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Цель. Усовершенствовать методику посева кала при бактериологическом анализе по выделению 
чистых культур анаэробной флоры, в том числе Clostridioides difficile, в рутинной практике микро­
биологической лаборатории детского онкологического стационара.
Материалы и методы. Всего было исследовано 517 образцов кала, взятого однократно у пациен­
тов ФНКЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева с 2013 по 2015 г. Все образцы были исследованы методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) на наличие токсинов C. difficile и бактериологическим мето­
дом по 5 специально разработанным схемам для выделения анаэробных мироорганизмов, включая 
C. difficile. Статистическую значимость различий в частоте высеваемости штаммов в исследуемых 
группах (схемах посева) оценивали по критерию χ2.
Результаты. Высеваемость токсигенных штаммов C. difficile при использовании схемы посева в пе­
ченочный бульон с наслоением технического агара с последующим посевом на анаэробный агар со­
ставила 100%. Данная схема также подходит для выделения сопутствующей анаэробной кишечной 
флоры: нетоксигенных штаммов C. difficile, Clostridium perfringens, других клостридий, Bacteroides 
fragilis и других бактероидов.
Выводы. Использование жидкой среды накопления и наслоение технического агара позволяет 
выделить анаэробную флору из кала, а также увеличивает высеваемость токсигенных штаммов 
C. difficile до 100% от положительных результатов ИФА на клостридиальный токсин.
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Comparison of culture and isolation methods for Clostridioides difficile and 
other anaerobes from stool samples in a routine microbiological laboratory 
practice

Shvydkaya M.G.1, Zatevalov A.M.1, Mitrokhin S.D.2, Dzhandarova D.T.3

1 G.N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russia
2 City Clinical Hospital #67 named after L.A. Vorokhobov, Moscow, Russia
3 Diagnostic Clinical Center #1, Moscow, Russia

Objective. To improve stool sample culture and isolation of anaerobic flora, including Clostridioides 
difficile in the routine microbiological laboratory practice at the children’s oncology hospital.
Materials and methods. A total of 517 stool samples collected from patients in children’s oncology 
hospital from 2013 to 2015 were studied. All samples were analyzed by ELISA for C. difficile toxins and 
by culture according to dedicated 5 schemes for isolation of anaerobic bacteria, including C. difficile. 
Statistical significance of differences in isolation rates between the studied groups (culture schemes) was 
assessed by Pearson test.
Results. Culture in liver broth and covering with technical agar followed by culture on anaerobic agar 
yielded 100% isolation rate of toxigenic C. difficile strains. This culture scheme is also suitable for isolating 
concomitant anaerobic flora: non-toxigenic C. difficile strains, Clostridium perfringens, other Clostridia 
spp. and Bacteroides spp.
Conclusions. Use of the liquid accumulation medium and covering with technical agar make it possible to 
isolate anaerobic flora from stool samples and increase an isolation rate of toxigenic C. difficile strains to 
100% of ELISA-positive samples.
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Введение

При лечении основного заболевания у пациентов 
детского онкологического стационара развивается 
иммуносуппресия, которая провоцирует осложения 
в виде колитов. В большинстве случаев колит вызы­
вает токсигенный штамм Clostridioides difficile, который 
можно выявить с помощью иммуноферментного ана­
лиза (ИФА) по наличию клостридиального токсина A/B 
в кале [1]. ИФА у пациентов с иммуносупрессией и лей­
копенией обладает низкой чувствительностью, не дает 
информации об интенсивности бактериальной колони­
зации, чувствительности микроорганизма к антибиоти­
кам и не учитывает нетоксигенные штаммы C. difficile, 
которые также могут быть возбудителем колита [2, 3]. 
Кроме ИФА на токсины C. difficile используются поли­
меразная цепная реакция (ПЦР), глутаматдегидрогена­
зный тест и ряд других тестов, указывающих на присут­
ствие C. difficile в кале. Для обеспечения метода ПЦР 
необходимо иметь специально оборудованные поме­
щения, дорогостоящее оборудование и подготовлен­
ных специалистов. Известны случаи гипердиагностики, 
что связано с высокой чувствительностью метода ПЦР 
[5]. Методика определения глутаматдегидрогеназы в 
кале имеет преимущество в скорости выдачи ответа, 
но получаемый результат имеет сложную интерприта­
цию [4]. Однако большинство вышеперечисленных те­
стов только косвенно указывают на присутствие воз­
будителя и дают неполную информацию, необходимую 
для выбора терапии. Поэтому эталонным стандартом 
является бактериологический анализ кала, позволя­
ющий культуральным методом выделить токсигенные 
штаммы C. difficile.

Культуральный метод имеет ряд ограничений, среди 
которых длительный срок выдачи ответа, необходи­
мость использования дорогостоящих сред и оборудо­
вания для анаэробного культивирования [3–5]. Тем не 
менее, согласно российским [6, 7] и зарубежным реко­
мендациям [8], культуральный метод утвержден для диа­
гностики клостридиальной инфекции. В вышеперечис­
ленных методических рекомендациях не указывается 
алгоритм посева и среда для культивирования, что по­
зволяет каждой лаборатории самостоятельно опреде­
лять эти параметры.

Согласно результатам сравнительных исследований, 
наибольшую чувствительность и специфичность при куль­
тивировании C. difficile показывает циклосерин-цефок­
ситиновый хромогенный агар [6]. Использование этой 
среды в рутинной практике детского онкологического 
стационара ограничено его высокой стоимостью. Кроме 
токсигенных штаммов C. difficile, возбудителями колита 
также могут быть нетоксигенные штаммы C. difficile, 
Clostridium innocuum, Clostridium perfringens, Bacteroides 
fragilis и Bacteroides vultagus [9–12]. Стоит отметить, что 
все вышеперечисленные анаэробные микроорганизмы 
могут иметь внекишечную локализацию и способны вызы­
вать заболевания различных органов и систем [13–21], 
поэтому в практической работе микробиологической ла­

боратории детского онкологического стационара при­
нята своя методика исследования и определенный набор 
сред для культивирования анаэробной флоры. Данная 
методика обеспечивает оптимальное соотношение цены 
и качества исследования, но может быть усовершенство­
вана без увеличения стоимости и трудозатрат.

Цель исследования – усовершенствовать методику 
посева кала при бактериологическом анализе по выде­
лению чистых культур анаэробной флоры, в том числе 
C. difficile, в рутинной практике микробиологической ла­
боратории детского онкологического стационара.

Материалы и методы

В работе было исследовано 517 образцов кала, взя­
того однократно у пациентов ФНКЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева в период с 2013 по 2015 г. Были выделены 
5 групп в зависимости от схемы посева и типа применя­
емых сред. 

1 группа – посев проводился на агар Шедлер, бу­
льон не использовался;

2 группа – посев проводился на агар Шедлер, ис­
пользовался печеночный бульон;

3 группа – посев проводился на агар Шедлер, ис­
пользовался печеночный бульон с наслоением техниче­
ского агара;

4 группа – посев проводился на анаэробный агар, 
использовался анаэробный бульон с наслоением техни­
ческого агара;

5 группа – посев проводился на анаэробный агар, 
использовался печеночный бульон с наслоением техни­
ческого агара.

Наличие в кале клостридиального токсина А/В опре­
деляли методом ИФА (R-Biopharm, Германия). Для вы­
деления и идентификации штаммов анаэробной флоры 
использовали культуральный метод, который выпол­
нялся по следующей схеме: посев на жидкую питатель­
ную среду – наслаивание технического агара для 3–5 
группы (инкубация 24 ч. в анаэростате) – посев на твер­
дую питательную среду (инкубация 24–48 ч. в анаэро­
стате) – идентификация колоний.

Посев был выполнен следующим образом: кал вно­
сился в анаэробный бульон (Oxoid, Великобритания) и 
печеночный бульон (Oxoid, Великобритания) микробио­
логической петлей (10 мкл). Поверх бульона наслаи­
вали 2 мл технического агара (Oxoid, Великобритания), 
нагретого до 37°C. Далее материал инкубировался 
в анаэростате с использованием газпакетов (Oxoid, 
Великобритания). Затем 0,5 мл осадка петлей нано­
сили на зону сброса в чашке Петри с анаэробным ага­
ром (Oxoid, Великобритания) с добавкой нитроцефина 
(Oxoid, Великобритания) или с агаром Шедлер (Oxoid, 
Великобритания) с добавкой нитроцефина и рассевали 
петлей 1 мкл. Инкубация осуществлялась в анаэростате 
указанным выше способом. Последующая идентифика­
ция колоний до вида проводилась с помощью MALDI-
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TOF масс-спектрометрии по протоколу компании-произ­
водителя (Bruker Daltonic, Германия). 

Сбор и обработку данных проводили с использо­
ванием лабораторно-информационной системы (SGM 
Analytix, Швеция) и программы QlikView Personal Edition 
(SGM Analytix Explorer, Швеция).

Статистическую значимость различий в частоте вы­
севаемости штаммов в исследуемых группах оценивали 
по критерию χ2.

Результаты

Результаты исследования нативных фекалий методом 
ИФА на наличие клостридиального токсина A/B и ча­
стота высеваемости штаммов в зависимости от схемы 
посева представлены в Таблице 1.

Из 517 образцов наибольшее количество посевов 
было выполнено по схемам 3, 4 и 5. Наличие токсина 
А/В C.  difficile с помощью ИФА было выявлено в 61 
(11,8%) образце.

Анаэробные представители микрофлоры кишечника 
при использовании схемы 1 не были выделены, несмо­
тря на то что 1 образец был положительным в ИФА на 
клостридиальный токсин. Использование схемы 2 стати­
стически значимо увеличило высеваемость токсигенных 
штаммов C. difficile, но результат остается на очень низ­
ком уровне – 25%. Более высокую высеваемость штам­
мов показало применение схем 3 и 4 – 61,5% и 68,2% 
соответственно. Наиболее высокий результат наблюда­
ется при применении схемы 5 – 100%. Таким образом, 
можно утверждать, что использование жидкой накопи­
тельной среды и «пробки» из технического агара значи­
тельно повышает высеваемость анаэробной флоры.

Обсуждение

В большинстве лабораторий, в которых занимаются 
выделением, идентификацией и исследованием штам­
мов C. difficile, применяют анаэробный агар или агар 
Шедлер с использованием добавок, заявленных произ­
водителем, при этом частота высеваемости C. difficile 
составляет 68–94% [23]. Использование хромогенных 
сред ограничено их высокой стоимостью и узким спек­
тром определяемых штаммов. Одним из важных усло­
вий культивирования C. difficile является своевременное 
прекращение доступа кислорода, которое обеспечива­
ется наслоением технического агара. В Таблице 1 по­
казано, что применение данного технического приема 
в нашем исследовании позволило повысить высевае­
мость токсигенных штаммов C. difficile до 100%, тогда 
как другие схемы продемонстриовали существенно худ­
шие результаты. Увеличилось количество штаммов анаэ­
робной флоры, а именно нетоксигенных клостридий и 
бактероидов. Сравнение с результатами, полученными 
в других исследованиях на хромогенной среде, пока­
зало, что затраты по времени для хромогенной среды – 
24 ч., при использовании схемы 5 – 72 ч. По сравне­
нию с хромогенным агаром увеличена высеваемость 
токсигенных штаммов до 100% (в то время как хро­
могенный агар  – 94%) и спектр высеваемых культур. 
Последний факт имеет важное значение, так как, по 
данным Bauer M. и соавт., нетоксигенные штаммы не вы­
зывают заболевания, а колонизация кишечника неток­
сигенными штаммами C. difficile может защитить от ко­
лонизации токсигенными штаммами [24]. Также имеются 
сообщения о том, что нетоксигенные штаммы C. difficile 
могут быть связаны с некоторыми случаями внутриболь­

Таблица 1. Сравнение схем посева кала на микробиологические среды и частоты высеваемости анаэробной микрофлоры из кала  
у пациентов детского онкологического стационара

Схемы посева кала на микробиологические среды

1 2 3 4 5

Бульон - Печеночный Печеночный Анаэробный Печеночный

Твердая среда Агар Шедлер Агар Шедлер Агар Шедлер Анаэробный агар Анаэробный агар

Технический агар - - + + +

Всего образцов, n 10 18 179 180 130

Токсин(+) ИФА 1 4 13 22 21

C. difficile tox(+) из токсин(+) ИФА 0% 25,0%1 61,5%1,2 68,2%1,2 100%1,2,3,4

C. difficile tox(+) 0 (0%) 1 (5,6%) 8 (4,5%) 15 (8,3%) 21 (16,2%)

C. difficile tox(-) 0 (0%) 0 (0%) 16 (8,9%) 50 (27,8%) 69 (53,1%)

C. perfringens 0 (0%) 1 (5,6%) 23 (12,8%) 46 (25,6%) 30 (23,1%)

Другие клостридии 0 (0%) 5 (27,8%) 38 (21,2%) 90 (50,0%) 101 (77,7%)

B. fragilis 0 (0%) 0 (0%) 7 (3,9%) 12 (6,7%) 15 (11,5%)

Другие бактероиды 0 (0%) 1 (5,6%) 11 (6,1%) 21 (11,7%) 25 (19,2%)

Значение в верхнем индексе в строке «C. difficile tox(+) из токсин(+) ИФА» указывает на номер схемы посева, с которой имеются стати­
стически значимые различия (p < 0,05).
tox(+) – токсигенные штаммы C. difficile; tox(-) – нетоксигенные штаммы C. difficile.
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ничной диареи [9, 24, 25]. Данные о роли нетоксиген­
ных штаммов Clostridium spp. довольно противоречивы. 
Так, Chia  J. и соавт. указывают на то, что C.  innocuum 
могут вызывать антибиотикоассоциированный колит, а, 
по данным Kiu R. и соавт., C. perfringens играет важную 
роль в патогенезе ряда важных кишечных заболеваний 
человека, включая некротический энтероколит [10, 11]. 
Имеются сведения о роли бактероидов в патогенезе раз­
вития колита. По данным Yu L., B. fragilis вырабатывает 
энтеротоксин, а B. vultagus способствует развитию ко­
лита [12]. Использование отдельных селективных сред 
для идентификации этих микроорганизмов значительно 
увеличивает трудозатраты и стоимость анализа [26–29]. 
Доступные тест-системы в рутинной практике для микро­
биологической лаборатории неудобны и имеют высокую 
стоимость [30, 31]. Данные, полученные в нашем иссле­
довании, показывают, что все вышеперечисленные ми­
кроорганизмы можно выделять и идентифицировать, 
не используя отдельные селективные среды, а приме­
няя только стандартные, доступные в рутинной практике 
среды для культивирования анаэробной флоры. 

Заключение

Использование усовершенствованного метода по­
сева при бактериологическом анализе по выделению 
анаэробной флоры из кала увеличивает высеваемость 
токсигенных штаммов C. difficile до 100% от положи­
тельных результатов ИФА на клостридиальный токсин, 
что позволяет значительно улучшить диагностику, ле­
чение и профилактику инфекций, вызванных C. difficile. 
Использование усовершенствованного метода посева 
также позволяет существенно снизить трудозатраты и 
стоимость анализа по сравнению с методом, предпо­
лагающим использование селективных хромогенных 
сред для каждого микроорганизма, который может 
быть причиной колита у пациентов детского онколо­
гического стационара при лечении основного заболе­
вания. 
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