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ГОСУДАРСТВЕННАЯ 
БИБЛИОТЕКА 
СССР 

им, В. И. Лекма 
1909 г. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблему 
Намеченный ХХУІІ съездом КПСС курс на ускорение социаль-

но-экономического развития страны предусматривает реализацию 
крупных социальных программ, которые обеспечат охрану и укреп-
ление здоровья людей. Одним из важных вопросов партия и госу- ' 
дарство считает улучшение качества диагностики заболеваний в 
тем числе и инфекционных. 

Борьба с острыми кишечными инфекциями человека до сих 
пор остается нерешенной проблемой. Проведение исследований,пос-
вященных изучению возбудителей этой обширной группы заболеваний' 
является одним из важнейших звеньев в цепи мероприятий, направ-' 
ленных на лечение и профилактику кишечных инфекций. 

В настоящее время многочисленными исследованиями показа-
на роль клострвдий - условно-патогенных микроорганизмов - в воз-
никновении и развитии кишечных заболеваний детей и взрослых. 

В последние годы в результате применения антибиотиков 
отмечается учащение случаев антибиотикозависимых кишечных ин-
фекций, вызванных Clostridium d i f f i c i l e / J . B a r t l e t t , 1979. 
s. B o r r i e l l o . e t al .£981; В. Arenas on, ІЭ85/, которые ОТНОСЯТСЯ 
к семейству Bacl l laceae . 

В 1977 году H.Larson, e t al. впервые обнаружили в стуле 
больных псѳвдомѳмбранозным колитом / ПМК / токсический фактор 
оказывающий цитотоксическоѳ действие на культуры клеток. В 
дальнейшем, в содержимом кишечника больных ПМК в 20$ случаев 
обнаружили токсины, обладающие, летальным действием на лабора-
торных животных и цитотоксическим - на культуры клеток. 

В материале от больных ПМК обнаруживали токсигенныѳ штам-
мы С .difficile . по данным зарубежных специалистов /Й.АІ-Jumaili, 
e t al., 1981; M.Ellis, i g 8 4 / э т и микроорганизмы являются воз-
будителями ПМК в 90-100$, других антибиотикозависимых колитов 
в 15-20$ случаях. 

Для выбора эффективных специфических средств, методов 
лечения и профилактики клострвдиозов крайне важно своевременное 
бактериологическое подтверждение специфических экзотоксинов в 
материале от больных при учете соответствующих симптомов забо-
левания. 

* 

Применяемые в настоящее время схемы бактериологической 



2. 
диагностики клостридаозов трудоемки и требуют длительного врѳ-
мѳни* 

Широкое распространение клостридаозов, обусловленных 
С d i f f i c i l e и отсутствие простых схем выделения и идентифика-
ции делают очевидной необходимостью разработки и усовершенство-
вания способов бактериологической диагностики ПМК и других 
даарейных заболеваний, 

ІТРЛЪ и задачи исследований 

Основной целью наших исследований являлась разработка 
и усовершенствование методов индикации и идентификации возбу-
дителя ПМК - С . d i f f i c i l e с учетом патогенетической значимости 
его экзотоксинов. 

Задачами исследований являлись: 
1 . изучение биологических, морфологических и ферментативных 

свойств С A l f f i e Н е ; 
2 . определение тестов, обеспечивающих четкую дифференциацию 

С. d i f f i c i l e от других видов клостридий; 
3 . усовершенствование метода индикации С л l f f i e l i e на основа 

определения специфичности токсинокомплекса этих микроорга-
низмов в патологическом материале и в среде культивирования; 

4 . разрабс ка схемы выделения С. d i f f i c i l e из клинического ма-
териала и идентификации этих микроорганизмов; 

5. разработка методов препаративного выделения токсинокомплѳк-
са-АВ С. d i f f i c i l e с целью изучения его физико-химических 
свойств и действия как энтѳро- и цитотоксина. 

fli-y^pp новизна результатов исследований 
Результаты исследования расширяют сведения о роли токси-

гѳнных штаммов С. d i f f i c i l e в патогенезе острых кишечных заболе-
ваний людей. 

На основании результатов изучения чувствительности C . d l f -
f l o l b K антибиотикам подтверждены механизмы развития ПМК и нек-
ротизируидѳго энтероколита / НЗК / , как антибиотикозависимых 
колитов. . ^ 

Впервые в нашей стране изучены физико-химические свойства 
очищенного препарата токсинокомплѳкса-АВ С . d i f f i c i l e и его био-



3. 
логическая активность / in vivo и in v i t r o / . 

Практическое значение результатов исследования 
Результаты исследования имеют большое значение в бакте-

риологической практике при постановке и уточнении диагноза энііе-
роколитов и диарейных заболеваний у взрослых людей и детей ранне-
го возраста. 

Разработана схема выделения и идентификации С. d i f f i c i l e 
из клинического материала. 

Впервые для определения активности токсинокомшіекса-АВ 
С; d i f f i c i l e использованы перевиваемые линии клеток / 4647, Fl ' , 
ДКЧ / . 

Разработан метод препаративного выделения токсинокомплек-
са-АВ С. d i f f i c i l e хроматсграфичѳским и сѳдиментационным способа-
ми. 

Показана возможность использования очищенного препарата 
токсинокошлѳкса-АВ в качестве антигена для иммунизации животных 
/ получение антитоксина / и в серологических реакциях. 

Основные положения диссертации, выносимые на защиту 
1. Результаты исследований биологических, морфологичес-

ких и ферментативных свойств С. d i f f i c i l e . 
2 . Схема выделения и идентификации С. d i f f i c i l e из кли-

нического материала. 
3 . Использование перевиваемых культур клеток для опреде-

ления активности токсинов этих микроорганизмов. 
4. Метод препаративного выделения токсинокомплэкса-АВ 

С. d i f f i c i l e хроматографичѳским и седиментанионным 
способами. 

5. Использование препаративно очищенного токсинокомплек-
са-АВ С. d i f f i c i l e в качестве антигена для получения 
специфических антисывороток, пригодных для диагности-
ческих целей. 

Апробация работы 
Материалы диссертации доложены и обсуждены на конферен-



4. 

вдях ГИСК им. Л.А. Тарасовича / Москва, 1984, 1985, 1986, І987гг/. 
Диссертационная работа апробирована на заседании Ученого 

совета ГИСК им. Л.А. Тарасовича / 19.04.1988 г . / . 

Публикации.По материалам диссертации опубликована 8 ста-
тей. 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из 
введения, обзора литературы, собственных исследований, обсужде-
ния, выводов, списка литературы и приложения. Работа изложена 
на 129 страницах и включает 114 страниц текста, 18 таблиц, 16 
рисунков и 3 схемы. Список литературы включает 120 источника 
/ 7 отечественных и ИЗ иностранных авторов / . 

СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Материалы и методы. В работе применялись микробиологичес-
кие, биохимические и иммунологические методы исследования. 

Для проведения опытов была собрана коллекция культур из 
33 штаммов С. d i f f i c i l e : 3 штамма получены в СССР, 8 - из Шве-
ции, 9 - из Англии, 9 - из США и 4 штамма изолированы нами от 
больных диарейными заболеваниями. Коллекция культур включает 
рефѳренс-штаммы АТСС 9689, УРІ-І0463. Для выращивания штаммов 
и хранения культур применяли среду типа Китт-Тароцци. Морфологию 
колоний определяли в процессе роста культур на поверхности плот-
ных: питательных сред таких, как Бревер-агар /" Неге*'/, сердечно-
мозговой агар / " Oxold "/. 

Для изучения биохимических свойств С. d i f f i c i l e других 
видов клостридий, взятых в качестве контроля, применяли среды 
Гисса, "СИБ" - систему индикаторную бумажную / Горьковского НИИ 
8пидѳмиологии и микробиологии Минздрава РСФСР / , систему микро-
мультитѳстов "АРІ-20А" / Франция / . Нами разработан метод иден-
тификации C d l f f l o i l e »выделенных из материалов больных диарей-
ными заболеваниями, по биохимическим свойствам, который основан 
на способности С. d i f f i c i l e разлагать маннит и мѳлезитозу с об-
разованием кислоты и газа, но проявления инертности в отношении 
сахарозы. Были приготовлены индикаторные среды на основе 2% ага-
ра Хоттжггера, 1% углевода с Добавлением 2% индикатора Андреде. 

Знтѳротоксическое действие токсинокомплекса-АБ, получен-
ного из разных токсигеиных штаммов С. d i f f i c i l e , определяли на 
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3-4-х-дневных белых мышах массой 2 ,5 -3 ,5 г . За основу была 
принята методика E.A.Lozano /1981/ с некоторой модификацией 
в наших условиях эксперимента. Результаты оценивали по коэффи-
циенту действия энтеротоксина /энтеротоксический эффект/- Кээ, 
который равен отношению массы кишечника к массе тела мыши. Ре-
зультат считался положительным, то есть фиксировалось наличие -
энтѳротоксического эффекта в том случае, если значение Кээ со- • 
ответствовало величине ^ 0,085. 

Цитотоксичѳскоѳ действие нативного токсинокомплекса-АВ 
С. d i f f i c i l e определяли на культурах клеток разного вида и про-
исхождения: FI. - клетки амниона человека; M-7.M-I9.M-20 - дип-
лоидные линии клеток человека /ДКЧ - фибробласты из кожно-мышеЧ-
ной ткани эмбриона человека/; 4647 - перевиваемая линия клеток 
почек зеленых мартышек; Л-4І - моноциты крови человека, больно-
го лейкемией; ГОМ - первично-трипсинизированные клетки почек 
зеленых мартышек; СНО-КІ - клетки из ткани яичника китайского 
хомячка. Цитотоксическоѳ действие /ІГГД/ оценивали "плюсами", 
соответственно проценту погибших клеток в монослое: 100% -
/++-Н-/, 75/ - /+++/. 50/ - /++/ , 25/ - / + / , отсутствие ЦГД - / - / . 

Чувствительность штаммов С . d i f f i c i l e к антибиотикам изу-
чали, используя стандартный метод дисков, рекомендованный Все-
мирной организацией здравоохранения /WHO,Tech.Hep.Ser.,1982,68? 
Annex.5.,P.144-178. / и методом серийных разведений. Использо-
вали антибактериальные антибиотики: аминогликоэиды /мономшда, 
стрептомицин сульфат/; макролиды /эритромицина фосфат/; пеницил-
лины /ампициллина натриевая соль, бензилпѳнициллина натриевая 
соль, карбенициллина динатриевая соль/; линкомицина гидрохлорид; 
тетрациклина гидрохлорид. Минимальную ингибирующую концентрацию' 
/ МИК / устанавливали в соответствии с требованиями действующей 
инструкции методом серийных разведений в пробирках. 

Очистку токсинокомплѳкса-АВ С . d i f f i c i l e от балластных 
веществ проводили методом хроматографии с помощью гель-фильтра-
ции на сефадѳксѳ G -100 в колонке 2,6 х 60 см. Концентрацию бел-
ка в пробах определяли по методу Лоури, чистоту фракций - элек-
трофорезом в 7 , 5 / полиакриламидном геле. Концентрирование исход-
ного фильтрата или его фракций осуществляли путем диализа против 
полиэтиленгликоля с м.м. 6000 д . Токсичное действие фракций, по-
лученных в результате очистки на сефадексе в -Ю0, определяли 
на новорожденных белых мышах. 

2-І5І0 



Для выделения токсинокошілекса-АВ из культуральной жид-
кости после выращивания штаммов С d i f f i c i l e использовали также 
и метод осаждения полиэтиленгликолем с м.м. 5000 - 1000 д./ПЭГ 
115/ . Полноту выделения определяли на фотоэлектроколориметрѳ . 
КФК-2 по величине мутности /светорассеяния/ при красном свето-
фильтре /длина волны 670 нм, рабочая ширина кюветы - 1,0 см/. 
Токсичность выделенных фракций исследовали на мышах-сосунках. 

Электрофорез в полиакриламидном геле / ПААГ / использо-
вали для подтверждения чистоты препаратов токсинокомплекса-АВ 
С diffЮІХе , полученных с помощью препаративной хроматографии. 
Электрофорез проводили по методу А.Ваег /1970/ в аппарате фир-
мы *Ьеаиа1 ". Столбики геля для расшифровки фракционного состава 
белка помещали в пробирки с отмывной жидкостью или дистиллиро-
ванной водой и учитывали результаты электрофоретического разде-
ления. 

С целью получения антисыворотки к препарату токсинокомп- . 
лекса, выделенного методом хроматографии, нами была отработана 
схема иммунизации. В качестве продуцентов использованы самцы 
кроликов массой 2 , 5 - 3 , 0 кг. За основу взята схема, предложенная 
В.Агошзаоа /1985/ , согласно которой кроликам внутримышечно в об-
ласть верхней трети каждой голени вводили по 0 ,5 мл антигенного 
материала, смешанного с равным объемом полного адъюванта Фрейвда. 
Концентрация белка в препарате токсиншомшіекса-АВ составляла 
0,14 т / т . 

Для определения титра антител к токсинокомплѳксу-АВ с д і т -
o l l e проводили реакцию диффузионной преципитации / РДП /методом 
Оухтѳрдони в 1,5* агаре Дифко /США/ в веронал-мединаловом буфе-
ре /рН 7 , 4 / , как это описано в сборнике "Иммунологические методы" 
/1979/ . 

'статистическую обработку результатов опытов в тех случаях, 
когда это было необходимо проводили с учетом рекомендаций И.Г. 
Лавровой /1984 / . 

• РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Для установления вида возбудителя кишечных заболеваний 
большое значение имеет определение его способности ферментиро-
вать различные углевода и другие субстраты. Нами были изучены 
свойства 24-часовых культур 29 музейных штаммов С. d i f f i c i l e и 
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4-х , выделенных наш от больных, при помощи трех систем для оп-
ределения их биохимических свойств: "СИБ","API-20A" и цветного 
ряда Гисса. Результаты исследования представлены в таблице I . 

Таблица I 
Сравнительная оценка ферментации углеводов ' 

штаммами С . d i f f i c i l e . 
! 

ГЛЮКОЗА 
ЛАКТОЗА 

САХАРОЗА 
МАНКОЗА 

МАЛЬТОЗА 
КСИЛОЗА 

ЖЕЛАТИН 
АРАЕИНОЗА 

МАННИТ 
ГЛИЦЕРИН 

МОЧЕЕИНА 
САЛИЦИН 

МЕЛЕЗИТОЗА 

биохимические системы 

! -
! . 

! ! ! 
! _ 

+ 
+ 

АРТ-РПА" "ШК" Цветной вял 
100* + 100* + 100* 

ей - 0* - 0* 
Сй - 0* - 0* 

66* + 70* + 70* 
ей - 0* - 0* 

94* + 94* + 91* 
0* - 0* _ 0* 
0* - 0* - 0* 

100* + 100* + 100* 
0* - 0* - 0* 
0* - 0* - 0* 

91* + 94* + 91* 
100* + 100* + 100* 

На основании проведенных исследований мы предложили про-
водить индикацию и идентификацию С . d i f f i c i l e с использованием 
наиболее информативных биохимических свойств. Характерной осо-
бенностью С . d i f f i c i l e является способность разлагать маннит и 
мелезитозу с образованием кислоты и газа, а также инертности в 
отношении сахарозы.Полученные данные показали, что выбранная на-
ми триада углеводов с достаточной достоверностью позволяет от-
личить С , d i f f i c i l e от других видов клостридий. Этот метод диффе-
ренциации прост и доступен для выполнения в практических лабора-
ториях и, наравне с традиционными методами бактериологической 
диагностики, может быть использован для идентификации этих бак-
терий у больных с диагнозом ПМК или НЭК. 

Энтеротоксичѳскую активность токсинокомплекса-АЙ С . d i f f i -
c i l e оценивали по накоплению жидкости в просвете кишечника ново-
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рожденных белых мышей и определения величины Кээ. По интенсив-
ности реактивности мышей на введение фильтратов штаммов С . d i f f i -
c i l e , были установлены три степени токсигенности последних: 
I степень - высокотоксигенные; I I - токсигенныѳ и I I I - нетокси-
гѳнные штаммы.Было установлено, что при введении цельных фильт-
ратов высокотоксигенных штаммов, мыши погибали в 100$ через 1 ,5 -
2 ,0 часа. При введении фильтратов токсигенных штаммов гибель мы-
шей отмечалась только в 25-30$ случаев к 4 часам после введения.1-
Таким образом,по накоплению жидкости в просвете кишечника и оп-
ределению Кээ можно судить о наличии энтеротоксина в фильтрате 
изучаемого штамма. Гибель мышей, наступающая через 2 ,0 часа,сви-
детельствует о высокой энтеротоксической активности комплекса-АВ 
С. d i f f i c i l e . 

Поскольку этот метод позволяет определить энтѳротоксич-
ность фильтратов питательной среды после культивирования в ней 

• штаммов и фильтратов,полученных из образцов стула больных при 
одновременной постановке реакции нейтрализации с антитоксином 
С. d i f f i c i l e , его можно использовать как метод индикации токсино-
комплекса-АВ. 

При исследовании фильтратов штаммов С. difficileHa модели 
in vitro /клеточные культуры разного вида и происхождения/ было 
установлено, что высокотоксигенные штаммы 279-A,28I-A, , ,Bn вызы-
вают морфологические изменения в монослое клеток уже через 15 мин 
после введения цельного фильтрата. При этом установлено, что ми-
нимальное значение ЦГД высокотоксигѳнного штамма в культурах 
клетоки. ,ДКЧ,Л-4І в І0 - 4раз меньше, чем доза фильтрата этих 
штаммов при которой отмечается токсический эффект In vivo. 

По ЦГД на клетки можно выявить предельно малые концентра-
ции токсинов С. difficile,содержащиеся в фильтратах культуры. 
Использование культур клеток в качестве тест-системы позволяет 
количественно оценить степень цитотоксичѳской активности изучае-
мых штаммов С. d i f f lo lüen фильтратов стула больных ПМК, Реакция 
нейтрализации с антитоксическими сыворотками против С. d i f f i c i l e , 
проведенная на культуре клеток дает более унифицировашшѳ и дос-
товерные результаты. 

• В результате проведенных исследований была отработана схе-
ма препаративного выделения токсинокомплекса-АВ С. d i f f i c i l e с 
помощью полиэтиленгликоля /схема I/.Наиболее полное осаждение 
белков, с молекулярной массой близкой к массе токсинокомшіекса, 
достигается 6$-ным насыщением культуральной жидкости ПЭГом при 
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pH 4 , 0 - 4 , 2 и 8 , 8 - 9 , 0 . 

Схема I 
Схема выделения токсинокомшгакоа-АВ С. difficile 

Культура С. d i f f i c i l e 
в жидкой питательной среде 

j центрифугиро: 
j 30 мин, / 4 ± 

[е^при 6000 об/мин 

надосадочная жидкость 
{ ПЭГ-ІІ5 -6%, pH 8 . 8 - 9 . 0 
î размешивание, отстаивание, цѳлтри-
j фугирова^ие^при 6000 об/мин, 30 мин • 11 

4 î Г / ос 
! 
• 

фракция I 
/осадок/ 

! 

смесь фракций 
? 

І 
Г 

г * 
супарнатант I 

pH 4 , 0 - 4 , 2 
размешивание,отстаивание, 

± I /ОС 
1 

/ 4 

- фракция 2 
/осадок/ 

супернатант 2 

раствор фракций I и 2 
в фосфатном буфере pH 7 , 4 і 

Полученный препарат токсинокомплѳкса-АВ С. difficile исполь-
зован в качестве антигена для получения антитоксической сыворотки, 
РДП между цельной антисывороткой кролика и культуральной жидкостью 
после выращивания С. difficile образуются две дуги преципитации, 
что соответствует двум фракциям / токсины А и В / . 

Мы также использовали метод гель-фильтрации для выделения 
токсинокомшіекса-АВ. Полученный хроматографический профиль проб 
среды культивирования и исходного фильтрата показал, что в исход-
ном фильтрате присутствуют в основном два вида белковых субъеди-
ниц / токсия-А и токсин-В / , 

Для установления чистоты выделенного препарата токсина, а 
также для подтверждения его присутствия в среде культивирования 
после выращивания С. difficile , был проведен сравнительный элект-
рофоре тине с кий анализ исходной среды культивирования, культураль-
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HDÜ жидкости после выращивания С. d i f f i c i l e , а также полученного 
препарата токсинокомплекса. Результаты сравнительной оценки элек-
трофоре грамм свидетельствуют, что в исходном фильтрате, как и в 
препарате, полученном хроматографически, присутствуют два вида 
белковых молекул, характерных для А и В фракций токсинокомгшек-
са-АВ С. d i f f i c i l e . Для подтверждения полученных результатов,ис-
следовали токсичность хроматографически выделенного материала 

/таблица 2 / . Таблица 2 

Активность различных препаратов 
токсинокомплекса-АВ С. d i f f i c i l e 

! К о н т р о л ь 1 О б р а з ц ы 

инт акт-
ине мы-
ши 

среда буфер j энте-j конц. 
куль—j іРОТОК-ІфіЛЬТі 
ТИВ-Я} ІСИН ірат 

1 . jExollj 

; 

* 10 ]j6 и ж  

! 

объѳдинвн-
іный препа-

№ 12 ірат I пика 
І 

Кээ 

0 ,040 х 

0,040 
0,045 

! 0,050 
! 

0,050 0,051 0,100 0,100 0,120 0,120 0,110 0,100 
0,055 0,055 0,100 0,100 0,120 0,120 0,100 0,100 
0,055 0,050 0,095 0,110 0,110 0,120 0,100 0,095 
0,060 0,050 0,095 0,095 0,110 0,120 0,100 0,095 

х _ среднее арифметическое значение Кээ 
4-х мышей взятых в опыт; 

ж_ все мыши пали через 1 ,5 часа инкубации. 

Анализируя результаты проведенных исследований можно зак-
лючить, что токсичность культуры С. d i f f i c i l e обусловлена продук-
цией гетерогенного токсина, представленного двумя фракциями А и 
В,- Использование препаративного метода колоночной хроматографии 
позволяет выделять этот токсинокомплѳкс в очищенном виде. Такой 
препарат обладает выраженной биологической активностью при изу-
чении на модели in мітоS Он может быть использован в качестве ан-
тигена в серологических реакциях и для иммунизации животных с 
целью получения антисыворотки. 

На основе полученных результатов предложена схема получе-
ния препарата токсинокомплекса-АВ С . d i f f i c i l e методом хроматог-
рафии /схема 2 / . 

Методы выделения комплекса-АВ с помощью полиэтиленгликоля 
и колоночной хроматографии просты, надежны и могут быть использо-
ваны в специализированных лабораториях. 



ш 
Схема 2 

Схема получения токсинокомплекса-АВ С. d i f f i c i l e 
методом хроматографии на сеДшексе а -100 

Накопление биомассы С. d i f f i c i l e в культуральной 
жидкости 

/среда типа Китт-Тароцци с 0,3% мясного экстракта 
и 0,3% глюкозы,анаэробные условия, /37 іІ / °С, 96 ч/ 

— 
• 

, Осаждение клеток С . d i f f i c i l e , -, , 
/центрифугирование - 5000 об/мин, 30 мин, /4±ІЛС / 

. ; 

1 1 г 
4 t 

Осадок I отбрасывают Надосадочная жидкость I 
/очистка через мембранвнѳ 

фильтры с диаметром пор 
0,6 и 0,45 мкад/ 

" Г : 
{ 

Концентрирование надосадочной жидкости I /диализ против ПЭГ-6000/ 
т 

• 
Гель-фильтрация на системе LKB 
/ І / І30 M ФБР, pH 7,1 , скорость 

элюирования 60 мл/ч, сефадекс а -100/ 
т 

f 
Элюат,I пика - препарат токсинокомплѳкса-АВ 
С . d i f f i c i l e /сбор/ . 

С целью получения антисыворотки против токсинокомплекса-
АВ С . d i f f i c i l e нами была модифицирована схема иммунизации кро-
ликов, внутримышечное введение в область верхней трети каждой 
голени по 1 ,0 мл активного материала, смешанного с равным объемом 
полного адъюванта Фрейнда. Величина титра, если для иммунизации • 
применяли антиген, полученный фракционированием полиэтилѳнглико-
лем, составляла I s 4, при применении фроматографичѳского метода 
выделения тохсинокомплекса - I : 32. 

Полученная таким образом антисыворотка может быть исполь-
зована в реакции нейтрализации in тЬю и in r i tro для определения 
токсичности фильтратов изучаемых штаммов С . d i f f i c i l e , а также 
фильтратов материала от больных ПМК и НЭК. Она может быть исполь-
зована для постановки серологических реакций: Рй, РДП.ишуноэлѳкт-
рофореза и радиальной иммунодиффузии по Манчини." 
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Для экспериментального обоснования выбора антибиотиков при 
лечении заболеваний, обусловленных с . d i f f i c i l e , мы методом серий-
ных разведений исследовали чувствительность всех изучаемых нами 
штаммов к антибиотикам, наиболее часто применяемым в клиниках. 

Установлено, что С.difficile обладают широким диапазоном 
чувствительности к антибиотикам, наиболее сильным бактерицидным 
действием по отношению к этим возбудителям обладали тетрациклин, 
ампициллин и мономицин, для которых минимальная ингибирующая кон-
центрация /ШК/ составляла от 0 ,1 до 2 , 0 мкг/мл. Наряду с этим 
выявлена высокая устойчивость штаммов С,difficile к стрептомицину 
/МИК > 128 мкг/мл/. Образование токсина штаммами этих микроорга-
низмов может происходить и в среде с антибиотиками. Так, например, 
при концентрации от 0 ,1 до 0 ,4 мкг/мл тетрациклина и до 2 , 0 мкг/мл 
гентамицина наблюдаются положительные значения Кээ. Особого внима-
ния заслуживает стрептомицин, так как при концентрации этого анти-
биотика от 16. до 128 мкг/мл в среде культивирования, клетки С.dif-
ficile не снижали синтез токсина. Величины Кээ при этом были поло-
жительными /Кээ » 0 , 0 8 5 / . 

Для выделения чистой культуры С.difficile с плотных питатель-
ных сред можно использовать и коммерческие диски с антибиотиками 
/таблица 3 / . 

Таблица 3 

Распределение штаммов С. difficile 
по чувствительности к антибиотикам в дисках 

антибиотики 

устойчивые 1 малочувстви-
! тельные j чувствительные 

антибиотики ;кол-во! <t /0 ! кол-во ! % ! кол-во! % 
пенициллин j 26 78,7 4 12 ,1 3 9 ,2 
ампициллин ! 22 66,6 8 24,2 3 9 ,2 
эритромицин і 28 84,8 2 6 , 0 3 9 ,2 
мѳткциллин I 21 63,6 6 18,2 6 18,2 
олеандомицин ! 20 60,6 6 18,2 7 21,2 
мономицин I 1 4 42,4 7 21,2 12 36,4 
оксацшшш ! 19 57,6 3 9,2 I I 33,2 
левомицетин j 14 42,4 4 .12,1 15 45,5 
тетрациклин I 23 69,7 6 18,2 4 12,1 
линкомицин j 30 90,9 I 3 , 0 2 6 ,1 

Размеры зон задержки роста культуры на плотных питательных 
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средах зависели от степени чувствительности возбудителя к данному 
антибиотику и оценивались по общепринятой методике. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что 90,9 / / 3 0 штаммов/ были ус-
тойчивыми линкомицину /15 мкг/, 84,8 / / 2 8 / к эритромицину /15 мкг/ 
и 78,7 / / 2 6 / к пенициллину /10 ВД/. Для идентификации С. d i f f i c i l e 
на плотных питательных средах приемлемо добавление линкомицина и 
эритромицина, которые подавляют рост сопутствующей микрофлоры. По-
этому в зоне действия дисков с этими антибиотиками следует прово-
дить поиск и изучение колоний С. d i f f i c i l e . 

На основании изучения морфологических, культуральных, биохи-
мических свойств и способности к токсинообразованию наш предло-
жена схема выделения и идентификации С. d i f f i c i l e , примененная 
для обнаружения этого микроорганизма в материалах от больных / с х е -
ма 3 / . 

206 образцов стула были получены от 103 детей, находящихся 
в детской клинической больнице № I г . Москвы. Образцы брали от 
детей всех возрастов, страдающих проявлениями диареи, колитом, 
дисбактериозом, развившимися после усиленной антибиотикотерапии, 
а также колитами невыясненной этиологии. Нам удалось выделить 
C . d l f f i o l i e из четырех образцов. При микроскопии обнаружены поли-
морфные грамположительные палочки. Есе выделенные штаммы разлага-
ли маннит, мелезитозу с образованием кислоты, газа и были инертны 
в отношении сахарозы. При исследовании фильтратов выделешшх куль-
тур In vivo было установлено, что величина положительного Кээ 
была в пределах 0,096±0,004. Антитоксическая сыворотка С . d i f f i c i l e 
полностью нейтрализовала энтеротоксическое действие полученных і 
фильтратов культур в жидкой питательной среде. 

Подученные результата свидетельствуют о том, что широко ис-
пользуемые в педиатрической практике антибиотики способствуют быст-
рому размножению C . d l f f i o l i e , выделяющим токоины с высокой ак-
тивностью. Поэтому при исследовании образцов стула от детей нѳоб- ' 
ходшло направленно вести поиски этого микроорганизма и проводить 
терапию с учетом чувствительности возбудителя к конкретному анти-
ткотику. 
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Схема 3 

Схема выделения и идентификации С. d i f f i c i l e 
из клинического материала 

I.Исследуемый материал + физиологический р-р /рН 7 , 2 / - 1:1 

2."Спиртовой шок"/95°этанол 
до конечной концентрации 50$/ 

3.Посев на плотную питатель 
ореду/анаэробныѳ условия, 
48 часов/ 

4.Отбор и исследование отдельных 
колоний/микроскопия,окраска по 
Граму/ J 

Ь.Посѳв отобранных колоний в. ж ц _ „ 
питательную среду/анаэробные усло-
вия,/36+І/°С, 24 часа/ ! 

6.Исследование ферментативных свойств: 
а/ маннит +;мелезитоза +;сахароза -
б/тѳст-систѳма "СИБ" 

і  

I.I.Реакция нейтрализации 
5.1.фильтратов исследуемого 

материала и фильтратов 
питательных сред после 
культивирования моно-
культуры антитоксином 
С. d i f f i c i l e или 
С. s o r d e l l i i . 

1 
7 . Результат исследования 

С целью разработки и усовершенствования методов индикации 
и идентификации возбудителя ПМК - С. é t f f i o i l e и его экзотоксинов 
нами изучены морфологические,биохимические,биологические свойст-
ва этих микроорганизмов по сравнению с референс-штаммами." Опре-
делены тесты, обеспечивающие четкую дифференциацию С. d i f f i c i l e 
от других видов клостридий." Усовершенствованы методы индикации 
возбудителя ПМК,позволяющие установить специфичность токсинокомп-
лѳкса-АВ C . d i f f i o i l e в патологическом материале и в среде культи-
вирования. Разработаны методы препаративного выделения токсино-
комплѳкса-АВ с целью изучения его физико-химических,энтеротокси-
чѳских и цитотоксичѳских свойств. Предложена схема выделения и 
идентификации С. d i f f i c i l e при диареях детей и взрослых,* 

І.При сравнительной оценке результатов изучения C . d i f f i o i l e на 
системах индикаторной бумажной /"СИБ"/,импортной системе микро-
мультитѳстов "АРІ-20А" и средах Гисса показано, что отличитель-
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ной особенностью С; d i f f i c i l e является ее способность разлагать 
маннит и мѳлѳзитозу и не сбраживать сахарозу,что позволяет от-
личить эти микроорганизмы от других видов клостридий. 
Для индикации С. d i f f i c i l e считаем возможным рекомендовать ис-
пользование указанной триады углеводов. 

2."Определение знтеротоксической активности фильтрата культуры 
С. d i f f i c i l e на среде культивирования in тіто/новорожденные бе-
лые мыши/ и расчет величины коэффициента энтѳротоксического эф-
фекта /Кээ/позволяѳт проводить индикацию как токсинов,так и 
культуры С. d i f f i c i l e . 

3.Предлаваемая нами модель-перевиваемые культуры клеток і х >4247, 
Л-4І.ДКЧ позволяет определять цитотоксическое действие /ЦГД/ 
токсинокомплекса-АВ С p i f f l e Не в предельно малых концентрациях, 
содержащихся в фильтратах; 

4.В связи с тем,что С. d i f f i c i l e обладает высокой устойчивостью к 
ряду антибиотиков и при этом сохраняет способность к токсинооб-
разованию, целесообразно вносить в питательные среды МИК анти-
биотиков для подавления сопутствующей микрофлоры при исследова-
нии клинического материала от больных ПМК и ГОК. 

5.Разработаны и прѳдложенщ методы препаративного выделения токси-
нокомплекса-АВ С; d i f f i c i l e путем осаждения поли.ітиленгликолѳіс 
Такой препарат токсинокомплекса может быть использован в качест-
ве антигена для получения антитоксических сывороток, применяе-
мых в серологических реакциях. 
Использование препаративной колоночной хроматографии позволяет 
выделить токсинокомплѳкс в очищенном и нативном виде, что де-
лает его пригодным для изучения токсических и физико-химических 
свойств. 

6 .Предложена модифицированная схема иммунизации кроликов анаток-
сином для получения высокоактивной и специфичной сыворотки, 
которая обеспечивает проведение реакции нейтрализации intfeo и 
i n T i t r e . 

7.На основе результатов исследования предложена схема выделения 
С. d i f f i c i l e .которая обеспечивает индикацию и идентификацию воз-
будителя ПМК и н э к ; 
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