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Реферат
Цель. Изучение микробиоты и оценка профиля чувствительности к антибиотикам и бактериофагам услов-
но-патогенной микрофлоры носоглотки у детей-носителей Streptococcus pneumoniae с рекуррентными ре-
спираторными инфекциями.
Методы. Проведено исследование микрофлоры носоглотки 182 детей с пневмококковым носительством, об-
ратившихся за помощью в Казанский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиоло-
гии. Идентификацию микроорганизмов, оценку чувствительности к антимикробным препаратам и бактери-
офагам проводили согласно нормативной документации. Выделенные культуры подтверждали с помощью 
масс-спектрометрии. Для определения титра бактериофага в единице объёма использовали метод Грациа.
Результаты. Пневмококк-ассоциированные таксоны носоглотки представлены Staphylococcus spp., 
Moraxella spp., Haemophilus spp., Corynebacterium spp., Klebsiella spp и Candida spp. Профиль антибиотико-
резистентности Streptococcus pneumoniaе: устойчивостью к оксациллину обладали 20,7%, к эритромици-
ну — 45,9%, к клиндамицину — 20%, к ко-тримоксазолу (сульфаметоксазолу + триметоприму) — 18,4% 
изолятов соответственно. Мультирезистентность (резистентность к трём и более антибиотикам) обнаруже-
на у 19,6% изолятов. Доля чувствительных к бактериофагам S. pneumoniaе: 97,2% изолятов — к стрептокок-
ковому бактериофагу, 75% штаммов — к пиобактериофагу. Все антибиотикорезистентные штаммы были 
чувствительны к стрептококковому бактериофагу. Титр клебсиеллёзного бактериофага по Грациа в отно-
шении K. pneumoniae варьировал от 9×10–6 до 5×10–5 бляшкообразующих единиц/мл. Результаты ранжиро-
вания антистафилококковой активности химиопрепаратов по мере снижения эффективности: фузидиевая 
кислота ˃ мупироцин ˃ хлорамфеникол ˃ ципрофлоксацин ˃ эритромицин.
Вывод. Микробиоценоз носоглотки детей-носителей пневмококков представлен вариабельной полимикроб-
ной ассоциацией, носоглоточные штаммы эффективно лизируются бактериофагами; моно- и поливалент-
ные бактериофаги можно применять в качестве альтернативы антибактериальному лечению у детей-носи-
телей Streptococcus pneumoniae c рекуррентными респираторными инфекциями.
Ключевые слова: микробиоценоз, пневмококковое носительство, рекуррентные респираторные инфекции, 
антибиотикорезистентность, бактериофаги.
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Abstract
Aim. To study the nature of microbiota and estimating the susceptibility to antibiotics and bacteriophages of con-
ditionally pathogenic microflora of the nasopharynx in children-pneumococcal carriers with recurrent respirato-
ry infections.
Methods. Researching microflora was conducted in 182 pneumococcal carriers receiving help in Kazan Scientific 
and Research Institute of Epidemiology and Microbiology. Microbial identification, testing of susceptibility to an-
tibiotics and bacteriophages was carried out following the regulatory documentation. Bacterial isolates were con-
firmed by mass spectrometry. The phage titer was determined by the method of agar layers according to Grazia.
Results. Nasopharyngeal S. pneumoniae species was presented by Staphylococcus spp., Moraxella spp., Haemophi­
lus spp., Corynebacterium spp., Klebsiella spp and Candida spp. The antimicrobial resistance profiles of Streptococ­
cus pneumoniae: resistant to oxacillin was detected in 20.7% of strains, to erythromycin in 45.9%, to clindamycin 
in 20%, to trimethoprim-sulfamethoxazole in 18.4%. 19.6% of isolates were multidrug-resistant (MDR, resistant to 
3 or more antimicrobial agents). Phage susceptibility test of S. pneumoniaе showed that 97.2% of isolates were resis-
tant to streptococcal bacteriophage, 75% to pyobacteriophage. All antibiotic-resistant strains remained susceptible 
to Streptococcus phages. The phage titer of Klebsiella in agreement with Grazia method of Kl. pneumoniae ranged 
from 9×10–6 to 5×10–5 PFU/mL. The ranking results of activities of antistaphylococcal antibiotics (effectiveness de-
scending): fusidic acid > mupirocin > chloramphenicol > cyprofloxacin erythromycin.
Conclusion. Nasopharyngeal microbiota of pneumococci carriers children is represented by a variable polymicro-
bial association; nasopharyngeal strains are effectively lysed by bacteriophages; mono- and polyvalent bacterio-
phages can be used as an alternative to antibacterial treatment in Streptococcus pneumoniae carriers children with 
recurrent respiratory infections.
Keywords: nasopharynx microbiocenosis, pneumococcal carriage, recurrent respiratory infections, antibiotic re-
sistance, bacteriophages.

For citation: Bayazitova L.T., Tupkina1 O.F., Chazova T.A. et al. Phage sensitivity profiles of a nasopharyngeal opportunistic 
pathogen in Streptococcus  pneumoniae carrier children with recurrent respiratory infections. Kazan medical journal. 2020; 
101 (3): 330–336. DOI: 10.17816/KMJ2020-330.

Актуальность. Микробиоценоз верхних ды-
хательных путей как составная часть микро-
биоты макроорганизма активно участвует 
в обучении иммунокомпетентных клеток ан-
тиинфекционной защите, а также в форми-
ровании патологического процесса [1]. При 
контаминации слизистой оболочки условно-па-
тогенной и патогенной микрофлорой, распозна-
ваемой PRRs-рецепторами, активируются рези-
дентные макрофаги, NK-клетки и дендритные 
клетки. Синтез провоспалительных цитокинов 
приводит к миграции в очаг воспаления ней-
трофилов, моноцитов, а также других клеток 
врождённого иммунитета с последующей ак-
тивацией их эффекторных механизмов элими-
нации патогена (фагоцитоза, кислород-зависи-
мых механизмов киллинга) [2].

Клетки врождённого иммунитета допол-
нительно стимулируются молекулами DAMP, 
накапливающимися в очаге воспаления в ре-
зультате повреждения клеток [3]. Более того, 
клетки эпителия также способны участвовать 

в защите от патогенов секрецией антимикроб-
ных полипептидов (дефензинов, анионных 
и катионных пептидов и т.д.), дестабилизиру-
ющих мембраны чужеродных организмов [4].

Приобретённый иммунитет отвечает за фор-
мирование мукозального барьера путём секре-
ции иммуноглобулинов типа IgA. Именно IgA 
доминирует в слизистых оболочках, облада-
ет специфичностью для конкретного патогена. 
Синтез IgA происходит с помощью дендритных 
клеток, которые отбирают в основном бакте-
рии, адгезированные на эпителии, и взаимодей-
ствуют с В- и Т-клетками лимфоаденоидного 
глоточного кольца, регионарных лимфатиче-
ских узлов.

Однако не все микроорганизмы подвергают-
ся элиминации клетками иммунной системы: 
некоторые из них вступают с системой имму-
нитета в синергические отношения с развитием 
толерантности. Хотя иммунологическая толе-
рантность к комменсалам, вероятно, достига-
ется с помощью множественных механизмов, за 
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последние несколько лет регуляторные T-клет-
ки Foxp3+ заняли центральное место в нашем 
понимании этого процесса. Комменсалы спо-
собствуют индукции регуляторных Т-клеток 
посредством прямого восприятия микробных 
продуктов или метаболитов Т-клетками или 
дендритными клетками, что в свою очередь 
предотвращает избыточную реакцию иммун-
ной системы и развития воспаления [5].

К сожалению, нельзя спрогнозировать, ког-
да тот или иной комменсальный микроорга-
низм преодолеет толерантность иммунной 
системы и начнёт проявлять патогенные свой-
ства, так как микробиота носоглотки представ-
ляет собой чрезвычайно динамичную систему, 
в которой микроорганизмы находятся в со-
стоянии непрерывного взаимодействия с им-
мунной системой макроорганизма и другими 
микроорганизмами, колонизирующими этот 
биотоп, — Streptococcus pneumoniae, Moraxella 
catarrhalis, Hemophilus influenza, Staphylococcus 
aureus, spp. Prevotella, spp. Veillonella и т.д. [6].

У детей дошкольного возраста, страдающих 
рекуррентными респираторными инфекциями, 
нередко происходит совместная колонизация 
условно-патогенными и патогенными микро-
организмами в составе микробиома носоглот-
ки [7]. S. pneumoniae — один из ключевых 
факторов в развитии мукозальных респира-
торных и инвазивных инфекций [8]. Носитель-
ство S. pneumoniae бывает характерной чертой 
часто болеющих детей. Наиболее часто отме-
чают совместную колонизацию S. pneumoniae 
с S. aureus, Haemophilus influenza, Moraxella 
catarrhalis и Klebsiella pneumoniae. Одновре-
менная колонизация несколькими возбудите-
лями приводит к суммированию вирулентного 
потенциала, что увеличивает риск развития 
повторных респираторных инфекций у детей. 
Более того, частое применение антибиотиков 
провоцирует формирование резистентных к ан-
тимикробным препаратам штаммов.

Вакцинация — не только наиболее эффек-
тивная мера для снижения заболеваемости ин-
вазивными пневмококковыми инфекциями, но 
и важный инструмент, позволяющий снизить 
уровень антибиотикорезистентности пнев-
мококков в связи с тем фактом, что наиболее 
устойчивы к химиопрепаратам вакцинные се-
ротипы [9, 10].

Одним из возможных методов эрадикации 
носительства патогенной и условно-патогенной 
микрофлоры, в частности S. pneumoniae, слу-
жит применение вирулентных бактериофагов 
с широким спектром литической активности. 
Выбор бактериофагов должен быть основан 

на определении чувствительности к ним воз-
будителя in vitro. Бактериофаги, применяемые 
для фаготерапии и фагопрофилактики, выпу-
скаемые различными производителями, раз-
личаются по составу фагового коктейля. Для 
повышения результативности проводят перио-
дическую смену фагов в препаратах.

Важное условие эффективности примене-
ния фаговых препаратов — совпадение серии 
препарата, тестируемого в лаборатории, с сери-
ей назначаемого пациенту препарата. Следует 
также помнить о выработке штамм-специфиче-
ского антифагового иммунного ответа при по-
вторном применении бактериофагов.

Цель исследования — изучение характера 
микробиоты и оценка профиля чувствитель-
ности к антибиотикам и бактериофагам ус-
ловно-патогенной микрофлоры носоглотки у 
детей-носителей S. pneumoniae с рекуррентны-
ми респираторными инфекциями. Исследова-
ние одобрено локальным этическим комитетом 
Казанского научно-исследовательского инсти-
тута эпидемиологии и микробиологии (прото-
кол №2 от 09.09.2019).

Материал и методы исследования. Иссле-
дование микрофлоры носоглотки проведено 
у 182 детей с рекуррентными респираторны-
ми инфекциями, обратившихся за консульта-
тивной медицинской помощью в Казанский 
научно-исследовательский институт эпидеми-
ологии и микробиологии, у которых ранее был 
установлен факт носительства S. pneumoniae. 
Распределение по возрасту было следующим: 
до 2 лет — 96 детей, 3–4 лет — 47 человек, 
5–7 лет — 39 детей.

Посев биоматериала производили на агар 
(Columbia, Bio-Rad, США) с добавлением 3% 
эритроцитарной массы, маннит-солевой жел-
точный агар, шоколадный агар, содержащий 
10 мкг/мл никотинамидадениндинуклеотида, 
который добавляли в питательную среду, пред-
варительно охлаждённую до 50–60 °C, Эндо, 
Сабуро. Идентификацию микроорганизмов про-
водили согласно нормативной документации 
[11]. Выделенные культуры подтверждали с по-
мощью MALDI-TOF масс-спектрометра MALDI 
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Оценку профиля чувствительности к анти-
микробным препаратам и интерпретацию ре-
зультатов проводили согласно клиническим 
рекомендациям «Определение чувствительно-
сти микроорганизмов к антимикробным препа-
ратам» EUCAST (2018).

Определение чувствительности к бактери-
офагам осуществляли скрининговым методом 
(спот-тестом). В исследование включены бак-
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териофаги производства НПО «Микроген»: 
бактериофаг клебсиелл поливалентный очи-
щенный (г. Уфа) и пиобактериофаг поливалент-
ный «Секстафаг» (г. Пермь). Для определения 
титра бактериофага в единице объёма исполь-
зовали метод Грациа (подсчёт количества обра-
зуемых негативных пятен — БОЕ/мл1).

Результаты. Изучение носоглоточной ми-
кробиоты детей дошкольного возраста с ре-
куррентными респираторными инфекциями 
показало, что Streptococcus pneumoniaе выде-
лялся в 28,5% случаев в монокультуре в вы-
сокой степени колонизации (104–106 КОЕ/мл2). 
В качестве пневмококк-ассоциированного так-
сона регистрировался Staphylococcus aureus, 
который преобладал у детей старше 5 лет 
(46,1%) с высокой степенью колонизации 
(105–106 КОЕ/мл). В составе ассоциации так-
же высевались Moraxella catarrhalis (39,3%) 
и Hemophilus influenzae (36,8%), реже присут-
ствовала совместная колонизация с Moraxella 
nonliquefaciens (23%) и Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum (21,2%). Были выявле-
ны бактериальные ассоциации S. pneumoniaе 
с другими патогенами: K. pneumoniae (9,3%) 
и грибами рода Candida (5,5%).

Микробиологический пейзаж слизистых 
оболочек детей, свободных от носитель-
ства S. pneumoniaе, был представлен в основ-
ном коагулазонегативными стафилококками 
(S. epidermidis, S. capitis, S. hominis).

Для оценки видового разнообразия с учётом 
наиболее значимых и редких видов бактерий 
использовали индекс Шеннона — индекс раз-
нообразия (1,7), который показал увеличение 
роли транзиторной микрофлоры — грамотри-
цательных бактерий рода Pseudomonas aerugi­
nosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.

Скрининг чувствительности Streptococcus 
pneumoniaе к антибиотикам показал следую-
щие результаты: устойчивостью к оксациллину 
обладали 20,7% штаммов (n=48), к эритроми-
цину и клиндамицину — 45,9% (n=113) и 20% 
(n=48) соответственно. Фенотипическая устой-
чивость к ко-тримоксазолу (сульфаметоксазо-
лу + триметоприму) выявлена у 18,4% (n=45) 
штаммов. Данные исследования показали, что 
мультирезистентность штаммов (резистент-
ность к трём и более антибиотикам) обнару-
жена у 48 (19,6%) изолятов. Резистентностью 
к трём группам антимикробных препаратов 
(оксациллин + эритромицин + ко-тримоксазол) 
обладали 14 штаммов. Количество мультирези-

стентных изолятов к комбинации оксациллин + 
эритромицин + клиндамицин составило 34.

Исследование чувствительности выделенных 
культур S. pneumoniaе к бактериофагам показа-
ло, что 97,2% штаммов были чувствительными 
к стрептококковому бактериофагу, 75% штам-
мов — к пиобактериофагу, причём у всех ан-
тибиотикорезистентных штаммов сохранялась 
чувствительность к стрептококковому бакте-
риофагу. Как известно, стрептококковый бакте-
риофаг обладает способностью специфически 
лизировать бактерии Streptococcus, а пиобак-
териофаг вызывает специфический лизис сле-
дующих бактерий: Streptococcus, Enterococcus, 
Staphylococcus, энтеропатогенных Escheri chia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabi­
lis, Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca, Klebsiella 
pneumoniae. Оба эти препарата можно приме-
нять в составе комплексной терапии при ле-
чении заболеваний уха, горла, носа, верхних 
дыхательных путей и лёгких.

Также не исключена роль назофарингеаль-
ного носительства Staphylococcus aureus и Kleb­
siella pneumoniae совместно с Streptococcus 
pneumoniae в развитии рекуррентных инфекций 
респираторного тракта. Staphylococcus aureus 
и Klebsiella pneumoniae относятся к ESKAPE- 
патогенам, обладающим по сравнению с дру-
гими представителями микробиоты верхних 
дыхательных путей выраженной склонностью 
к формированию резистентности, что особенно 
неблагоприятно для детей, регулярно получаю-
щих антимикробную терапию на фоне частых 
респираторных инфекций.

С учётом данной гипотезы была оценена ан-
тибиотико- и фагочувствительность к наиболее 
часто используемым препаратам с антибактери-
альным действием. Оценка профиля резистент-
ности назофарингеальных штаммов Klebsiella 
pneumoniaе (n=23) показала, что наиболее ак-
тивными антиклебсиеллёзными препаратами 
служат фуразолидон и гентамицин (84,8% чув-
ствительных изолятов). Доля чувствительных 
к ципрофлоксацину изолятов составила 78,3%, 
к цефтриаксону и цефиксиму — по 78,3% 
культур, к хлорамфениколу — 71,7%, к тетра-
циклину — 69,6% штаммов. Количество поли-
резистентных штаммов составило 14% (n=9).

Определение литической активности бак-
териофагов в отношении Klebsiella pneumoniaе 
с использованием спот-теста: к бактериофагу 
клебсиелл поливалентному очищенному чув-
ствительны 39,1%, к пиобактериофагу полива-
лентному «Секстафаг» — 45,7% изолятов.

Для количественной оценки литической ак-
тивности бактериофагов в отношении культур, 

1 БОЕ — бляшкообразующие единицы.
2 КОЕ — колониеобразующие единицы.
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к которым была выявлена умеренная чувстви-
тельность (++), использовали метод Грациа 
(n=8). Данный метод позволяет регистрировать 
количество негативных колоний (стерильных 
пятен), образовавшихся в агаризованной пи-
тательной среде в результате инкубирования 
взвеси бактериофага при его культивировании 
с тестируемыми изолятами. Учитывали резуль-
таты путём подсчёта БОЕ, засеянных наиболее 
высокими разведениями (рис. 1).

При обнаружении на секторе чашки негатив-
ных колоний культуру оценивают как чувстви-
тельную. Получены следующие результаты: на 
фоне равномерного роста Klebsiella pneumoniaе 
видны зоны полного отсутствия роста (пол-
ный лизис). Каждая бляшка образовалась в ре-
зультате действия одной частицы фага. Титр 
испытуемого бактериофага (количество ак-
тивных частиц фага) варьировал от 9×10–6 до 
5×10–5 БОЕ/мл (табл. 1).

Определение профиля резистентности к ан-
тимикробным препаратам назофарингеаль-
ных штаммов Staphylococcus aureus (n=113) 
показало следующие результаты: все штам-
мы были чувствительны к фузидиевой кисло-
те, чувствительность к мупироцину составила 

75,2%. К хлорамфениколу были чувствительны 
71,6% штаммов, к фторхинолонам (ципрофлок-
сацину) — 64,6%, к макролидам (эритромици-
ну) — 61,6% изолятов Staphylococcus aureus. 
Результаты ранжирования антистафилокок-
ковой активности химиопрепаратов в отноше-
нии назофарингеальных Staphylococcus aureus 
по мере снижения эффективности: фузидиевая 
кислота ˃ мупироцин ˃ хлорамфеникол ˃ ци-
профлоксацин ˃ эритромицин.

Фаговые препараты проявили достаточно вы-
сокую антибактериальную активность: стафи-
лококковый бактериофаг оказывал литическое 
действие в отношении 71,6% изолятов, пиобак-
териофаг — в отношении 63,7% испытуемых 
культур золотистого стафилококка. Необходимо 
отметить, что бактериофаги лизировали и штам-
мы Staphylococcus aureus с множественной 
устойчивостью к антимикробным препаратам.

Обсуждение. Таким образом, микробиоце-
ноз носоглотки детей-носителей пневмококков 
представлен вариабельным многокомпонент-
ным сообществом условно-патогенных и пато-
генных микроорганизмов. Анализ носительства 
патогенов, обладающих инвазивными свойства-
ми, необходим для разработки методов профи-

А Б В Г

Рис. 1. Количество негативных колоний в 1 мл бактериофага при различных разведениях

Таблица 1. Литическая активность клебсиеллёзного фага в отношении назофарингеальных штаммов 
Klebsiella pneumoniae

Номер 
штамма Возбудитель Спот-тест

Бактериофаг клебсиеллы поливалентный очищенный

Титр по Грациа, БОЕ/мл (по разведениям)

269 K. pneumoniae ++ 47×10–5 3×10–6

135 K. pneumoniae ++ 67×10–5 7×10–6

145 K. pneumoniae + 5×10–5 1×10–6

151 K. pneumoniae +/– 5×10–5 0×10–6

285 K. pneumoniae + 46×10–5 4×10–6

282 K. pneumoniae ++ 94×10–5 9×10–6

347 K. pneumoniae ++ 87×10–5 9×10–6

621 K. pneumoniae + 18×10–5 1×10–6
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лактики заболеваний респираторного тракта 
с учётом ассоциативного характера назофарин-
геальной микробиоты. Результаты исследования 
свидетельствуют, что штаммы условно-пато-
генных бактерий, колонизирующие носоглотку 
детей с рекуррентными рецидивирующими ин-
фекциями, достаточно эффективно лизируются 
бактериофаговыми препаратами, следовательно, 
бактериофаги можно применять в качестве аль-
тернативных антибактериальных препаратов 
для фаготерапии и фагопрофилактики. Преи-
мущество комбинированного применения хи-
миопрепаратов и бактериофагов заключается 
в том, что бактерии не имеют общих механиз-
мов устойчивости к антимикробным средствам 
и бактериофагам, поэтому их можно использо-
вать для успешной эрадикации антибиотикоре-
зистентных патогенов.

Исследования, направленные на изуче-
ние назофарингеального носительства указан-
ных возбудителей и их взаимосвязь, позволят 
в каждом конкретном случае провести целена-
правленную профилактику и лечение инфек-
ционных процессов с учётом региональных 
особенностей, в частности вызванных ассоци-
ациями и монокультурами бактерий.

ВЫВОДЫ

1. Микробиоценоз носоглотки детей-носи-
телей пневмококков представлен вариабельной 
полимикробной ассоциацией.

2. Носоглоточные штаммы эффективно лизи-
руются бактериофагами. Моно- и поливалент-
ные бактериофаги можно применять в качестве 
альтернативы антибактериальному лечению 
у детей-носителей Streptococcus pneumoniae c ре-
куррентными респираторными инфекциями.

3. Необходимо проведение мониторинга 
устойчивости назофарингеальных бактерий 
к бактериофагам с целью актуализации фаго-
вого состава.
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