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Резюме

Цель: разработка и апробация метода оценки антиоксидантной активности (АОА) Clostridium (Clostridioides) diffi  cile на 
основе хемилюминесцентного анализа.

Материалы и методы: исследовали 10 штаммов C. diffi  cile, полученных от пациентов с антибиотик-ассоциированной 
диареей при культивировании в течение двух суток. АОА оценивали на первые и вторые сутки инкубации методом 
хемилюминесцентного анализа в системе 2,2'-азо-биc(2-амидинопpопан) дигидpоxлоpид–люминол.

Результаты: предлагаемый метод оценки АОА характеризуется высокой воспроизводимостью и надёжностью 
(средний коэффициент вариации между параллельными пробами находится в диапазоне 2,0–18,2%, коэффици-
ент детерминации градуировочного графика — 80,5–89,4%). АОА C. diffi  cile после первых суток культивирования 
составляет 6,95–9,93 ед. и достоверно возрастает до 9,86–13,27 ед. (p < 0,01) после вторых. Показана отрицательная 
корреляция (η = –0,3, p < 0,05) между исходным уровнем АОА и степенью её прироста в процессе культивирования.

Заключение: предложен простой и надёжный способ оценки АОА C. diffi  cile, пригодный для рутинного применения 
в клинической бактериологии. Длительность культивирования C. diffi  cile способствует увеличению её АОА.
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Summary

Aim: to develop and to evaluate a method for Clostridium (Clostridioides) diffi  cile antioxidant activity (AOA) assessment via 
chemiluminescent (CL) analysis.

Materials and methods: we investigated ten C. diffi  cile strains, obtained from patients with antibiotic-associated diarrhea 
that were cultured for two days. AOA was assessed on the fi rst and second day of cultivation by means of CL assay based 
on 2,2’-azo-bis (2-amidinopropane) dihydrochloride-luminol system.

Results: our method for AOA estimation is characterized by high reproducibility and reliability (the average coeffi  cient of 
variation between parallel samples is 2.0–18.2%, the calibration curve coeffi  cient of determination is 80.5–89.4%). C. diffi  cile 
AOA after the fi rst day of cultivation is 6.95–9.93 units; it increases to 9.86–13.27 units after the second day (p <0.01). A neg-
ative correlation (η = –0.3, p <0.05) is shown between the initial AOA level and its growth rate during cultivation.

Conclusion: we propose a simple and reliable method for C. diffi  cile AOA assessment that is suitable for routine use in 
clinical bacteriology. Length of C. diffi  cile culturing is associated with increase of its AOA.

Key words: Clostridium (Clostridioides) diffi  cile, antioxidant activity, reactive oxygen species, chemiluminescence

Введение

Кислород воздуха сам по себе достаточно инер-
тен; однако в процессе одноэлектронного восста-
новления (при участии флаво- и хинопротеинов, 
НАДФ-Н оксидазы фагоцитов) образуются АФК, 
обладающие необычайной реактивностью. Пер-
вичные АФК формируются непосредственно из 
молекулярного кислорода; вторичные – в процессе 
дальнейшей метаболизации первичных АФК [5]. 
Классификация АФК представлена в таблице 1.

Многие микроорганизмы в процессе эволюции 
выработали механизмы защиты от АФК, пред-
ставляющие собой специализированные системы 
ферментативных антиоксидантов: супероксид-
дисмутаза, каталаза и пероксидазы, уровень ко-
торых находится под генетическим контролем. 
Наиболее изучен механизм осуществления генети-
ческого контроля у аэробных и факультативно-а-
наэробных бактерий. Долгое время традиционно 
считалось, что облигатно анаэробные бактерии не 
способны к росту в присутствии кислорода и уже 
при парциальном давлении кислорода атмосфе-
ры ≥ 0,2 проявляют чувствительность к О2 [1, 2]. 
Но, облигатно анаэробные микроорганизмы тоже 
выработали механизмы защиты от токсического 
действия кислорода, что необходимо для их повсе-
местного распространения. Род Clostridium, будучи 
облигатно анаэробным микроорганизмом, обла-
дает системами защиты от токсического действия 
молекулярного кислорода и его метаболитов, обе-
спечивая аэротолерантность бактерии [3, 4]. В ре-
зультате работы этих систем вместо ожидаемого 
бактерицидного эффекта кислорода часто наблю-
дается обратимое бактериостатическое действие. 

Наличие механизмов антиокислительной защиты 
представляет собой важный фактор патогенно-
сти клостридий по двум причинам. Во-первых, 
он способствует выживанию микроорганизма на 
воздухе и его распространению с формированием 
циркулирующих внутрибольничных штаммов; 
во-вторых – позволяет клостридиям сопротив-
ляться кислород-зависимой микробицидности 
фагоцитов, являющихся основными иммуноло-
гическими эффекторами, осуществляющими кли-
ренс патогена [5, 6].

Деструктивные эффекты кислородных мета-
болитов можно разделить на прямые и опосре-
дованные. К прямым деструктивным эффектам 
относится перекисное окисление липидов и бел-
ков, инактивация ферментов за счёт окисления 
SH-групп и окисление ДНК. Опосредованное дей-
ствие АФК проявляется через повышение чувстви-
тельности к гидролазам, подавление ингибиторов 
нейтральных протеиназ, образование липидных 
хемоаттрактантов и вторичных биотоксинов, а так-
же активацию коллагенолитических ферментов 
(металлопротеиназ).

Инактивация АФК у строгих анаэробов проис-
ходит за счёт неферментативных и ферментатив-
ных систем, включающих каталазы, пероксидазы 
и супероксид-дисмутазы (СОД). Для C. diffi  cile ха-
рактерно наличие СОД, каталазы и пероксиредок-
сина [8] поэтому её антиоксидантная активность 
(АОА) может в значительной мере обусловливать 
аэротолерантность возбудителя и определять его 
распространение и патогенность. На сегодняшний 
день разработано множество методов оценки АОА 

Первичные Вторичные
Супероксидный анион-радикал
Перекись водорода
Гидропероксид-радикал Гидроперок-
сид-анион
Гидроксильный радикал
Синглетный кислород

Гипохлорит-анион
Пероксинитрит
Липоалкил
Липоксил
Липопероксил
Липогидропероксил

Таблица 1.
Классификация АФК (по [7] 
с изменениями)
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различных соединений и систем: волюмометриче-
ские, электрохимические, фото- и спектрофотоме-
трические, а также основанные на хемилюминес-
центном (ХЛ) анализе [9, 10]. К преимуществам 
ХЛ оценки АОА следует отнести простоту испол-
нения и стандартизации, а также значительную 

экономическую эффективность, которые делают 
этот подход привлекательным для клинической 
микробиологии [11, 12, 13]. Поэтому целью насто-
ящего исследования стала разработка и апробация 
подхода, позволяющего с помощью ХЛ анализа 
количественным образом оценить АОА C. diffi  cile.

Материалы и методы

В работе использованы культуры 10 штаммов C. 
diffi  cile, выделенных из просветных фекалий па-
циентов с антибиотик-ассоциированной диареей. 
Все образцы просветных фекалий исследовались 
одновременно иммунологическими, бактериологи-
ческим и молекулярно-биологическими методами. 
Определение токсинов А и В выполнено с помощью 
иммунохроматографического и иммунофермент-
ного анализа (VEDA.LAB, Франция и Serazym®, 
Германия). Все этапы бактериологического иссле-
дования проводили в условиях анаэробной рабо-
чей станции Bactron (Sheldon Manufacturing Inc., 
США). Материал просветных фекалий засевался 
на кровяной агар (Columbia agar c 7% эритроци-
тов баранов); агар для селективного выделения 
Clostridium diffi  cile (“Copan”, Италия) и культиви-
ровался в анаэробных условиях при 37 °C в течение 
48 часов. Методом серийных разведений опреде-
ляли минимальную подавляющую концентрацию 
антибиотиков: ванкомицин, метронидазол, цефта-
ролин, цефепим, фидаксомицин и клиндамицин. 
Определяли изменение АОА микроорганизмов 
в зависимости от возраста культуры, выполняя 
исследование на первые и вторые сутки после пе-
ресева. Культуру C. diffi  cile смывали с чашки рас-
твором Isoton и доводили концентрацию до 4 McF, 
что соответствует 3,3х10–8 КОЕ/мл. Исследование 
АОА проводили по методике М. М. Созаруковой 
и соавт. [14] с изменениями. Принцип метода за-
ключается в использовании стандартизованного 
источника радикалов 2,2-азо-биc (2-амидинопpо-
пан) дигидpоxлоpида (АБАП), который подвергает-
ся спонтанному терморазложению на пероксиль-
ный и алкоксильный радикалы. Радикалы АБАП 
детектируются ХЛ-зондом люминолом, вызывая 
дозозависимый ХЛ ответ в виде стационарного 
свечения. Внесение антиоксиданта в систему при-
водит к подавлению окислительных процессов 
и падению интенсивности ХЛ, при этом оценка 

степени снижения ХЛ ответа позволяет дать ко-
личественную характеристику АОА аналита. Ре-
гистрацию ХЛ выполняли на хемилюминометре 
Lum-1200 (ДиСофт, Россия) в термостатирован-
ных условиях при 37 °C. 75 мкл 0,05 М водного 
pаcтвоpа АБАП (Sigma) и 20 мкл 0,1 мМ люминола 
(Sigma) в растворе Isoton (Beckman Coulter, рН = 
7,4) пpедваpительно инкубиpовали в течение 20 
мин пpи комнатной темпеpатуpе в темноте при 
перемешивании средней интенсивности. Теpмоpаз-
ложение АБАП иницииpовали добавлением 875 
мкл пpедваpительно нагpетого до 37 °C раствора 
Isoton и регистрировали ХЛ-сигнал в течение 10 
минут до выхода на плато. Исходную суспензию 
анализируемой C. diffi  cile пропускали через фильтр 
с порами 20 мкм (BD) и готовили дополнительные 
рабочие разведения с концентрацией 1 и 2 Mc F. 
После 10-минутной инкубации системы АБАП-лю-
минол при 37 °C в реакционную смесь вносили 
100 мкл суспензии C. diffi  cile или раствора Isoton 
в качестве контрольного опыта и регистрировали 
ХЛ ответ в течение 15 минут. Все эксперименты вы-
полняли в двух параллельных постановках. Схема 
эксперимента приведена на рисунке 1.

Анализ первичных данных выполняли в среде 
PowerGraph (www.powergraph.ru, Россия); опре-
деляли светосумму ХЛ после внесения суспензии 
культуры за 10 минут регистрации. Для оценки 
АОА C. diffi  cile строили линейный градуировочный 
график зависимости светосуммы ХЛ от концен-
трации суспензии бактерий и модуль углового ко-
эффициента градуировочного графика. Контроль 
качества постановки выполняли на основании 
значений коэффициента детерминации (R2) линей-
ного тренда градуировочной прямой и коэффици-
ента вариации светосуммы между параллельными 
пробами, при этом удовлетворительными считали 
результаты с R2 > 0,8 и CV < 20%. Пример опреде-
ления АОА показан на рисунке 2.

Рисунок 1.
Пример ХЛ-граммы при 
анализе АОА C. diffi  cile
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Результаты

Предлагаемая методика характеризуется высокой 
воспроизводимостью. Коэффициент вариации 
показателей светосуммы в параллельных поста-
новках лежит в диапазоне 2,0–18,2% (таблица 2). 
Среднее значение коэффициента детерминации 
R2 градуировочного графика лежит в диапазоне 
80,5–89,4%.

АОА обследованных штаммов после первых су-
ток культивирования составляет в среднем 8,44 
(6,95–9,93) единиц, медиана 8,29, после вторых су-
ток – 11,56 (9,86–13,27), медиана 10,96. После вторых 
суток культивирования АОА достоверно повыша-
ется (p < 0,05). При этом темп роста АОА составляет 

110,9–185,7%. Выявлена отрицательная корреляция 
(η = –0,3, p < 0,05) между исходным уровнем АОА 
и темпом её роста в процессе культивирования.

Все обследованные штаммы характеризуют-
ся продукцией токсинов А и В. При сопоставле-
нии уровня АОА в первые сутки культивирова-
ния и минимальной подавляющей концентрации 
(МПК) фидаксомицина выявлена сильная положи-
тельная корреляция между этими показателями 
(η = 0,85, p < 0,01). Средняя МПК фидаксомицина 
составляла 0,03–0,09 мг/л. Зависимость между АОА 
и резистентностью к фидаксомицину представлена 
на рисунке 3.

Рисунок 2.
Градуировочные графики 
ХЛ анализа АОА для штам-
ма 729 на первые и вторые 
сутки культивирования

Точка Контроль 1 McF 2 McF 4 McF
Диапазон вариации,% 2,0–4,0 10,7–18,2 3,6–5,7 10,2–17,7

Рисунок 3.
Зависимость между АОА 
и резистентностью к фидак-
сомицину. Показан линей-
ный тренд и коэффициент 
детерминации R2.

Таблица 2
Доверительный интервал 
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Обсуждение

АОА C. diffi  cile представляет собой малоизучен-
ный аспект физиологии возбудителя, обладающий, 
тем не менее, высокой клинической значимостью. 
К факторам, способствующим проявлению ан-
тиоксидантных свойств, следует отнести спектр 
внутриклеточных ферментов, ответственных за 
метаболизацию АФК: СОД, каталазы и пероксида-
зы. Прямая оценка этих ферментов весьма затруд-
нительна в рутинной практике, поскольку подра-
зумевает либо выделение и очистку белков, либо 
исследование транскрипта. Поэтому предлагаемый 
способ, заключающийся в выполнении функцио-
нального тестирования культуры C. diffi  cile, явля-
ется весьма привлекательным для клинической 
бактериологии, так как он основан на прямой коли-
чественной оценке антиоксидантного потенциала 
конкретного штамма и характеризуется хорошей 
воспроизводимостью и экономичностью. Кроме 

того, при выполнении методики отсутствует субъ-
ективный фактор работы оператора.

Наблюдаемое усиление АОА C. diffi  cile может 
быть связано с динамикой роста колоний. Постро-
ение зависимости АОА от фазы роста представляет 
собой направление дальнейшего исследования. 
Значимость АОА в  качестве фактора патоген-
ности возбудителя велика, поскольку штаммы, 
более интенсивно метаболизирующие АФК, спо-
собны лучше сохраняться в условиях аэробной 
атмосферы в виде спор, а также препятствовать 
эффективноной бактерицидности фагоцитов орга-
низма-хозяина, подавляя их кислород-зависимую 
цитотоксичность. Особенный интерес представ-
ляет показанная в работе корреляция между АОА 
и резистентностью к фидаксомицину, свидетель-
ствующая о возможной ассоциации между различ-
ными факторами патогенности.

Заключение

Антиоксидантная активность, наряду со спорооб-
разованием, обуславливает эффект аэротолерант-
ности облигатно анаэробной C. diffi  cile, выживае-
мость ее вегетативных форм, что в свою очередь 
определяет распространение возбудителя в окру-
жающей среде. Знание уровня антиоксидантной 
активности C. diffi  cile позволит применить эффек-
тивные подходы санитарно-эпидемиологического 

режима в стационаре и предотвратит персисти-
рование возбудителя в больничной среде. Таким 
образом, авторами предложен простой и надёж-
ный способ оценки антиоксидантной активности 
C. diffi  cile, пригодный для рутинного применения 
в клинической микробиологии, позволяющий 
характеризовать патогенность изолированных 
штаммов C. diffi  cile.
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