales in 32.58 %. According to the results of the cultural research method, a deficiency of lactobacilli 
was recorded in 97.67 % of cases, enterococci in 51.16 %, Bacteroides in 27.91 %, typical (lactose +) E. coli in 72.09 %, 
bifidobacteria in 13.95 %, as well as detection of an excess of Klebsiella spp. in 32.58 % and Staphylococcus aureus in 
4.65%. The average amount of lactobacilli by the cultural method was 4.81 lg CFU/g, Enterococci 5.0 lg CFU/g, S. aureus 
5.12 lg CFU/g, K. pneumoniae 4.75 lg CFU/g, K. oxytoca 5.62 lg CFU/g, E. coli 6.52 lg CFU/g, Bifidobacterium spp. 
9.0 lg CFU/g, and Bacteroides spp. 9.0 lg CFU/g. Statistically significant differences in the identification of 
microorganisms were found for Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., and Bacteroides spp. (p < 
0.001). An imbalance of the colon microbiota in healthy residents of Arkhangelsk was revealed through cultural and 
molecular genetic research methods.
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Введение. Микроорганизмы заселяют основные биотопы организма человека. Наиболее изучае­
мым из них является толстая кишка, которая содержит до 1014 микробных клеток, предположительно 
около 2 кг составляет общий вес бактерий в организме человека [1]. Приблизительно тысячу видов 
бактерий, которые по большей части являются анаэробами, можно обнаружить в кишечнике. Кроме 
того, таксономический состав микробного сообщества данного биотопа различен у здоровых людей. 
При этом на продолжении всей жизни человека микробиота здоровых людей остается относительно 
стабильной. Имеется ряд факторов, способных оказывать воздействие на ее состав, -  способ рождения, 
генетические особенности человека, возраст, регион проживания, прием антимикробных и пробиоти­
ческих препаратов, стресс и характер питания [2].

Хорошо изучены возрастные особенности микробиоты [3], влияния антимикробных препаратов 
и состав микробиоты на фоне приема пробиотиков [4]. Имеются данные о том, как может меняться 
микробиота толстой кишки при различных диетах (западной, веганской, вегетарианской) [5], отдель­
ных продуктов питания [6]. Географические особенности микробиома описаны во многих работах, од­
нако большая их часть сфокусирована на жителях азиатских стран, Европы и США [7]. Мало инфор­
мации представлено относительно микробиоты толстой кишки у здоровых жителей России, в свою 
очередь, еще меньше трудов, затрагивающих Арктическую зону.

Арктическая зона Российской Федерации характеризуется суровыми природно-климатическими 
условиями, повышенной электромагнитной активностью, фотопериодизмом, несбалансированным пи­
танием и особым составом питьевой воды. В Арктике широко распространены стрессорные факторы -  
токсиканты, экстремальные условия окружающей среды, изменения питания и физической активно­
сти. Всё это приводит к изменению состава, функции и метаболической активности микробиоты тол­
стой кишки [8, 9]. С учетом вышесказанного исследование особенностей функционирования организма 
человека в районах Крайнего Севера является актуальным.

Цель -  оценить характер микробиоты толстой кишки у здоровых жителей г. Архангельска с ис­
пользованием двух методов: бактериологического и молекулярно-генетического (полимеразная цеп­
ная реакция, полимеразная цепная реакция (ПЦР)).

Материалы и методы исследования. Материалом для проведения анализа послужили фекалии. 
Изучение кишечной микробиоты проводили у 43 здоровых лиц (14 мужчин и 29 женщин) в возрасте 
от 18 до 45 лет (молодой возраст по классификации Всемирной организации здравоохранения). В вы­
борку вошли студенты и сотрудники ФГБОУ ВО «Северный государственный медицинский универ­
ситет» (г. Архангельск) Минздрава России. Дизайн исследования -  поперечное. Работа выполнена в со­
ответствии с этическими нормами Хельсинкской декларации Всемирной медицинской ассоциации 
(1964 и 2004 гг.), при наличии письменного добровольного информированного согласия всех участни­
ков исследования и с учетом специально разработанных критериев. Критериями исключения стали: 
употребление антимикробных или пробиотических препаратов в течение трех месяцев до момента за­
бора биоматериала, отклонение индекса массы тела от нормы, наличие аутоиммунных, аллергических, 
эндокринных, воспалительных или инфекционных заболеваний, злокачественных новообразований. 
Работа одобрена этическим комитетом Северного государственного медицинского университета (про­
токол № 07/09-22 от 28.09.2022).
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Согласно отраслевому стандарту [10] и приказу № 298н «Об утверждении Порядка диагностики 
состояния микробиоты, осуществления мер по сохранению или восстановлению нормальной микро­
биоты человека» для оценки состава микробиоты были проведены культуральный и молекулярно-ге­
нетический методы исследования, позволяющие установить ее качественный и количественный со­
ставы. Перед проведением исследования все участники были проинформированы о правилах подго­
товки к бактериологическому исследованию. Нарушение преаналитического этапа культурального ме­
тода исследования являлось критерием исключения участника из исследования. Время доставки мате­
риала в лабораторию составляло не более 2 ч.

После получения материала его сразу же сеяли на соответствующие питательные среды для ана­
лиза культивируемых микроорганизмов. Анализ биоразнообразия просветной микробиоты толстой 
кишки проводили в соответствии с отраслевым стандартом и информационным письмом «Совершен­
ствование методов диагностики дисбактериоза толстого кишечника» [11]. Образец фекалий (0,5 г) раз­
водили 4,5 мл стерильным физиологическим раствором, отбирая 0,5 мл содержимого пробирки стериль­
ной пипеткой для приготовления разведений до 10 ". Посев на соответствующие плотные питательные 
среды (табл. 1) осуществляли бактериологической петлей диаметром 3 мм (0,03 мл). В другие среды (агар 
Шадлера, бифидум-среда, железосодержащий сульфитный агар) после расплавления и охлаждения 
до 40° С добавляли по 1,0 мл соответствующего разведения (табл. 1) с помощью стерильной пипетки. 
В течение 48-72 ч осуществляли инкубирование посевов в термостате при 37° С, при этом чашки с пи­
тательной средой для культивирования лактобактерий были помещены в атмосферу 5 % СО: на 48 ч. 
Результаты культурального исследования микробиоты выражали в lg КОЕ/г.

Идентификацию микроорганизмов осуществляли по морфологическим, культуральным и биохи­
мическим свойствам.

Морфологические особенности изучали после окраски по методу Грама, просматривая мазки 
с помощью светового микроскопа с объективом 100/ (1,25 oil). По характеру роста на питательных 
средах проводили оценку культуральных свойств микроорганизмов. С помощью бульонной основы 
с феноловым красным (Conda «Pronadisa», Испания) и дисков для определения ферментации углеводов 
(Himedia, Индия) оценивали биохимическую активность согласно справочнику [12]. Для изучения фер­
ментативной активности представителей Enterobacteriales были использованы: агар Клиглера 
для определения глюкозы и лактозы, сероводорода, Sim среда (Conda «Pronadisa», Испания) -  суль­
фида, индола и подвижности, цитратный агар Симмонса (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) -  анаболизм 
цитратов. Кроме того, для видового определения энтеробактерий использовали СПБ (набор реагентов 
№ 2 «Микроген», Россия). Идентификацию грибов рода Candida осуществляли по способности фер­
ментировать глюкозу, лактозу, сахарозу, мальтозу, трегалозу.

Таблица 1. Посев разведений фекалий на питательные среды 
___________ Table 1. Sowing feces for nutrient media__________

Питательная среда (производитель) Микроорганизмы Разведения
КГ1 КГ3 К)-5 10-7 10-9

MRS среда
(Conda «Pronadisa», Испания) Лактобактерии (лактобациллы) + + +

Агар с фенилаланином 
(Conda «Pronadisa», Испания) Протей +

Агар Шадлера
(Conda «Pronadisa», Испания) Бактероиды + +

Бифидум-среда
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) Бифидобактерии + +

Железосодержащий сульфитный агар 
(Himedia, Индия) Клостридии + +

Кровяной агар (5 %)
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск)

Г емолитические 
микроорганизмы

+ + +

Маннит-солевой агар 
(Conda «Pronadisa», Испания) Золотистый стафилококк + +

Сабуро декстрозный агар 
(Conda «Pronadisa», Испания) Дрожжеподобные грибы + +

Среда Эндо
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) Энтеробактерии + + +

Энтерококк-агар
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) Энтерококки + + +
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Также было проведено молекулярно-генетическое исследование. Выделение дезоксирибонукле­
иновой кислоты (ДНК) из фекалий проводили по инструкции с помощью комплекта реагентов («ДНК- 
сорб-В», AmpliSens, Россия). Длительность хранения очищенных проб ДНК в замороженном виде при 
минус 20° С не превышала более 1 месяца.

На амплификаторе «ДТлайт-48» (ООО «ДНК-технология», Россия) проводилась ПЦР в режиме 
реального времени с использованием набора реагентов «Колонолор-16 премиум» (ООО «АльфаЛаб», 
Россия). Набор позволяет выявить общую бактериальную массу, соотношение В. fragilis / F. prausnitzii 
и 31 представителя микроорганизмов из семи типов: Acinetobacter spp., Agathobacter rectalis, 
Akkermansia muciniphila, Bacteroides spp., Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium spp., Blautia spp., 
Candida spp., Citrobacter spp., Clostridioides difficile, Clostridium perfringens, Enterobacter spp., 
Enterococcus spp., Escherichia coli enteropathogenic, Escherichia coli, Faecalibacterium prausnitzii, 
Fusobacterium nucleatum, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumonia, Lactobacillus spp., Methanobrevibacter 
smithii, Methanosphaera stadmanae, Parvimonas micra, Prevotella spp., Proteus vulgaris /  mirabilis, 
Roseburia inulinivorans, Ruminococcus spp., Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococcus aureus, 
Streptococcus spp. Количественное содержание микроорганизмов выражали в lg КОЕ/г.

Статистическая обработка полученных результатов была проведена с помощью пакета программ 
для статистической обработки данных STATA v.14 (College Station, ТХ: StataCorp LP., USA). Катего­
риальные переменные представлены в виде долей (в %), количественные -  с помощью медианы и квар­
тилей (Ql, Q3). С помощью критерия Шапиро -  Уилка оценивали нормальность распределения вы­
борки. Для анализа различий между группами был использован критерий Вилкоксона, для оценки кор­
реляции -  критерий Спирмена. Силу связи определяли по значению коэффициента корреляции: силь­
ная -  от 0,7 до 0,99; средняя -  от 0,3 до 0,69, слабая -  от 0,01 до 0,29 [13]. Критический уровень стати­
стической значимости составил р  < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Частота встречаемости изучаемых представителей толстой кишки 
у 43 обследуемых методом ПЦР представлена в таблице 2. Данные сравнивали с референсными значе­
ниями, предложенными производителем набора реагентов («Колонолор-16 премиум», ООО «Альфа­
Лаб», Россия).

Среди 31 представителя микробиоты, определяемого с использованием набора «Колонофлор-16. 
Премиум», 11 относились к типу Bacillota (ранее Firmicutes), 10 -  Pseudomonadota (ранее 
Proteobacteria), 3 -  Bacteroidota (ранее Bacteroidetes), по 1 представителю типов Fusobacteriota (ранее 
Fusobacteria), Verrucomicrobiota (Verrucomicrobia) mActinomycetota (Actinobacteria). Тип Euryarchaeota 
представлен двумя видами. Mycobiota включала определение типа Ascomycota -  Candida spp.

Некоторые представители были в пределах референсных значений: Enterococcus spp., Faecali­
bacterium prausnitzii, Ruminococcus spp., Bacteroides thethaiotaomicron, Akkermansia miniciphila, Meth­
anobrevibacter smithii.

He было обнаружено патогенных представителей Escherichia coli enteropathogenic, Salmonella 
spp., Shigella spp., также не выявлены Clostridium perfringens, Proteus vulgaris /  mirabilis, Parvimonas 
micra и грибы рода Candida.

Таблица 2. Частота дисбиотических проявлений при анализе представителей микробиоты толстой кишки
у жителей г. Архангельска (%) по данным ПЦР

Table 2. The frequency dysbiotic manifestations during analysis of representatives of the colon microbiota 
___________________________in residents of Aridiangelsk (%) according to PCR data___________________________

Класс Порядок Семейство Род / вид
Дисбиотические про­

явления
дефицит избыток

Тип Bacillota (ранее Firmicutes)

Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus spp. 100
Streptococcaceae Streptococcus spp. 13,95

Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus aureus 4,65

Clostridia Eubacteriales

Clostridiaceae Clostridioides difficile 2,33

Lachnospiraceae

Roseburia inulinivorans 20,93 11,63
Blautia spp. 72,1
Agathobacter rectalis 
(Eubacterium rectale) 37,2
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Продолжение табл. 2

Класс Порядок Семейство Род / вид
Дисбиотические про­

явления
дефицит избыток

Тип Bacteroidota (ранее Bacteroidetes)

Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides spp. 4,66
Prevotellaceae Prevotella spp. 6,97

Тип Pseudomonadota (ранее Proteobacteria)

Gammaproteobact
eria

Enterobacteriales Enterobacteriaceae

Citrobacter spp. 2,33
Enterobacter spp. 23,26
Klebsiella pneumoniae 4,66
Klebsiella oxytoca 2,33
Escherichia coli 60,46

Morctxellales Moraxellaceae Acinetobacter spp. 6,97
Тни Actinomycetota (Actinobacteria)

Actinomycetes Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium spp. 81,4
Тип Fusobacteriota (ранее Fusobacteria)

Fusobacterii Fusobacteriales Fusobacteriaceae Fusobacterium nucleatum 16,28
Тип Euryarchaeota

Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanosphaera stadmanae 4,65

При анализе частоты выделения представителей порядка Lactobacillales был обнаружен значи­
тельный дефицит лактобактерий: у всех обследуемых (100 %) ниже референсных значений 
(< 5 lg КОЕ/г). Streptococcus spp. регистрировали в пределах референсных значений в 86,05 % случаев, 
у 13,95% -  обнаружены в избытке (> 8 lg КОЕ/г). В 4,65 % случаев S. aureus выделяли выше референс­
ных значений (> 4 lg КОЕ/г).

Внутри класса Clostridia был отмечен дефицит представителей порядка Eubacteriales за счет се­
мейства Lachnospiracecte (Blautia spp. -  72,1 %, Roseburia inulinivorans -  20,93 %, Agathobacter rectalis -  
37,2 %). В 2,33 % случаев регистрировали избыток Clostridioides difficile (5 lg КОЕ/г). Представители 
порядка Tissierellales (Parvimonas micro) у всех обследуемых были в норме (не обнаружены).

Представители типа Bacteroidota (ранее Bacteroidetes) -  Bacteroides thethaiotaomicron, 
Bacteroides spp. и Prevotella spp. были в пределах референсных значений. Небольшой избыток 
Bacteroides spp. (> 12 lg КОЕ/г) и Prevotella spp. (> 11 lg КОЕ/г) регистрировали в 4,66 и 6,97 % случаев 
соответственно.

Среди типа Pseudomonadota (ранее Proteobacteria) был обнаружен резкий дефицит Escherichia 
coli у 60,46 % обследуемых (< 6 lg КОЕ/г), энтеропатогенные представители Е. coli отсутствовали. Вы­
явлены условно-патогенные представители порядка Enterobacteriales в 32,58% случаев выше рефе­
ренсных значений (> 4 lg КОЕ/г), в том числе: Enterobacter spp. -  23,26 %, Klebsiella pneumoniae -  
4,66 %, Klebsiella oxytoca -  2,33 %, Citrobacter spp. -  2,33 %. Неферментирующие грамотрицательные 
бактерии Acinetobacter spp. выше нормы обнаружены в 6,98 % случаев (> 6 lg КОЕ/г).

Дефицит бифидобактерий был выявлен в 81,4 % случаев (< 9 lg КОЕ/г). Повышенные уровни 
Fusobacterium nucleatum установлены у 16,28 % обследуемых. В 4,65 % случаев численность предста­
вителей типа Euryarchaeota была выше нормы (> 6 lg КОЕ/г) за счет Methanosphaera stadmanae, при 
этом другой представитель данного типа -  Methanobrevibacter smithii, был в пределах нормы у всех 
обследуемых. Аналогично численность грибов рода Candida не превышала нормы (< 4 lg КОЕ/г) у всех 
участников исследования.

При изучении микробиоты толстой кишки при использовании культурального метода (табл. 3) 
регистрировали резкий дефицит Lactobacillus spp. в 97,67 %, в том числе в 41,86 % < 1 lg КОЕ/г, 
в 13,95 % <5 lg КОЕ/г. Значительный дефицит Enterococcus spp. менее 5 lg КОЕ/г регистрировали 
в 51,16% случаев. Обнаружение S. aureus отмечали у 11,63 % обследуемых, в том числе у 4,65 % в ко­
личестве> 4 lg КОЕ/г. Представители Clostridium spp. обнаружены у 81,4% лиц, в том числе 
> 5 lg КОЕ/г в 18,6 % случаев. Дефицит Bacteroides spp. регистрировали в 27,91 % случаев 
(< 9 lg КОЕ/г).
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Таблица 3. Частота дисбиотических проявлений при анализе культивируемых представителей 
микробиоты толстой кишки у жителей г. Архангельска (%)

Table 3. Detection dysbiotic manifestations during analysis of cultivated representatives of the colon microbiota 
______________________________  in residents of Arkhangelsk 1%)______________ ,____________________

Класс Порядок Семейство Микроорганизм
Дисбиотические

проявления
дефицит избыток

Еип Bacillota (ранее Firmicutes)

Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus spp. 97,67
Enterococcaceae Enterococcus spp. 51,16

Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus aureus 4,65
Clostridia Eubacteriales Clostridiaceae Clostridium spp. 18,6

Еип Bacteroidota (ранее Bacteroidetes)
Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides spp. 27,91

Еип Pseudomonadota (ранее Proteobacteria)

Gammaproteo
bacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae

Klebsiella spp. 18,6
Escherichia coli 
(типичная, лактоза +) 72,09

Еип Actinomycetota (Actinobacteria)
Actinomycetes Bifidobacteriales Bifi dobacteriaceae Bifidobacterium spp. 13,95

Анализ типа Pseudomonadota выявил дефицит функционально значимых (лактоза+) Е. coli 
в 72,09 % случаев (< 7 lg КОЕ/г). В 18,6 % наблюдений выделяли условно-патогенных представителей 
семейства Enterobacteriaceae -  Klebsiella spp. в численности более 4 lg КОЕ/г: К. pneumoniae -  13,95 % 
и К. oxytoca -  4,65 %. Е1редставители семейства Morganellaceae не выявлены. Ерибы рода Candida 
(С. tropicalis) выделены у 2,33 % обследуемых в количестве 3,29 lg КОЕ/г.

Численность культивируемых представителей микробиоты толстой кишки, обнаруженная куль­
туральным и молекулярно-генетическим методом, представлена в таблице 4. Это сравнение проводи­
лось для оценки комплексного применения данных методов при диагностике микробиоты толстого 
кишечника. Сравнение количественных данных проводилось с помощью непараметрического Крите­
рия Вилкоксона, при котором для каждой группы микроорганизмов, выявленных двумя методами, вы­
числялся уровень статистической значимости.

Среди порядка Lactobacillales были выявлены статистически значимые различия содержания 
Lactobacillus spp. (р < 0,001) и Enterococcus spp. (р < 0,001) в зависимости от метода выделения. 
Streptococcus spp. регистрировали только ЕЩР в средней численности 6,6 lg КОЕ/г. Количество
S. aureus обнаружено в равных соотношениях 5,3 и 5,12 lg КОЕ/г ЕЩР и культуральным методом со­
ответственно. Однако Bacteroides spp. выявляли в большей численности при ЕЩР-исследовании -  
11,48 lg КОЕ/г, так как культуральным методом могли выявить содержание бактерии не более 
чем 109 КОЕ/г (производили посев разведения 10 ''). Среднее содержание Clostridium spp., обнаружен­
ное бактериологическим методом, составило 5 lg КОЕ/г, а ЕЩР -  менее 5 lg КОЕ/г.

Внутри типа Pseudomonadota значимых количественных различий не было обнаружено. Числен­
ность К. pneumoniae колебалась от 4,52 до 6 lg КОЕ/г, К. oxytoca -  от 4,9 до 5,82 lg КОЕ/г. Типичная Е. 
coli культуральным методом была выявлена на порядок выше, чем при ЕЩР.

При анализе представителей типа Actinomycetota {Bifidobacterium spp.) были обнаружены стати­
стически значимые различия в их содержании, при этом культуральным методом численность была 
выше на 1 lg КОЕ/г {р < 0,001) по сравнению с ЕЩР. Молекулярно-генетическим методом грибы рода 
Candida регистрировали менее 3 lg КОЕ/г, когда при посеве на питательную среду смогли идентифи­
цировать данный микроорганизм в количестве 3,29 lg КОЕ/г в 2,33 % случаев.

В итоге, сравнительный анализ численности культивируемых представителей микробиоты тол­
стой кишки в зависимости от метода исследования подтвердил, что возможно комплексное использо­
вание этих двух методов. Еак, не было обнаружено значимых различий в количестве между условно­
патогенными энтеробактериями, функциональной Е. coli, Staphylococcus aureus.
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Таблица 4. Сравнительный анализ культивируемых представителей микробиоты толстой кишки
в зависимости от метода исследования (lg КОЕ/г)

Table 4. Comparative analysis of the cultivated representatives of the colon microbiota, 
____________ _____________ depending on the research method (lg CFU/g)_____________ ____________

Класс Порядок Семейство Микроорганизм ПЦР Бактериологи­
ческий метод

Тип Bacillota (ранее Firmicutes)

Lactobacillaceae Lactobacillus spp. <5,0 * 4,81
(< 1; 5,84)*

Bacilli
Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus spp. 6,6

(6,3; 7,41) 0

Enterococcaceae Enterococcus spp. 5* 5,0
(< 3; 5,7)*

Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus
aureus

5,3
(5,0; 5,6)

5,12
(4,51; 5,42)

Clostridium spp. - 5,0

Clostridia Eubacteriales Clostridiaceae
Clostridioides
difficile 5,0

Clostridium
perfringens 0

Тип Bacteroidota (ранее Bacteroidetes)

Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides spp. 11,48
(10,69; 11,84)*

9,0
(7,0; 9,0)*

Тип Pseudomonadota (ранее Proteobacteria)
Citrobacter spp. 5,0

Enterobacter spp. 5,57
(5,0; 6,3)

Klebsiella pneu­
moniae

5,80
(5,6; 6,0)

4,75
(4,52; 4,99)

Gammaproteo-
bacteria

Enterobacte-
riales

Enterobacteriaceae Klebsiella oxytoca 4,9 5,62
(4,52; 5,82)

Escherichia coli 5,48
(5,0; 6,48)

6,52
(5,21; 7,47)

Escherichia coli en- 
teropathogenic 0

Salmonella spp. 0
Shigella spp. 0

Morganellaceae Proteus vulgaris/ 
mirabilis 0 0

Тип Actinomycetota (Actinobacteria)

Actinomycetes Bifidobacteriales Bifi dobacteriaceae Bifi dobacteri um 
spp.

7,93
(7,3; 8,98)* 9,0*

Тип Ascomycota
Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida spp. 0 3,29

Примечание: * - уровень значимости p  <0,05 
Note: * -  The level o f significance p  <0,05

Результаты корреляционного анализа (рис. 1) выявили наличие статистически значимых прямых 
связей средней степени силы при культуральном исследовании между Bifidobacterium spp. 
И Bacteroides spp. (р = 0,027), Enterococcus spp. и S. aureus (p = 0,025), Enterococcus spp. и Klebsiella 
spp. (p = 0,044), S. aureus и Klebsiella spp. (p = 0,003).
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Рисунок 1. Коррс.luiuioiiiibiii анализ между микроорганизмами 
поданным бакдерио.Ю1 нческого исследования 

Figure 1. Correlation analysis among microorganisms according to bacteriological research

При анализе результатов молекулярно-генетического метода исследования были обнаружены 
статистически значимые прямые и обратные связи средней степени силы (рис. 2). Величина коэффи­
циента корреляции (г) колебалась от 0.31 до 0.55. Была обнаружена достоверная прямая корреляция 
между Akkermansia municiphila и Bifidobacterium spp. (р =  0.001). A nnmiciphila и Metartobrevibacter 
smithii (р = 0,004). Bifidobacterium spp. достоверно коррелирует с iMctobacillus spp. (р = 0,012), 
со Streptococcus spp. (р = 0,012), Faecalibacteriumprausrtitzii (p = 0 ,001) иM. smithii (p = 0 ,018).

Рисунок 2. Корреляционный анализ между микроорганизмами но данным ПЦР-нсследовання 
Figure 2. Correlation analysis among microorganisms according to PCR research
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Обнаружена прямая связь между Streptococcus spp. и Fusobacterium nucleatum (р = 0,042). F. пи- 
cleatum имеет прямую корреляцию с F. prausnitzii (р = 0,002) и обратную связь с Blautia spp. 
(р = 0,026). Blautia spp., в свою очередь, достоверно коррелирует с Bacteriodes spp. (р = 0,016). Bacteri- 
odes spp. коррелирует c F. prausnitzii (p = 0,002), Ruminococcus spp. (p = 0,001) и имеет обратную связь 
с М. smithii (р = 0,001), М. stadmanae (р = 0,011). В свою очередь, М. smithii достоверно прямо коррели­
рует с М. stadmanae (р = 0,001) и обратно коррелирует с Ruminococcus spp. (р = 0,034). Указанные кор­
реляционные связи свидетельствуют об антагонистическом взаимодействии между представителями 
Bacillota (Ruminococcus spp.) и Euryarchaeota (М. stadmanae, М. smithii), Bacteroidota (Bacteriodes spp.) 
и Euryarchaeota (M stadmanae, M. Smithii), что подтверждается обратными связями.

Обратная корреляция была обнаружена между М. stadmanae и Ruminococcus spp. (р = 0,002), 
а междуМ stadmanae и Prevotella spp. наблюдается достоверная прямая связь (р = 0,005). Agathobacter 
rectalis (Eubacterium rectale) имеет достоверную прямую корреляцию с Roseburia inulinivorans
о  = 0,001).

Достоверные прямые связи между базовыми представителями свидетельствуют о взаимовыгод­
ном влиянии между основными участниками ядра микробиоты. Базовыми доминирующими типами 
являются Bacillota и Bacteroidota, среди представителей которых преобладают прямые корреляции, то­
гда как тип Euryarchaeota дает больше обратных связей с отдельными представителями типа Bacillota 
(Ruminococcus spp) и Bacteroidota (Bacteriodes spp).

Комплексное изучение микробиоты жителей г. Архангельска выявило дефицит облигатных 
представителей микробиоты толстой кишки: Lactobacillus spp., Е. coli. и Bifidobacterium spp. Функци­
ональная Е. coli (лактоза+) является продуцентом сукцината, а лактобактерии и бифидобактерии -  лак­
тата и ацетата. Faecalibacterium prausnitzii, используя эти метаболиты, синтезируют бутират, основной 
источник энергии для нормальных эпителиальных клеток толстой кишки [14]. Бутират снижает обра­
зование провоспалительных цитокинов: интерлейкина 6 (ИЛ-6), интерлейкина 12 (ИЛ-12), также спо­
собствует хорошей барьерной функции, поддерживая гомеостаз слизистой толстой кишки [15]. 
F. Prausnitzii обеспечивает достаточный уровень содержания Bacteriodes и Fusobacterium nucleatum, ко­
торая в своб очередь обеспечивает обратную связь с Blautia и формирует ее дефицит в 72,1 % случаев.

Дисбиоз, связанный с низким синтезом лактата и ацетата за счет дефицита базовых продуцентов, 
формируется у обследуемых вследствие недостаточного количества Roseburia inulinivorans (20,93 %) 
-  продуцента масляной кислоты, которая стимулирует моторику толстой кишки, поддержание имму­
нитета и обладает противовоспалительными свойствами [16].

Снижение основных бактерий биопленки -  бифидобактерий и лактобактерий, дестабилизирует 
микробиоценоз. Это ухудшает барьерную функцию, повышая проницаемость кишечной стенки 
для условно-патогенных микроорганизмов, таких как Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter [17], которые 
обнаружены в 32,58 % случаев.

Симбиотические взаимодействия обеспечивают Bacteroides. Как базовый представитель микро­
биоты толстой кишки он регулирует иммунную систему, поддерживает целостность кишечного барь­
ера и усвоение неперевариваемых углеводов. Bacteroides spp. также относятся к продуцентам бутирата, 
что обеспечивает иммунный гомеостаз хозяина как локально, так и системно, способствуя преимуще­
ственной дифференцировке противовоспалительных клеток Treg / Th2, подавляя синтез провоспали­
тельных клеток ТЫ / ТЫ 7, тем самым уменьшая воспаление в толстой кишке [18].

Численность Bacteroides spp. в кишечнике увеличивается при преобладании в рационе белка 
и животного жира, тогда как диета с высоким содержанием углеводов связана с ростом численности 
Prevotella [19]. Исследования показали, что люди, предпочитающие употреблять в свой рацион расти­
тельную пищу, имеют высокую численность Prevotella spp. [20] и меньшую Agathobacter rectalis 
(Е.rectale), которая является продуцентом бутирата [21].

Fusobacterium nucleatum оказывает как благоприятное, так и токсическое воздействие на клетки- 
хозяева. Данный микроорганизм производит значительные количества как бутирата, так и сероводо­
рода, первый из которых является признанным источником энергии для колоноцитов с известными 
противовоспалительными эффектами, а второй как высокотоксичный конечный продукт метаболизма 
цистеина, который ингибирует эффект использования бутирата колоноцитами [22]. Избыточное коли­
чество F. nucleatum, обнаруженное в 16,28% случаев, коррелирует с избытком Streptococcus spp. (пря­
мая связь,/? = 0,042) и дефицитом Blautia spp. (обратная связь,/? = 0,026).

Употребление большого количества белка отражается на составе микробиоты у здоровых людей. 
При анализе микробиоты у спортсменов было установлено, что потребление протеинового 
порошка связано с уменьшением количества Lachnospiraceae (Roseburia, Blautia, Coprococcus),
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Lactobacillales, Bacilli и Bifidobacterium longiun. а также с более высоким содержанием Bacteroidota (ра­
нее Bacteroidetes) и меньшим количеством Bacillota (ранее Firmicutes) по сравнению с плацебо [23].

Имеются данные о взаимодействии метаногенных бактерий с другими представителями микро­
биоты толстой кишки. В. thethaiotaomicron стимулирует метаногенез М  smithii, и последняя усиливает 
ферментацию пищевых фруктанов В. thetaiotaomicron [24]. Methanosphaera stadtmanae -  другой ки­
шечный метаноген у человека, который получает энергию для роста, используя водород для восста­
новления метанола до метана. Для роста ему требуются ацетат, двуокись углерода, изолейцин, аммо­
ний и тиамин [25]. Однако обратные корреляции Bacteroides spp. сМ. smithii (р = 0,001) и М. stadtmanae 
(р = 0,011) и выявленный избыток Bacteroides spp. (4,66 %) способствуют снижению метанопродуци­
рующих бактерий.

Ацинетобактерии как типичные условно-патогенные микроорганизмы вызывают воспаление 
преимущественно на фоне иммунносупрессии. Они активно транслоцируются через эпителиальные 
барьеры, вызывая разрушение клеток и межклеточного вещества [26]. У здоровых лиц г. Архангельска 
на фоне дефицита базовых представителей отмечали избыток Acinetobacter spp. в 6,97 % случаев.

Akkermansia muciniphila, участвуя в расщеплении слизи, придает положительный побочный эф­
фект: клетки кишечника стимулируют к продукции слизи, что поддерживает «здоровый» кишеч­
ник. Разложившаяся слизь служит источником энергии для F. prausnitzii, продуцирующим масляную 
кислоту. Существуют также географические различия: у европейцев отмечена более высокая числен­
ность A. muciniphila по сравнению с китайцами [27].

Дефицит представителей микробиоты является актуальным вопросом изучения у жителей север­
ных регионов. Существует несколько возможных причин низкой численности бактерий рода Blautia, 
что требует дополнительного исследования. Данный представитель микробиоты толстой кишки про­
дуцирует ацетат, лактат и сукцинат. Характер питания влияет на частоту ее распространения, однако 
недостаточно данных, раскрывающих влияние тех или иных продуктов питания. Так, численность бак­
терий рода Blautia снижалась после восьми недель низкокалорийной диеты [28].

Исследования показывают, что состав микробиоты толстой кишки может отличаться в зависи­
мости от географического положения или этнической принадлежности.

Сравнение микробиоты толстой кишки в разных частях света показало, что у жителей США пре­
обладают Firmicutes, у населения Японии -  Actinobacteria, Bifidobacterium и Clostridium, у корейцев -  
Bacteroides, Prevotella и Faecalibacterium, у жителей Китая -  бактероиды [29]. В некоторых странах, 
таких как Малави, Венесуэла и Перу, доминирует род Prevotella. Также среди европейских стран было 
показано доминирование: Eubacterium в России, Clostridium в Швеции и Blautia в Австрии [30].

В популяциях Америки и Ямайки доминировал род Bacteroides, в то время как в популяции ин­
дейцев преобладал род Prevotella [31]. В кишечном микробиоме здоровых людей из Нидерландов до­
минировали представители семейства Lachnospiraceae, включая Ruminococcus и Roseburia [32]. Неко­
торые исследователи объясняют недостаток бактерий рода Blautia географическими особенностями, 
характерными для жителей отдельных регионов, например, Китая [33], что подтверждается представ­
ленным пилотным исследованием -  дефицит Blautia spp. у жителей г. Архангельска 72,1 %.

Имеются результаты исследования, проведенного на небольшой выборке здоровых людей 
(Москва), где оценивали характер микроорганизмов при использовании набора реагентов «Колоно- 
флор-16», но с меньшим числом показателей (8) [34]. Все определяемые микроорганизмы у жителей 
столицы были выше по сравнению с жителями г. Архангельска. Например, численность Lactobacillus 
spp. составила 9,2 lg КОЕ/г, Bifidobacterium spp. -  11,2 lg KOE/г, E.coli -  9,7 lg КОЕ/г. В представленном 
исследовании выявлен дефицит Lactobacillus spp. (< 7 lg КОЕ/г) в 100% случаев, Bifidobacterium spp. 
(< 9 lg КОЕ/г) -  81,4 %, E. coli (< 6 lg KOE/г) -  60,46 %.

Общепринято, что люди, проживающие в северных регионах, согласно «правилу Бергмана», 
имеют большую массу тела по сравнению с популяциями, проживающими в южных широтах. Увели­
чение извлечения энергии и накопления жира может быть более важным для людей в холодных реги­
онах по сравнению с жителями теплых регионов в качестве экологической адаптации к климату. Ис­
следователи обнаружили положительную корреляцию между Bacillota (Firmicutes) и северными широ­
тами и отрицательную корреляцию в отношении Bacteroidota. У лиц младше 60 лет все значимые кор­
реляции во всех возрастных группах были в направлениях, ожидаемых правилом Бергмана [35]. Однако 
в представленном исследовании при оценке соотношения были получены значения Bacteroides spp. / 
Faecalibacterium prausnitzii от 1 до 333, что говорит о превалировании типа Bacteroidota за счет
В. fragilis.
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В доступной литературе недостаточно работ по изучению микробиоты у здоровых лиц разных 
географических регионов, особенно в северных широтах Арктической зоны, что является актуальным 
для продолжения данного исследования.

Необходимость расширения исследований характера микробиоты человека, проживающего 
в различных географических регионах, может быть обусловлена влиянием особенностей рациона пи­
тания и местоположения на развитие и формирование архитектуры микробиома человека,

Заключение. Анализ биоразнообразия микробиоты с использованием двух методов (полимераз­
ной цепной реакции и культурального) позволяет оценить ее характер, изучить функциональные свой­
ства культивируемых представителей, а также предоставляет возможность отбирать облигатные куль­
туры для изучения их физиологических характеристик и использовать в качестве пробиотических 
культур в условиях Арктической зоны Российской Федерации.

В ходе представленного исследования были выявлены особенности микробиоты у жителей г. Ар­
хангельска. У всех обследуемых отмечался дисбиоз за счет снижения лактобактерий, дефицита типич­
ной Escherichia coli. бифидобактерий, энтерококков. Roseburia irmlinivorans, Blautia spp.. Agathobacter  
rectalis (Eubacterium rectale), а также избытка Fusobacterium nucleatum, Streptococcus spp.. 
Staphylococcus aureus, условно-патогенных представителей порядка Enterobacteriales.
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