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полное соответствие отечественных питательных сред за-
рубежным аналогам и возможность их использования для 
селективного накопления, выделения, учёта Enterobacte-
riaceae из клинического материала и получения объек-
тивных результатов бактериологического контроля.

Результаты проведённых клинических испытаний 
учтены при проведении государственной регистрации в 
Росздравнадзоре РФ: на агар Мосселя и бульон Мосселя 
получены регистрационные удостоверения.

Обоснованное применение отечественных питатель-
ных сред позволит в полном объёме удовлетворить по-
требности клинической и санитарной микробиологии и 
отказаться от импортных поставок, не снижая при этом 
качества микробиологических исследований. Это обе-
спечит поддержание биобезопасности Российской Фе-
дерации на должном уровне и возможность дать адек-
ватный ответ на возникающие вызовы и новые биологи-
ческие угрозы [7].
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Clostridium difficile-ассоциированная инфекция (CDI) — одна из основных причин нозокомиальной диареи. Сложность лабо-
раторной диагностики ведёт к прогрессированию заболевания, вызывающему обширные воспалительные изменения в стен-
ке толстой кишки, характеризующиеся поверхностным некрозом слизистой оболочки с образованием «псевдомембран», 
приводящих к формированию токсического мегаколона, перфорации кишечной стенки, перитониту, сепсису. Основная роль 
в постановке диагноза принадлежит индикации возбудителя и детекции его токсинов. Ни один лабораторный тест не 
может быть использован в качестве самостоятельного метода лабораторной диагностики CDI. Многоэтапная диагно-
стика может стать адекватной стратегией для быстрого и полного выявления антибиотикассоциированных диарей.
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diagnostic results in progression of disease bringing on extensive inflammatory alterations in the wall of large intestine and 
characterizing by superficial necrosis of mucous membrane with development of “pseudo-membranes” resulting in development 
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Введение. Заселение кишечника и пролиферация токсиген-
ных штаммов Clostridium difficile — одна из основных причин 
нозокомиальной диареи. Встречаемость cdi и частота рециди-
вов инфекции, устойчивой к стандартной терапии, постоянно 
растёт [1, 2]. Во многих странах ведётся мониторинг распро-
странённости cdi [3]. Рост заболеваемости cdi в Северной 
Америке и Европе с начала XXi века связывают с появлением 
высоковирулентного штамма риботипа nap1/bi/027, который 
характеризуется усиленной продукцией токсинов А, В и би-
нарного токсина [4, 5]. Данные штаммы высоко вирулентны, 
что обуславливает большую смертность от cdi, вызванной 
данным риботипом. В 2013 г. в Великобритании умерло 3 тыс. 
человек, в США — 20 тыс. [6]. Лечение пациентов требует 
больших материальных затрат, на одного впервые заболевше-
го необходимо более 16 тыс. долларов, расходы на лечение ре-
цидивирующей cdi составляют более 28 тыс. долларов [7, 8]. 
Ещё большие материальные затраты необходимы для органи-
зации мероприятий по предотвращению распространения ток-
сигенной C. difficile в лечебных учреждениях. В США в 2006 г. 
такие расходы превысили 3,2 млрд долларов [9].

Ещё одна проблема cdi — высокая частота носительства 
токсигенных штаммов C. difficile среди здорового населения. 
Доля носителей составляет до 15% здоровых взрослых, 84% 
новорождённых, 57% пожилых людей в домах престарелых 
[10]. Распространение C. difficile обусловлено биологически-
ми свойствами микроорганизма, которые защищают бакте-
рию от повреждающего воздействия кислорода, температу-
ры, химических и дезинфицирующих веществ [11—13], что 
затрудняет лабораторную диагностику cdi.

Разработаны несколько алгоритмов диагностики [14]. 
Двухэтапный, включающий детекцию глутаматадегидрогена-
зы (ГДГ) в качестве скрининга и детекцию экзотоксинов Tcda 
и Tcdb серологическим методом, — наиболее распростра-
нённый, поддержан Американскими и Европейскими нацио-
нальными клиническими рекомендациями [15, 16]. Данный 
подход не позволяет диагностировать cdi в случае наличия 
штамма риботипа nap1/bi/027, продуцирующего бинарный 
токсин. Оценён трёхсэтапный алгоритм лабораторной 
диагностики cdi, включающий детекцию ГДГ в образцах 
стула на 1-м этапе с использованием ИФА тест-систем и вы-
деление копрокультуры C. difficile из положительных образ-

цов просветных фекалий [17]. Такой алгоритм позволяет на 
24,4% (37/156) чаще выявлять C. difficile в сравнении с одно-
этапным определением токсинов А и В C. difficile в стуле, что 
ведёт к снижению распространённости cdi на 4,2% (с 11,4 
до 15,6%) [12].

Лабораторная диагностика CDI. Лабораторная диагно-
стика CDI проводится культуральным, серологическими, 
молекулярно-генетическим методами. Золотым стандартом 
диагностики остаётся культуральный метод — выделение 
чистой культуры и определение её цитотоксичности на куль-
туре клеток.

Существует несколько лабораторных тестов для индика-
ции токсигенных C. difficile. В большинстве случаев исполь-
зуются тесты для определения токсинов непосредственно в 
образцах просветных фекалий. В США рынок коммерческих 
тест-систем для выявления токсигенных C. difficile составля-
ет более 10 млн долларов в год [18]. Методы лабораторной 
диагностики cdi, в которых оценивалась чувствительность, 
специфичность, время, затраченное на осуществление мето-
дики, представлены в таблице [18].

Определение ГДГ C. difficile серологическим методом в об-
разцах просветных фекалий. ГДГ — фермент, преобразующий 
глутамат в α-кетоглутарат. Он имеется у многих эукариот и 
прокариот, включая ряд видов рода Clostridium, в том числе C. 
difficile. ГДГ кодируется геном Glud и присутствует у всех штам-
мов C. difficile вне зависимости от выработки токсинов. ГДГ 
обладает высокой чувствительностью для диагностики cdi и 
имеет прогностическую ценность. Недостаток этого исследова-
ния — наличие ГДГ у других представителей рода Clostridium 
(например, C. sordellii), что снижает специфичность метода и 
обуславливает перекрестное реагирование [19, 20].

Проведена оценка диагностической точности обнаруже-
ния ГДГ при диагностике cdi [21] на основании 42 источни-
ков, включающих 3055 положительных и 26188 отрицатель-
ных сравнений (dor 115; 95% ДИ: 77—172, i2 = 12%). Уста-
новлено, что детекция ГДГ обеспечивает быстрое отсеивание 
отрицательных результатов, при этом себестоимость теста, 
особенно по сравнению с молекулярными методами диагно-
стики, низка [21].

Для детекции ГДГ в фекалиях ранее использовалась 
латекс-агглютинация (РАЛ), основанная на определении 
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токсина А C. difficile в просветных фекалиях за счёт связы-
вания со специфическими антителами, фиксированными на 
частицах латекса. РАЛ обладала рядом достоинств: низкой 
стоимостью, простотой, быстротой исполнения (результаты 
можно оценить через 30 мин). Несмотря на преимущества, 
РАЛ имеет низкую чувствительность и специфичность. Сей-
час РАЛ вытеснили количественные серологические тесты. 
В лабораторной практике используется иммуноферментный 
(ИФА) и иммунохроматографический анализ (ИХА). Резуль-
таты ИХА могут быть оценены через 15—20 мин, с заяв-
ленной чувствительностью 93% и специфичностью — 75% 
[22]. Преимуществом ИФА в отличие от РАЛ является более 
высокая специфичность за счёт количественной оценки с ис-
пользованием стандарта. Широкое распространение получи-
ли автоматические ИФА-анализаторы, которые нивелируют 
человеческий фактор при интерпретации результатов, име-
ются доступные коммерческие ИФА-тест-системы низкой 
стоимости. Различные модификации ИФА позволяют одно-
моментно выявить токсины А и В в просветных фекалиях. 
По данным сравнительного исследования, чувствительность 
ИФА составляет 66%, специфичность — 93—96% [22].

Проведены сравнения нескольких методов диагностики: 
ИФА — определение ГДГ (С. diffcheK-60Tm, Techlab inc.; 
США), токсинов a и b (c. diff tox А + В; diagnostic auto inc.; 
США), полимеразной цепной реакции (ПЦР) (geneXpert C. 
difficile; cepheid, США) [19]. В качестве скринингового теста 
для индикации C. difficile предлагается использовать опреде-
ление ГДГ, что может предотвратить ложноотрицательные 
результаты и повысить точность диагностики cdi [19]. Де-
текция ГДГ в образцах просветных фекалий не позволяет су-
дить о способности C. difficile продуцировать токсины и вы-
зывать заболевание. Дальнейший диагностический алгоритм 
предполагает определение токсинов А и В в стуле больных 
доступными методами: 1) ИФА, ИХА; 2) выделение чистой 
культуры C. difficile, с определением её токсигенности (ПЦР), 
что имеет высокую прогностическую ценность [21].

Определение токсинов C. difficile в образцах просветных 
фекалий. Одним из значимых результатов исследований по-
следних 30 лет стало с открытие нового возбудителя cdi 
— гипервирулентного фторхинолонрезистентного штамма 

C. difficile риботипа nap1/bi/027. С продукцией 3 токсинов 
связывают патогенность C. difficile.

Токсин a (Tcda) с молекулярной массой 308 кД — энте-
ротоксин. Воздействуя на кишечный эпителий, он вызывает 
секрецию жидкости, воспаление и некроз слизистой оболоч-
ки. Механизм токсина В, молекулярная масса которого со-
ставляет 269 кД, обусловлен цитотоксическим действием, 
вызывающим гибель энтероцитов [23]. C. difficile риботипа 
nap1/bi/027 содержит дополнительный фактор вирулентно-
сти, она способна синтезировать бинарный токсин, который 
образует на поверхности энтероцита комплекс, состоящий 
из АДФ-рибозил-трансферазы и рецептора, проникающе-
го в клетку путём рецептор-опосредованного эндоцитоза и 
эндосомального обмена. В цитоплазме этот комплекс нару-
шает нормальные клеточные функции посредством АДФ-
рибозилирования глобулярного актина, что вызывает дезор-
ганизацию цитоскелета и ведёт к гибели клетки [23]. Бинар-
ный токсин улучшает адгезию и увеличивает способность к 
колонизации C. difficile, индуцируя синтез микротрубочек в 
основании клеточных выступов [23]. ИФА-детекция токси-
нов — более быстрая и менее трудоёмкая, но имеют низкую 
чувствительность (52—90%) и специфичность (75%) [24—
26] по сравнению с культуральным методом. Коммерческие 
ИФА тест-системы позволяют детектировать один из токси-
нов либо одновременно оба токсина. Предпочтение следует 
отдавать тест-системам, которые позволяют определять оба 
токсина в просветных фекалиях одновременно. Это обуслов-
лено тем, что некоторые штаммы возбудителя (в частности, 
относящиеся к серогруппе f) продуцируют только токсин b 
[18]. Встречаются штаммы C. difficile, вызывающие развитие 
заболевания, продуцирующие токсин А, который не обнару-
живается серологическим методом. Такие штаммы имеют 
мутацию гена tcdA в 139-й позиции [30—32].

Преимущества ИФА заключаются в невысокой себестоимо-
сти и достоверности получаемых результатов [24].

Для увеличения чувствительности с сохранением быстро-
ты тестирования в 2008 г. разработан 2-этапный алгоритм 
лабораторной диагностики [6, 27, 28]. Данный алгоритм име-
ет ограничение — невозможность определить чувствитель-
ность возбудителя к антибактериальным препаратам.

Методы лабораторной диагностики CDI [18]

Метод исследования Цель исследования Чувстви-
тельность, 

%

Специ-
фичность, 

%

Время, необходи-
мое для выполне-
ния исследования

Примечание

Культуральный Выделение токсигенной 
культуры

89—100 84—99 48—72 ч Высокая чувствительность и специфичность, 
возможность изучения резистентности к 

антибактериальным препаратам.
Трудность культивирования, необходимость 
использования специального оборудования

Исследование на 
культуре клеток, 
ЦПД

Токсин В 67—100 85—100 28—48 ч Рекомендуется использовать в сочетании с 
культуральным методом. Возможно полуко-

личественное определение путём титрования 
проб. (l.r. peterson и соавт., 1988)

Реакция нейтрализа-
ции токсина (на куль-
туре фибробластов)

Токсин В — — 28—48 ч Хорошая чувствительность и специфичность. 
Использовать целесообразно в сочетании с 

цитопатогенным тестом
РАЛ ГДГ 58—92 80—96 30 мин Низкая чувствительность и специфичность. 

Можно использовать только для экспресс-
диагностики

ИФА ГДГ, токсины А/В 63—99 75—100 2—4 ч Можно использовать как скрининговый тест. 
Для окончательной диагностики может по-

требоваться 2—3-кратное исследование
ИХА ГДГ, токсины А/В 15 мин Можно использовать как скрининговый тест. 

Для окончательной диагностики может по-
требоваться 2—3-кратное исследование

ПЦР Ген кодирующий токсин 
А, В, бинарный токсин

— — 2—4 ч Хорошая чувствительность и специфичность, 
возможно определение бинарного токсина
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Методы, направленные на детекцию ГДГ, токсинов А, В, 
бинарного токсина — быстрые, но не позволяют определить 
чувствительность возбудителя к антибиотикам.

Выделение токсигенной культуры Clostridium difficile. Вы-
деление C. difficile из образцов просветных фекалий с после-
дующим её типированием по способности продуцировать ток-
сины и определением чувствительности к антибактериальным 
препаратам остается золотым стандартом диагностики cdi.

Clostridium difficile — грамположительная спорообра-
зующая палочка. По типу дыхания — облигатный анаэроб. 
Впервые культуру C. difficile выделили i.c. hall и e. o’Toole 
в 1935 г. [29] из фекалий здоровых новорождённых. В 1977 г. 
J. bartlett [30] связал наличие этого возбудителя с возникно-
вением колита, развившегося после терапии клиндамицином. 
Изначально микроорганизм назван Bacillus difficilis из-за ха-
рактерной морфологии и трудности культивирования.

Для выделения C. difficile используется селективная среда 
ccfa (cycloserine co-foxotin fructose agar), предложенная в 
1979 г. w. george и соавт. [31], содержащая цефокситин, ци-
клосерин, фруктозу. Эта питательная среда получила широкое 
распространение, в том числе в России, так как отвечает пи-
щевым потребностям C. difficile. Проведение предварительной 
пробоподготовки перед посевом на питательную среду, такое 
как прогревание проб фекалий при 70°c в течение 10 мин или 
обработка пробы абсолютным спиртом 1 ч, обеспечивает об-
разование плоских, округлой или неправильной формы, с не-
ровным или ризоидным краем, матовых, диаметром 2—4 мм, 
бело-жёлтых колоний C. difficile через 24—48 ч инкубации в 
безкислородной атмосфере. Рост C. difficile сопровождается 
появлением характерного запаха, подобного запаху р-крезола 
или лошадиного помёта. Использование для выделения C. 
difficile других питательных сред, например агара с циклосери-
ном и маннитолом, кровяного агара с циклосерином и манни-
толом, не имеет преимуществ перед средой ccfa. Различные 
добавки к среде ccfa стимулируют рост C. difficile [31, 32].

Поскольку выделение культуры C. difficile не означает её 
способность вызывать заболевание, у клинических изолятов 
необходимо определять токсигенность in vitro. Для этого от-
бирают 4—6 колоний, которые культивируются в сердечно-
мозговом бульоне в анаэробных условиях при температуре 
35—37°c в течении 24 ч. В фильтратах суточной бульонной 
культуры выявляют наличие экзотоксина. Для этого опреде-
ляют наличие цитотопатического действия (ЦПД) в культуре 
клеток, либо ген токсинов А, В, бинарного токсина методом 
ПЦР с использованием коммерческих тест-систем. Описаны 
культуры C. difficile, не проявляющие ЦПД в культуре клеток, 
но in vitro продуцирующие токсин, хотя титр токсина у них 
ниже, чем у штаммов, обладающих ЦПД в культуре клеток 
[24, 33]. Это объясняет расхождение между клиническими и 
лабораторными результатами.

Недостаток культурального метода диагностики состоит 
в его трудоёмкости, необходимости специальных навыков 
работы с культурой и анаэробного оборудования. Выделение 
токсигенной культуры C. difficile возможно только в хорошо 
оснащённых лабораториях, имеющих высококвалифициро-
ванный персонал.

Чувствительность культурального метода диагностики cdi 
достигает 98% [24, 31], но исследование длится 2—3 сут. Акту-
альным остаётся поиск новых методов диагностики cdi, пер-
спективны молекулярно-биологические методы исследования.

Молекулярно-биологические методы диагностики CDI. 
Молекулярно-биологические методы позволяют детектиро-
вать геном C. difficile и его репликацию. К таким методам 
относятся: 1) полимеразная цепная реакция (ПЦР) — рибо-
типирование, данный метод получил распространение из-за 
своей доступности, эффективности, высокой специфично-
сти (97%) и чувствительности (91%); 2) гель-электрофорез в 
пульсирующем поле; 3) мультилокусный анализ и определе-
ние мультилокусной последовательности [25]. ПЦР — пер-

спективный метод диагностики cdi. Для выявления ток-
сигенных штаммов C. difficile используется амплификация 
специфических участков генома возбудителя, кодирующих 
токсин А и/или В. Разработана методика, позволяющая ам-
плифицировать специфический для C. difficile участок гена, 
кодирующий токсин А и не имеющий перекрестной реакции 
с участком ДНК токсигенных штаммов C. sordellii [34]. ПЦР 
позволяет определять способность C. difficile к токсинообра-
зованию и синтезу других факторов патогенности, что важно 
для диагностики cdi [35, 36]. Существуют разные модифи-
кации ПЦР. Для повышения эффективности ПЦР предложен 
2-этапный протокол [37], в котором использованы праймеры 
к участку 16s рибосомальной РНК C. difficile (downstream 
primer: b ccgTcaaTTcmTTTragTTT / upstream primer: 
pg-48 cTcTTgaaacTgggagacTTga), что позволило 
получить 100% чувствительность по сравнению с культураль-
ным методом. Высокая чувствительность (95,5%) и специ-
фичность (99%) показана в исследованиях с использовани-
ем тест-системы becton dickinson (bd) maxcdiff на основе 
ПЦР для детекции токсигенных C. difficile [38]. Совпадение 
детекции C. difficile с помощью тест-системы bd maxcdiff и 
выделение токсигенной культуры составило 98,5% [36]. Ам-
плификация нуклеиновых кислот для детекции токсигенной 
C. difficile обладает высокой чувствительностью и специфич-
ностью, но в России она не доступна для клинической лабо-
раторной диагностики из-за отсутствия зарегистрированных 
Росздравнадзором тест-систем.

Рост резистентности к антибиотикам вызывает обе-
спокоенность клиницистов, фармакологов, микробиологов, 
так как появляется большое количество мультирезистент-
ных штаммов бактерий, что ставит под угрозу способность 
лечить инфекции, повышает расходы на лечение и смерт-
ность. Широкое применение антибактериальных препара-
тов способствует селекции резистентных микроорганизмов 
и появлению бактерий с множественной лекарственной 
устойчивостью. Растущая популяция C. difficile синтезирует 
токсин-индуцирующий мессенджер, относящийся к группе 
тиолактона, который накапливается во внеклеточной среде, 
активируя 2-компонентную систему agrc2a2, что повыша-
ет активность транскрипции генов, кодирующих токсины, и 
играет ключевую роль в развитии клостридиального колита. 
Новые тест-системы для диагностики cdi позволили рас-
крыть ряд механизмов передачи сигнала agrc2a2 [39].

Лабораторная диагностика cdi базируется на сочетании 
методов: детекция ГДГ и токсинов в стуле пациента серо-
логическим методом, ПЦР-РВ, микроскопия, выделение 
токсигенной культуры. Эти методы показали хорошую про-
изводительность [40—42], но имеют ряд недостатков, таких 
как низкая чувствительность, специфичность, трудоёмкость, 
субъективность и т. д.

Мультиплексные решения для диагностики CDI. Разви-
вается мультиплексный молекулярный анализ для индика-
ции и идентификации патогенов, в том числе возбудителей 
антибиотикассоциированной диареи. Проведено сравнение 
3 коммерческих мультиплексных панелей [filmarray gi па-
нель (biofire Диагностика), luminex xTag gi патоген панель 
(gpp) (luminex corporation, Канада), nanosphere verigene 
кишечно-патогенный тест (nanosphere, inc., northbrook, 
il)], одобренных Управлением по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов США (food 
and drug administration, fda) для индикации возбудителей 
желудочно-кишечных заболеваний (в том числе C. difficile) из 
клинических образцов фекалий [43]. Каждая из мультиплекс-
ных панелей для диагностики cdi утверждена в качестве до-
полнительного средства диагностики, использование этих 
тестов при скрининге бессимптомных пациентов не утверж-
дено и требует дальнейшего изучения [44]. Учитывая слож-
ность диагностики и необходимость индикации вирулентных 
штаммов C. difficile, продуцирующих не только токсины А и 
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В, но и бинарный токсин, целесообразно использовать тест-
систему verigene cdf Test, позволяющую протестировать 1 
образец за 2,5 ч и определить наличие C. difficile, токсинов 
А и В, штаммов риботипа nap1/bi/027, продуцирующих би-
нарный токсин, не детектируемый серологическим методом. 
Используются микрочип нуклеиновой кислоты, который об-
наруживает C. difficile токсины А и В в неоформленных об-
разцах стула и может адекватно идентифицировать риботип 
nap1/bi/027. Применение мультиплексных панелей увели-
чивает скорость и количество определяемых патогенов [43].

Проблемы, связанные с интерпретацией результатов, по-
лученных с помощью мультиплексных панелей, не позволяют 
использовать их для скрининговых исследований. Разработ-
ка и внедрение высокоэффективных мультиплексированных 
молекулярных панелей позволит клиническим лабораториям 
быстро и правильно диагностировать cdi [41, 45—47].

Выявление Clostridium difficile на основании определения 
летучих органических соединений. Один из методов диагно-
стики cdi — определение летучих органических соединений 
в стуле больного. Летучие органические соединения (ЛОС) 
— конечные продукты жизнедеятельности микроорганиз-
мов, которые могут быть использованы для диагностики за-
болевания [48, 49]. Проведены исследования, в которых за-
пах стула пациентов, имеющих cdi, различали медицинские 
работники, ухаживающие за этими больными. Сотрудники 
в состоянии различить cdi стул с чувствительностью 55% 
и специфичностью 83%, с отрицательной прогностической 
ценностью 92%. Средний медицинский персонал правильно 
определил C. difficile в 31 из 37 случаев, с чувствительностью 
84% и специфичностью 77% [50, 51]. Исследование собачье-
го обоняния показало 83% чувствительность и 98% специ-
фичность идентификации C. difficile [52]. Для быстрой иден-
тификации ЛОС профиля, связанного с C. difficile, Campy-
lobacter jejuni и ротавирусами, использована газожидкостная 
масс-спектрометрия (gc-ms) [53]. В просветных фекалиях, 
ассоциированных с C. difficile, обнаружены продукты бро-
жения фруктозы и производных фуранозы. В 2007 г. gc-ms 
применена для идентификации ЛОС в кале, полученном от 
пациентов с язвенным колитом и больных cdi [54]. В 2014 г. 
использован «электронный нос» для газовой хроматографии, 
результаты, обработанные искусственными нейронными се-
тями, применены для распознавания образцов, позволявших 
различать C. difficile-положительный и -отрицательный стул 
с 85% чувствительностью и 80% специфичностью [49].

Несмотря на обнадеживающие результаты, демонстри-
рующие высокую чувствительность и специфичность, ис-
пользование 2-фтор-4-метилфенола как одного маркёра для 
диагностики cdi нецелесообразно. Имеются более быстрые 
и доступные методы выявления токсигенной C. difficile.

Заключение. В мире отмечается экспоненциальный рост 
заболеваемости клостридиальной инфекцией [6]. Неразре-
шимой проблемой остаётся отсутствие единого подхода к 
лабораторной диагностике cdi.

Чаще всего используют ускоренные методы детекции 
токсинов А и В C. difficile в просветных фекалиях, такие как 
ИХА и ИФА. Бинарный токсин возможно обнаружить только 
с помощью ПЦР. Длительная диагностика cdi обуславлива-
ет несвоевременное проведение профилактических и проти-
воэпидемических мероприятий, что создаёт предпосылки к 
персистенции возбудителя и его широкому распространению 
как в пределах одного отделения, так и в рамках всего лечеб-
ного учреждения. Исследования, направленные на разработ-
ку оптимального диагностического алгоритма клостридиаль-
ной инфекции, чрезвычайно актуальны и позволят применять 
персонифицированный подход в лечении cdi.
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