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Резюме. Продуцирующие шига-токсин Escherichia coli (STEC) вызывают острые кишечные инфекции, а так-

же являются причиной развития острой почечной недостаточности, особенно у детей. Шига-токсины (Stx) 

занимают центральное место в патогенезе гемолитико-уремического синдрома (ГУС) при эшерихиозах. 

В представленной работе проведен анализ эффективности лабораторной диагностики энтерогеморраги-

ческого эшерихиоза у больных на стадии проявления ГУС и/или острой почечной недостаточности (ОПН) 

с использованием микробиологических, иммунологических методов исследования и ПЦР-анализа. В иссле-

довании использовали клинический материал от 30 пациентов педиатрического отделения интенсивной те-

рапии ГБУЗ «Детская городская клиническая больница святого Владимира» города Москвы с симптомами 

ГУС в возрасте от 8 месяцев до 5 лет. В качестве контроля использовали сыворотки крови 20 здоровых до-

норов. В результате проведения ПЦР-анализа ДНК stx2 было выявлено в 23,3% случаях. Бактериологическое 

исследование позволило высеять чистую культуру Escherichia coli О157:Н7 только в 3,3% случаев. Поскольку 

развитие ГУС начинается у больных острой кишечной инфекцией вызванной шига-токсин-продуцирующи-

ми микроорганизмами начиная с 5 дня заболевания, когда уже проводится антибиотикотерапия, бактерии 

могут быть полностью уничтожены, что затрудняет их выявление бактериологическими методами, а также 

обнаружение генов, кодирующих шига-токсин в ПЦР-анализе. Обычно больные с ГУС поступают в отделе-

ние интенсивной терапии на 5–7 день от начала заболевания, когда в крови уже начинают циркулировать 

специфические к патогену иммуноглобулины класса G. В связи с этим использование иммунологических 

анализов может быть эффективным для подтверждения диагноза STEC-инфекции. В наших исследованиях 

иммуноферментный анализ позволил обнаружить антитела к Stx2А у 63,3%, а к Stx2В — у 43,3% больных. 
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Методом иммуноблоттинга во всех сыворотках, полученных от больных, были обнаружены антитела к Stx2А 

и в 66,7% случаев к Stx2В. Иммуноблот-анализ характеризовался более высокой чувствительностью для выяв-

ления антител к Stx2, однако в связи с наличием иммунологической прослойки среди здоровых людей пред-

почтительно использовать ИФА-анализ. У здоровых доноров при наличии антител к Stx2 титр антител был 

достоверно ниже, чем у больных. Лабораторное подтверждение диагноза STEC-инфекции затруднено при 

проведении микробиологических и молекулярно-генетических исследований, что подтверждается в данной 

работе. Расширить эффективность лабораторной диагностики может постановка ИФА, направленного на вы-

явление антител к Stx2А.

Ключевые слова: шига-токсин, Escherichia coli, гемолитико-уремический синдром, антитела, ПЦР, иммуноблоттинг, 

иммуноферментный анализ.
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Abstract. Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) causes acute intestinal infections and also causes acute renal 

failure, especially in children. Shiga toxins (Stx) occupy a central place in the pathogenesis of hemolytic uremic syndrome 

(HUS) in Escherichiosis. The presented work analyzes the effectiveness of laboratory diagnostics of enterohemorrhagic 

escherichiosis in patients at the stage of manifestation of HUS and/or acute renal failure using microbiological, 

immunological research methods and PCR analysis. The study used clinical material from 30 patients in the pediatric 

intensive care unit of the St. Vladimir Children’s City Clinical Hospital in Moscow with symptoms of HUS aged from 

8 months to 5 years. Blood sera from 20 healthy donors were used as control. As a result of PCR analysis, stx2 DNA was 

detected in 23.3% of cases. Bacteriological research made it possible to sow a pure culture of Escherichia coli O157:H7 

in only 3.3% of cases. Since the development of HUS begins in patients with acute intestinal infection caused by Shiga 

toxin-producing microorganisms starting from the 5th day of the disease, when antibiotic therapy is already carried out, 

the bacteria can be completely destroyed, which makes it difficult to identify them by bacteriological methods, as well as 

to detect genes encoding Shiga toxin in PCR analysis. Typically, patients with HUS are admitted to the intensive care unit 

5–7 days after the onset of the disease, when class G immunoglobulins specific to the pathogen are already beginning 

to circulate in the blood. In this regard, the use of immunological tests can be effective to confirm the diagnosis of STEC 

infection. In our studies, enzyme immunoassay allowed us to detect antibodies to Stx2A in 63.3% and to Stx2B in 43.3% 

of patients. Using immunoblotting, antibodies to Stx2A were detected in all sera obtained from patients and in 66.7% 

of cases to Stx2B. Immunoblot analysis was characterized by higher sensitivity for detecting antibodies to Stx2, however, 

due to the presence of an immunological layer among healthy people, it is preferable to use ELISA analysis. In healthy 

donors with antibodies to Stx2, the antibody titer was significantly lower than in patients. Laboratory confirmation 

of the diagnosis of STEC infection is difficult when conducting microbiological and molecular genetic studies, which 

is confirmed in this work. The effectiveness of laboratory diagnostics can be expanded by performing an ELISA aimed at 

detecting antibodies to Stx2A.

Key words: Shiga toxin, Escherichia coli, hemolytic-uremic syndrome, antibodies, PCR, immunoblotting, enzyme-linked immunosorbent assay.

Введение

Прогрессирование кишечной инфекции, вы-

званной продуцирующими шига-токсин штам-

мами Escherichia coli (STEC) — эшерихиоза, может 

приводить к тяжелым для жизни осложнениям, 

таким как гемолитико-уремический синдром 

(ГУС), который представляет собой тромботи-

ческую микроангиопатию, характеризующуюся 

острой почечной недостаточнос тью, тромбоци-

топенией и гемолитической анемией [4].

Во всем мире на долю STEC-инфекций еже-

годно приходится 2,8 млн острых заболева-

ний, из которых 3890 случаев сопровождается 

развитием ГУС [6, 8, 10]. Ассоциированный 

со STEC-штаммами ГУС составляет до 90% 

случаев ГУС у детей и является самой частой 

причиной острой почечной недостаточности 

в детском возрасте. В России вспышки STEC-

ГУС и спорадические случаи регистрируются 

в Московском, Поволжском регионах, Омске, 

Иваново, Оренбурге. Наиболее часто встреча-

ющимся серотипом, вызывающим серьезные 

вспышки и спорадические случаи типичного 

ГУС, является штамм E. coli O157:H7 (реже O111, 

O103, O121 и др.) [3].
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Патогенность STEC-штаммов обусловлена 

продукцией шига-токсинов (Stx), вызывающих 

гибель клеток вследствие инактивации рибо-

сом и прекращения синтеза белка. Семейство 

Stx включает два типа белков (Stx1 и Stx2) [8]. 

Известно, что при заболеваниях, вызванных 

штаммами, продуцирующими Stx2, ГУС раз-

вивается в 6,8 раз чаще, чем при инфекциях, 

вызванных штаммами, продуцирующими Stx1 

или одновременно Stx1 и Stx2 [3]. Данные белки 

имеют структуру АВ5 и состоят из одной фер-

ментативно-активной субъединицы A (32 kDa), 

связанной с пентамером субъединиц B (8 kDa). 

Шига-токсины вырабатываются во время коло-

низации бактериями E. coli слизистой оболоч-

ки кишечника, где проникают в кровоток [11]. 

Защитный иммунитет к инфекции STEC, ве-

роятно, обеспечивается антителами, которые 

ингибируют колонизацию кишечника, и анти-

телами, которые нейтрализуют Stx [9].

«Золотым» стандартом диагностики энтероге-

моррагического эшерихиоза является микробио-

логический высев чистой культуры шига-токсин 

продуцирующего штамма E. coli. Однако в свя-

зи с широким использованием антибиотиков, 

а также с поздним поступлением в ряде случаев 

больного в стационар это не всегда осуществимо. 

Еще одним подходом к диагностике является ис-

пользование метода амплификации нуклеино-

вых кислот для выявления генетических марке-

ров энтерогеморрагических E. coli (EHEC) O157, 

stx1, stx2, eae. В результате STEC-инфекции в ор-

ганизме формируются антитела, которые можно 

выявить в ИФА или иммуноблоте.

Цель настоящего исследования — провести 

микробиологические, иммунологические ис-

следования и ПЦР-анализ клинического ма-

териала, выделенного от больных детей с ГУС, 

развившемся на фоне острой кишечной ин-

фекции (ОКИ), для обнаружения шига-токсин 

продуцирующего штамма Escherichia coli, анти-

тел к Stx2 и/или генов stx2.

Материалы и методы

Исследуемые образцы. Клинический мате-

риал был получен от 30 пациентов в возрасте 

от 8 месяцев до 5 лет с типичными симптомами 

ГУС, в острой фазе кишечной инфекции. У всех 

пациентов ГУС развился после гастроэнтерита 

с продромальным периодом диареи в среднем 

7,5 дней. Образцы клинического материала (фе-

калии, сыворотка крови) были получены в пе-

диатрическом отделении интенсивной тера-

пии города Москвы (ГБУЗ «Детская городская 

клиническая больница святого Владимира») 

в 2023 г. В качестве контроля использовали 

образцы сыворотки 20 здоровых доноров без 

признаков инфекционного заболевания или 

симптомов желудочно-кишечных расстройств, 

по крайней мере, в течение предшествующих 

30 дней. До проведения экспериментов образцы 

сохранялись в условиях низкотемпературной 

заморозки (–68...–70°С). Родители дали инфор-

мированное согласие на участие своих детей 

в исследовании.

Рекомбинантные субъединицы А и В шига-

токсина 2 типа (Stx2А и Stx2В) были получены 

ранее в нашей лаборатории [2].

Иммуноблоттинг. Для постановки имму-

ноблоттинга (ИБ) проводили электрофорез 

рекомбинантных субъединиц шига-токсина 

2 типа в 15% полиакриламидном геле по мето-

ду Леммли, на дорожку вносили 3 мкг/лунку 

каждого белка в невосстанавливающих усло-

виях. Переносили гель на нитроцеллюлозную 

мембрану с помощью полуэлектридной ячейки 

для переноса TransBlot SD SemiDry (Bio-Rad) 

по стандартному протоколу. После блокировки 

мембран в 1% молоке, инкубировали их с сыво-

ротками в разведении 1:200 в течение 2 ч. В ка-

честве положительного контроля использовали 

ПАТ против А- и В-субъединицы шига-токина 

2 типа; отрицательным контролем выступала 

сыворотка здорового человека. Второе антите-

ло для детекции поликлональных антител было 

козьим антимышиным, связанным с перокси-

дазой хрена (Sigma-Aldrich, США), и использо-

валось в разведении 1:5000, во всех остальных 

случаях — козьим против гамма-цепи иммуно-

глобулина G человека, связанным с перокси-

дазой хрена (Sigma-Aldrich, США), и использо-

валось в разведении 1:5000. Для визуализации 

использовали в качестве субстрата 3,3-диами-

нобензидин тетрагидрохлорид (ДАБ, Sigma).

Иммуноферментный анализ. Для тестиро-

вания использовали 96-луночные планшеты 

(Costar, США), сенсибилизированные реком-

бинантными белками Stx2A и Stx2B в концен-

трации 10 мкг/мл. Для анализа использовали 

двукратные разведения образцов сыворотки 

в диапазоне от 1:20 до 1:2560. В качестве отри-

цательного контроля были взяты сыворотки 

крови здоровых доноров. В рабочем разведении 

применяли конъюгат человеческих иммуногло-

булинов с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich, 

США). Реакцию проявляли раствором суб-

страта — 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина (TMB, 

Sigma). Оптическую плотность измеряли на фо-

тометре Multiskan (Labsistems, США) при длине 

волны 450 нм (ОП450). Каждый образец сыворот-

ки тестировали минимум дважды и определяли 

среднюю ОП.

Микробиологический анализ. Бактерио-

логическое исследование образцов проводили 

с использованием среды обогащения (бульон, 

Мак-Конки) с последующим высевом на содер-

жащие сорбитол среды.
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ПЦР-анализ. Идентификацию генов stx2 

осуществляли в соответствии с методиками ре-

ференс-лаборатории Европейского Союза (EU-

RL VTEC_Method_02_Rev 0 и EU-RL VTEC_

Method_006_Rev 1, EU Reference Laboratory VTEC, 

Рим, Италия).

Статистический анализ. В ходе обработки 

результатов, полученных методом ИФА, опре-

деляли пороговое значение для данных с уче-

том максимальной чувствительности и специ-

фичности, а также с использованием кривой 

рабочей характеристики приемника (ROC).

Результаты и обсуждение

ПЦР-анализ испражнений, выделенных 

у детей с типичными симптомами ГУС, в острой 

фазе кишечной инфекции, позволил выявить 

гены stx2 в 23,3% случаев. Бактериологические 

исследования позволили высеять чистую куль-

туру E. coli O157:H7 только в 1 образце (3,3%). 

Данные результаты могут быть обусловлены, 

прежде всего, активной антибиотикотерапией, 

приводящей к быстрому уничтожению патоге-

на и выведению его из организма.

Результаты иммуноблота выявили наличие 

антител одновременно к обеим субъединицам 

шига-токина 2 в сыворотке крови у 66,7% па-

циентов с ГУС. Однако у 20% здоровых доноров 

также были выявлены антитела одновременно 

к обеим субъединицам шига-токина 2. В 100% 

случаев у больных были обнаружены антите-

ла к субъединице А и у 50% здоровых доноров 

были обнаружены антитела к А-субъединице 

Stx2. Антитела, реагирующие только с субъеди-

ницей В (без наличия антител к А субъедини-

це), не были обнаружены в сыворотках крови 

доноров. Репрезентативный ответ IgG на Stx2, 

обнаруженный с помощью ИБ в сыворотке па-

циентов с ГУС и доноров контрольной группы, 

показан на рис. 1.

Шестнадцать пациентов с ГУС (53,3%), у ко-

торых по данным ИБ были обнаружены анти-

тела к субъединицам A или AB, также были по-

ложительными в ИФА. У 7 здоровых доноров 

(35%), у которых по данным ИБ были выявлены 

IgG к субъединицам А или AВ Stx2, были по-

ложительными и по данным ИФА. Сравнение 

данных оптической плотности, полученных 

в результате ИФА с сыворотками крови к Stx2А 

и Stx2В у пациентов с ГУС и здоровых доноров 

представлены на рис. 2.

По данным ИФА у 60% пациентов с типич-

ными симптомами ГУС, в острой фазе ки-

шечной инфекции, были выявлены антитела 

к А-субъединице Stx2. Среди здоровых доноров 

антитела к Stx2 А-субъединице были обнару-

жены у 35% исследуемых, уровень оптической 

плотности не превышал значения 2,2. В груп-

пе больных показатели оптической плотности 

колебались в районе 2,3–3, то есть титры анти-

тел к Stx2 А-субъединице были выше. В 43,3% 

случаев у больных в сыворотке крови были вы-

явлены титры к субъединице В Stx2 и только 

в 10% — у здоровых доноров с низким уровнем 

оптической плотности детектировались анти-

тела к субъединице В Stx2. Среднее значение 

ОП было в группе больных составило 1,80 для 

Stx2А и 1,51 — для Stx2В, в группе контроля 

1,091 для Stx2А и 0,65 для Stx2В.

Наличие антител к Stx снижают риск ГУС. 

Подтверждением того, что эти антитела к Stx 

играют роль в защитном иммунитете, основа-

но на экспериментальных и клинических дан-

ных [9]. Ряд исследований выявили увеличение 

вероятности обнаружения антител к Stx у людей 

старшего возраста, которые устойчивы к ГУС-

индуцирующим эшерихиозам [5, 9]. Кроме того, 

Рисунок 1. Примеры результатов выявления 

методом иммуноблот-анализа IgG антител 

к Stx2A и Stx2B в сыворотках крови больных 

с типичными симптомами ГУС, в острой фазе 

кишечной инфекции

Figure 1. Examples of the results of detection of IgG 
antibodies to Stx2A and Stx2B by immunoblot 
analysis in the blood sera of patients with typical 
symptoms of HUS, in the acute phase of intestinal 
infection
Примечание. Дорожка 1 — положительный контроль, 
мышиные поликлональные антитела; дорожка 2 — 
отрицательный контроль — здоровый донор; 
дорожки 3–6 — больные с типичными симптомами 
ГУС, в острой фазе кишечной инфекции (образцы № 2, 
3, 19, 30 соответственно; данные по другим образцам 
не представлены)
Note. Lane 1 — positive control, mouse polyclonal antibodies; 
lane 2 — negative control — healthy donor; lanes 3–6 — 
patients with typical symptoms of HUS, in the acute phase 
of intestinal infection (samples No. 2, 3, 19, 30, respectively; 
data on other samples are not presented)
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иммунизация лабораторных животных субъ-

единицей B Stx и слитыми белками индуциру-

ет нейтрализующие антитела, которые защи-

щают мышей от заражения E. coli O157:H7 или 

токсинов [7].

Несмотря на высокую частоту выявления ан-

тител IgG против Stx2 среди здоровых доноров 

в настоящем исследовании, мы заметили, что 

среднее значение оптической плотности, полу-

ченное с помощью ИФА, было выше у больных 

доноров. Наличие антител к Stx2 у некоторых 

здоровых доноров указывает на его недавний 

контакт с патогенными E. coli, но благодаря им-

мунологической памяти развития инфекцион-

ного процесса не произошло. Наличие антител 

IgG к Stx2, среди здоровых доноров может быть 

обусловлено предшествующей инфекцией дру-

гих шигатоксин-продуцирующих патогенов [1]. 

Высокие титры антител (увеличение оптиче-

ской плотности в ИФА) у больных отражают 

развитие инфекционного процесса и формиро-

вание защитного иммунного ответа.

Сравнение информативности ПЦР-анализа 

и бактериологического, а также иммунологичес-

ких исследований представлены в табл.

Таким образом, мы провели микробиоло-

гические, иммунологические исследования 

и ПЦР-анализ клинического материала, вы-

деленного от детей больных ОКИ с ГУС, для 

обнаружения шига-токсин продуцирующего 

штамма Escherichia coli, антител к Stx2 и/или ге-

нов stx2. В результате постановки ИБ и прове-

дения ИФА были выявлены антитела IgG к Stx2 

в сыворотках детей больных острой кишечной 

инфекцией с ГУС. В настоящем исследовании 

было показано, что у всех больных детей к 7–8 

дню от начала заболевания выявлялись антите-

ла IgG к субъединице А Stx2. Антитела сыворо-

ток пациентов с ГУС и доноров из контрольной 

группы реагировали преимущественно с субъе-

диницей А Stx2. При этом было также обнаруже-

но, что в сыворотке крови могут находиться ан-

титела только к субъединице А Stx2 или к обеим 

субъединицам (А и В) Stx2 одновременно, но не 

было выявлено ни одной сыворотки в которой 

содержались бы только антитела к субъединице 

В Stx2. Это позволяет предположить более важ-

ную роль антител к субъединице А Stx2 в фор-

мировании протективного иммунитета против 

STEC-инфекций.

Между результатами ИБ и ИФА наблюдалась 

средняя корреляция (0,53) по шкале Чеддока. 

Иммуноблот является более чувствительной 

реакцией по сравнению с ИФА, однако наличие 

иммунной прослойки людей затрудняет поста-

новку диагноза STEC-инфекции на основании 

данных ИБ.

ГУС формируется как осложнение острой 

кишечной инфекции и, как правило, к моменту 

поступления пациента в отделение интенсив-

ной терапии уже ведется активное лечение ан-

тибиотиками. В связи с этим бактериологичес-

кие высев из клинического материала для по-

лучения чистой культуры патогена малоэффек-

тивен. То же самое относится к эффективности 

применения ПЦР-анализа для подтверждения 

STEC-инфекции, который также на 7–8 день 

от начала проявления острого кишечного за-

болевания становится малоинформативным. 

Для подтверждения диагноза STEC-инфекции, 

важно проводить комплексный анализ, в том 

числе с использованием иммунологических 

методов, которые могут способствовать выяв-

лению причины заболевания при отсутствии 

бактерий и/или генов патогенных микроорга-

низмов в клиническом материале.

Рисунок 2. Значения оптической плотности, 

отражающие наличие и уровень IgG 

к субъединицам Stx2 у больных с типичными 

симптомами ГУС, в острой фазе кишечной 

инфекции

Figure 2. Optical density values reflecting the presence 
and level of IgG to Stx2 subunits in patients with typical 
symptoms of HUS in the acute phase of intestinal infection
Примечание. Сравнение данных оптической плотности, 
полученных в результате ИФА с сыворотками крови 
к Stx2А (А) и Stx2В (Б) у пациентов с ГУС и здоровых 
доноров (контроль). Значения оптической плотности, 
представляющие уровень IgG против Stx2, показаны 
индивидуально и соответствуют средней ОП двух 
независимых анализов, выполненных в двух лунках. 
Горизонтальная линия (OП = 1,498) представляет пороговое 
значение, определенное с помощью кривой ошибок.
Note. Comparison of optical density data obtained as 
a result of ELISA with blood sera to Stx2A (A) and Stx2B (B) 
in patients with HUS and healthy donors (control). Optical 
density values representing anti-Stx2 IgG levels are shown 
individually and correspond to the average OD of two 
independent assays performed in two wells. The horizontal 
line (OP = 1.498) represents the threshold value determined 
using the error curve.

А (A) Б (B)
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Заключение

Представлены результаты исследования 

клинических образцов на наличие маркеров 

STEC-штаммов. Иммунологические анализы, 

направленные на выявление специфических 

антител к Stx2, являются высокоинформатив-

ными для подтверждения диагноза у пациентов 

с острой кишечной инфекцией на стадии раз-

вития ГУС. Иммуноблот-анализ характеризо-

вался более высокой чувствительностью для 

выявления антител к Stx2, однако в связи с на-

личием иммунологической прослойки среди 

здоровых людей предпочтительно использовать 

ИФА-анализ. У здоровых доноров при наличии 

антител к Stx2 титр антител был достоверно 

ниже, чем у больных.

Лабораторное подтверждение диагноза STEC-

инфекции затруднено при проведении микро-

биологических и молекулярно-генетических ис-

следований, что подтверждается в данной работе. 

Расширить эффективность лабораторной диа-

гностики может постановка ИФА, направленного 

на выявление антител к Stx2А.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов.

Таблица. Сравнение информативности методов исследований для подтверждения STEC-инфекции 

у пациентов с острой кишечной инфекцией (ОКИ) на стадии развития ГУС

Table. Comparison of the information content of research methods for confirming STEC infection in patients with 
acute intestinal infection (AIE) at the stage of HUS development

Выявление

Identification
Метод исследования

Research method
Больные ГУС

Patients with HUS
Здоровые

Healthy

IgG к Stx2A

IgG to Stx2A
ИБ

WB

IgG к Stx2B

IgG to Stx2B
ИФА

ELISA

E. coli O157:H7

Микробиологические 
исследования

Microbiological studies

Ген stx2

stx2 gene
ПЦР

PCR

Примечание.  — процент позитивных результатов;  — процент отрицательных результатов.
Note.  — percentage of positive results;  — percentage of negative results.
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