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ОЦЕНКА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ШТАММОВ KLEBSIELLA PNEUMONIAЕ, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ МИКРОБИОТЫ ТОЛСТОЙ КИШКИ У ДЕТЕЙ С ФУНКЦИОНАЛЬНЫМИ 
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Оценён уровень чувствительности штаммов Klebsiella pneumoniaе, выделенных у детей первого полугодия жизни с функ-
циональными гастроинтестинальными расстройствами (ФГИР), к коммерческим препаратам бактериофагов. Мате-
риалом служили фекалии 67 детей первого полугодия жизни с ФГИР, находящихся на грудном вскармливании. Культуры 
K. pneumoniaе, выделенные из фекалий детей, составили две группы сравнения в зависимости от возраста пациентов. В 
первую группу включены 43 штамма K. pneumoniaе, изолированных из толстой кишки детей в возрасте от рождения до 
трёх мес., во вторую группу – 24 штамма, от детей в возрасте от трёх до шести мес. Изучение состава микробиоты 
толстой кишки осуществляли стандартными методами, результаты оценены в соответствии с отраслевым стандар-
том 91500.11.0004-2003. Идентификацию K. pneumoniaе проводили бактериологическим методом. Определение уровня 
литической активности бактериофагов клебсиелл пневмонии, клебсиелл поливалентного, секстафага к штаммам K. 
pneumoniaе вели капельным методом (spot-test) согласно клиническим рекомендациям. Формирование симптомов ФГИР 
у детей коррелирует с возрастом – частота срыгиваний уменьшалась у детей до шести месяцев (с 23,3% до 4,2%) на 
фоне формирования симптомокомплекса, связанного с расстройством дефекации. Бактериологический анализ показал, 
что фаги проявляют низкий уровень литической активности, чувствительность к ним K. pneumoniaе коррелирует с 
возрастом и выше у детей трёх-шести мес. В первой группе сравнения в три раза чаще регистрировали отсутствие 
лизиса K. pneumoniaе по отношению к бактериофагу клебсиелл пневмонии (30,2%, p<0,05) и в два раза реже (30,2%, 
p<0,05) низкий уровень лизиса штаммов K. рneumoniaе к фагу клебсиелл поливалентному по сравнению со второй груп-
пой. Чувствительность штаммов K. pneumoniaе к секстафагу сопоставима в группах сравнения и варьировала от 2 до 
10%. Среди исследованных штаммов K. рneumoniaе наблюдается низкий уровень чувствительности к специфическим 
препаратам – бактериофагу клебсиелл пневмоний, клебсиелл поливалентному, секстафагу. Данный факт отражает не-
достаточную активность фагов и прогнозирует низкую эффективность эмпирической фаготерапии без элиминации из 
кишечного биоценоза K. рneumoniaе у детей с ФГИР, находящихся на грудном вскармливании.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  бактериофаги; Klebsiella pneumoniaе; дети первого полугодия жизни; функциональные гастро-
интестинальные расстройства; грудное вскармливание.
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EVALUATION OF THE SENSITIVITY OF BACTERIOPHAGE PREPARATIONS TO KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED FROM THE COLON MICROBIOTA IN CHILDREN WITH FUNCTIONAL 
GASTROINTESTINAL DISORDERS
Scientific Сentre for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russia
The level of sensitivity of Klebsiella pneumoniae strains isolated from children of the first half of life with functional gastrointestinal 
disorders (FGID) to commercial bacteriophage preparations was assessed. The material was the feces of 67 children of the first 
half of life with FGID who are breastfed. Culture of K. pneumoniae isolated from faeces of children, amounted to two comparison 
groups, depending on the age of the patients. The first group included 43 K. pneumoniae strains isolated from the colon of children 
aged from birth to three months, in the second group – 24 strains, from children aged three to six months. The composition of 
the colon microbiota was studied using standard methods, and the results were evaluated in accordance with Industry Standard 
91500.11.0004-2003. Identification of K. pneumoniae was performed by bacteriological methods. Determination of the level of 
lytic activity of K. pneumoniae, Klebsiella polyvalent and sextaphage bacteriophages to K. pneumoniae strains was conducted by 
the drip method (spot-test) according to clinical recommendations. It is shown that the formation of FGID symptoms in children 
correlates with age – the frequency of regurgitation decreased in children up to six months (from 23.3% to 4.2%) against the 
background of the formation of a symptom complex associated with defecation disorder. Bacteriological analysis showed that in 
General, phages show a low level of lytic activity, sensitivity to them Klebsiella also correlated with age and was higher in children 
of three to six months. Thus, in the first comparison group, the absence of Klebsiella lysis in relation to the Klebsiella pneumoniae 
bacteriophage was registered three times more often (30.2%, p<0.05) and twice less often (30.2%, p<0.05), the low level of lysis of 
K. pneumoniae strains to the Klebsiella polyvalent phage compared to the second group. The sensitivity of K. pneumoniae strains 
to sextaphage was comparable in comparison groups and varied from 2 to 10%. Thus, among the studied K. pneumoniae observed 
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a low level of sensitivity to specific drugs – bacteriophage Klebsiella pneumoniae, Klebsiella polyvalent and sextaphage. This fact 
reflects the insufficient activity of phages and predicts low effectiveness of empirical phage therapy without elimination from the 
intestinal biocenosis of K. pneumoniae in children with FGID who are breastfed.
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Введение. В последние годы возросло количество 
функциональных расстройств желудочно-кишечного 
тракта, ассоциированных с условно-патогенными ми-
кроорганизмами (УПМ). Доминирующее место среди 
УПМ занимают бактерии рода Klebsiella, сем. Enterobac-
teriaceae. Klebsiella pneumoniaе – клинически значимый 
вид, в норме колонизирующий носоглотку, кишечник и 
другие биотопы организма человека. При дисбалансе 
видовых и количественных характеристик ассоциатив-
ной микробиоты толстой кишки [1] этот патоген может 
вызывать поражения различных органов, приводя к 
летальным исходам у почти 30% детей [2]. По данным 
Роспотребнадзора, во все сезоны года дети становятся 
наиболее часто поражаемым контингентом (более 60%) 
[3]. Формирование ФГИР у детей первых месяцев жиз-
ни может быть ассоциировано с микрофлорой матери, 
грудным видом вскармливания, активностью генетиче-
ски детерминированных механизмов, особенностями 
главной системы антигенной гистосовместимости и сте-
пенью активности пассивного иммунитета [4].

В кишечной микробиоте детей первых месяцев жиз-
ни сдерживающим фактором распространения клиниче-
ски значимых штаммов K. рneumoniaе могут являться 
бактериофаги, продуцирующие специфические фер-
менты, разрушающие клеточные полисахариды бакте-
рий [5]. Бактериофаги обладают высокоспецифичным 
действием, направленным против определённых видов 
целевых микроорганизмов, в том числе резистентных к 
лекарственным препаратам [6]. Экспериментальные ис-
следования показывают, что применение бактериофагов 
даёт положительные результаты при лечении заболева-
ний, вызванных УПМ, в том числе у новорожденных и 
детей первого года жизни [3]. Важным условием эффек-
тивности фаготерапии необходимо считать оценку фаго-
чувствительности, выделенной из клинического матери-
ала пациента культуры УПМ, с целью индивидуального 
подбора препарата для элиминации возбудителя [7]. Ис-
пользование бактериофагов может стать альтернативой 
применения антибиотиков и проводиться как моно-, так 
и комбинированной терапией [8, 9].

Цель исследования – оценить чувствительность 
штаммов K. pneumoniaе, выделенных у детей перво-
го полугодия жизни с ФГИР, находящихся на грудном 
вскармливании, к коммерческим препаратам бактерио-
фагов.

Материал и методы. Объектом исследования явля-
лись дети в возрасте от рождения до 6 месяцев (n=67), 
обращавшиеся к гастроэнтерологу клиники ФГБНУ НЦ 
ПЗСРЧ, г. Иркутск. В работе с пациентами соблюдались 
этические принципы, предъявляемые Хельсинской Де-
кларацией Всемирной Медицинской Ассоциации (World 
Medical Association Declaration of Helsinki 1964, в редак-
ции Бразилия, октябрь 2013) и «Правилами надлежа-
щей клинической практики", утверждёнными приказом 
Минздрава РФ от 01.04.2016 № 200Н. Исследование 
одобрено комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ 
НЦ ПЗСРЧ.

Критерии включения в исследование. Дети с ФГИР, 
находящиеся на грудном вскармливании (согласно МКБ-
10, 2003; Римским критериям IV, 2016 г.; Рабочего про-
токола диагностики и лечения функциональных заболе-
ваний органов пищеварения у детей, 2010), индикация 
в фекалиях клинически значимого вида K. pneumoniaе в 
титре более 104 КОЕ/г (согласно Отраслевому стандарту 
«Протокол ведения больных дисбактериоз кишечника», 
20031). 

Критерии исключения. Дети, имеющие в анамнезе 
органические заболевания желудочно-кишечного тракта 
и перенесшие инфекции различной локализации, при-
нимавшие антибактериальные, пробиотические препа-
раты и лечебные бактериофаги в предшествующие три 
месяца до обследования; дети, находящиеся на искус-
ственном и смешанном вскармливании.

Материалом исследования служили фекалии 67 де-
тей первого полугодия жизни с ФГИР, находящихся на 
грудном вскармливании. Изучение состава микробиоты 

1Отраслевой стандарт «Протокол ведения больных. Дисбактериоз 
кишечника». ОСТ 91500.11.0004-2003. Приказ МЗ РФ №231 от 
09.06.2003:7.
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толстой кишки осуществляли стандартным бактериоло-
гическим методом, результаты оценены в соответствии 
с ОСТ, 20031. Идентификацию K. pneumoniaе проводили 
по морфологическим, тинкториальным, культуральным, 
биохимическим свойствам с использованием API-систем 
«bioMérieux» (Франция). Культуры K. pneumoniaе раз-
делили на две группы сравнения в зависимости от воз-
раста пациентов. В 1-ю группу включили 43 штамма K. 
pneumoniaе (64,2% от общей выборки), выделенных от 
детей в возрасте от рождения до 3-х месяцев, во 2-ю – 24 
штамма (35,8%), выделенных от детей в возрасте от трёх 
до шести месяцев. Для выявления капсульных штаммов 
использован метод окраски по Бурри-Гинсу.

Для оценки чувствительности штаммов K. pneu-
moniaе к фагам использованы коммерческие препа-
раты бактериофагов производства НПО «Микроген»,  
г. Пермь (Россия) с заявленной активностью против 
клебсиелл – бактериофаг клебсиелл пневмонии (флако-
ны по 20 мл, серия П259 06.2020 г., г. Пермь), бактерио-
фаг клебсиелл поливалентный (флаконы по 20 мл, серия 
У387 02.2020 г., г. Уфа), секстафаг (флаконы по 20 мл, 
серия П3 01.2021 г., г. Пермь).

Определение уровня литической активности 
(УЛА) бактериофагов к штаммам K. pneumoniaе про-
водили капельным методом (spot-test) согласно Феде-
ральным клиническим рекомендациям2. Для тестирова-
ния использован приготовленный из суточных культур  
K. pneumoniaе инокулюм. По стандартной методике го-
товили суспензии с оптической плотностью 0,5 по Мак-
фарланду (контроль с помощью денситометра). Хлопко-
вым тампоном проводили инокуляцию на поверхность 
среды в трёх направлениях, поворачивая чашку Петри 
на 60°. Чашки подсушивали 30-60 мин при комнат-
ной температуре, накрыв их стерильными бумажными 
фильтрами. На подсушенную поверхность стерильной 
пипеткой наносили препараты бактериофагов в объёме  
20 мкл. Чашки повторно подсушивали 15-30 мин, закры-
вали, переворачивали, инкубировали 18-20 ч при темпе-
ратуре 37° С. Оценку УЛА выполняли по четырёхкрест-

ной системе: «-» – отсутствие литической активности, 
«+» – низкая активность, «++» – образование зоны ли-
зиса с большим количеством колоний вторичного роста 
бактерии, «+++» – зона лизиса с единичными колония-
ми вторичного роста, «++++» – прозрачная зона лизиса 
без колоний вторичного роста. Исследование проводили 
в трёх повторах. Для исследуемой выборки штаммов  
K. pneumoniaе ставили контроли: положительный – бу-
льон с культурой без фага и контроль стерильности.

Для анализа клинической характеристики обсле-
дуемых детей и оценки УЛА, выделенных из фекалий 
детей, статистическую обработку результатов прово-
дили при помощи пакета лицензионных прикладных 
программ «MS Offiсе Excel 2007 for Windows 7» по 
методу Фишера. При определении значения критерия 
Фишера ориентировались на два положения: если зна-
чение точного критерия Фишера больше критического 
принималась нулевая гипотеза (H0) и делали вывод об 
отсутствии статистически значимых различий частоты 
исхода в зависимости от фактора риска; если значение 
точного критерия Фишера меньше критического прини-
малась альтернативная гипотеза (H1) и делали вывод о 
наличии статистически значимых различий частоты ис-
хода в зависимости от воздействия фактора риска. При 
уровне р≤0,05 различия считали статистически значи-
мыми.

Результаты. По результатам клинического обсле-
дования врачом-гастроэнтерологом диагноз ФГИР под-
твержден у всех пациентов (табл. 1).

Клиническая картина ФГИР представлена расстрой-
ствами дефекации, вздутием, коликами, повышенным 
газообразованием, обильным срыгиванием продол-
жительностью не менее 12 нед за период наблюдения. 
Срыгивание после кормления в объёме более 1 чайной 
ложки (5 мл) и повторяющееся до 5-8 раз в день наблю-
дали у четверти младенцев в возрасте до трёх месяцев 
– 10 детей (23,3%), что статистически значимо чаще по 
сравнению с группой детей трёх-шести месяцев – 4,2% 
(р<0,01). У обследуемых установлены сочетания сим-
птомов: у детей до трёх мес – вздутие, повышенное 
газообразование ассоциировано со срыгиванием (6,9%, 
р<0,05), у детей трёх-шести мес – расстройства дефека-
ции сопряжены с появлением в фекалиях слизи жёлтого 
и жёлто-зелёного цвета – 8,3% (р<0,01).

2Рациональное применение бактериофагов в лечебной и противоэ-
пидемической практике. Федеральные клинические рекомендации. 
Москва; 2014. 

Т а б л и ц а  1
Клиническая характеристика обследуемых детей

Симптомы Дети от рождения  
до трёх месяцев 

(n=43)

Дети от трёх  
до шести  

месяцев (n=24)

Значение  
критерия  

Фишера (φ ЭМП)

Уровень  
значимости, р

Расстройства дефекации 18 / 41,9* 15 / 62,5 1,633 >0,05

Колики 1 / 2,3 1 / 4,2 0,412 >0,05

Вздутие, повышенное газообразование 11 / 25,6 4 / 16,7 0,861 >0,05

Срыгивания 10 / 23,3 1 / 4,2 2,336 <0,01

Симптомокомплекс (от общего количества обследованных):

Вздутие, повышенное газообразование и срыгивания 3 / 6,9 0 2,098 <0,05 (принята 
гипотеза H1)

Расстройства дефекации с пигментированной слизью 0 2 / 8,3 2,299 <0,01

Расстройства дефекации, повышенное газообразование 0 1 / 4,2 1,614 >0,05

П р и м е ч а н и е .  * – абсолютные значения / частота выявления симптома, %.
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Следующим этапом работы было выделение чистых 
культур K. pneumoniaе. Морфологически бактерии пред-
ставлены грамотрицательными палочковидными (окра-
ска по Граму), неподвижными формами, не образующи-
ми спор. При окраске по Бурри-Гинсу капсулы регистри-
ровали у половины исследуемых культур K. рneumoniaе: 
у 21 культуры (48,8%) 1-й группы и у 10 культур (41,7%) 
2-й группы сравнения. На агаризованных питательных 
средах колонии K. рneumoniaе имели гладкую поверх-
ность со слизистой оболочкой. По биохимическим ха-
рактеристикам все штаммы ферментировали глюкозу 
с образованием газа, лактозу, маннит, сахарозу, лизин-
декарбоксилазу, инозит, сорбит, утилизировали цитрат, 
восстанавливали нитраты в нитриты, гидролизовали 
мочевину, не ферментировали орнитиндекарбоксилазу, 
фенилаланиндезаминазу, не образовывали индола и се-
роводорода, реакция с метиловым красным отрицатель-
на, Фогеса-Проскауэра положительна.

Заключительным этапом исследования стало тести-
рование бактериофагов на штаммы клебсиелл. УЛА 
тестируемых бактериофагов на клетки K. рneumoniaе в 
группах сравнения различался (табл. 2).

При воздействии бактериофага клебсиелл пневмо-
нии на K. рneumoniaе в 1-й группе сравнения лизис не 
наблюдался в 30,2% случаев, что в три раза чаще, чем 
во второй – 8,3% (р<0,05) (табл. 2). Низкий УЛА и фор-
мирование вторичного роста K. рneumoniaе сопостави-

мы по частоте встречаемости в группах сравнения. При 
применении бактериофага клебсиелл поливалентного 
на бактерии в 1-й группе сравнения в два раза реже вы-
явлен низкий УЛА – 30,2% (р<0,05), лизис со вторичным 
ростом наблюдали в три раза чаще – в 25,6% случаев 
(р<0,05), чем во 2-й группе. При тестировании секста-
фага на клетки клебсиелл УЛА сопоставимы в группах 
сравнения (р>0,05). Все три бактериофага не лизирова-
ли K. рneumoniaе на четыре креста (++++) (табл. 2).

Обсуждение. По мнению многих учёных, внутри-
утробный, неонатальный, грудной периоды являются 
критическими этапами формирования кишечного ми-
кробиома ребёнка, от которых во многом зависит со-
стояние его здоровья в течение всей жизни [10]. По на-
шим данным ФГИР грудного периода характеризуются 
расстройствами дефекации, коликами, срыгиваниями, 
вероятно ассоциированными с незрелостью иммунной 
системы, слабостью нижнего пищеводного сфинктера и 
аномальной моторикой пищевода, которые приводят к 
самопроизвольному забросу желудочного содержимого 
в пищевод [11].

Развитие многих заболеваний кишечника может быть 
опосредовано угнетением индигенной и активизацией 
условно-патогенной микробиоты (клебсиеллы, золоти-
стый стафилококк, клостридии) [12 – 14]. Присутствие 
K. рneumoniaе в микробиоте толстой кишки у детей мо-
жет быть обусловлено несколькими причинами: несо-

Т а б л и ц а  2
Уровни литической активности препаратов бактериофагов в отношении штаммов K. pneumoniaе, выделенных у детей с ФГИР

Литическая активность препарата бактериофага клебсиелл пневмонии

Уровень литической 
активности фага  
(по количеству 

крестов)

Группа 1 (штаммы  
K. рneumoniaе, выделенные  

у детей в возрасте от рождения 
до 3-х мес (n=43)

Группа 2 (штаммы  
K. рneumoniaе, выделенные 

у детей в возрасте от 3-х  
до 6 мес (n=24)

Значение  
критерия Фишера 

(φ ЭМП)

Уровень значимости, р

- 13 / 30,2 2 / 8,3 2,271 <0,05 (Принята гипотеза H1)

+ 11 / 25,6 10 / 41,7 1,345 >0,05

++ 13 / 30,2 8 / 33,3 0,261 >0,05

+++ 6 / 14,0 4 / 16,7 0,296 >0,05

++++ 0 0 0 0

Литическая активность препарата бактериофага клебсиелл поливалентного

- 16 / 37,2 6 / 25,0 1,040 >0,05

+ 13 / 30,2 13 / 54,2 1,923 <0,05
(Принята гипотеза H1)

++ 11 / 25,6 2 / 8,3 1,864 <0,05
(Принята гипотеза H1)

+++ 3 / 7,0 3 / 12,5 0,738 >0,05

++++ 0 0 0 0

Литическая активность препарата секстафаг

- 7 / 16,3 2 / 8,3 0,961 >0,05

+ 24 / 55,8 11 / 45,8 0,785 >0,05

++ 10 / 23,3 7 / 29,2 0,528 >0,05

+++ 2 / 4,7 4 / 16,7 1,595 >0,05

++++ 0 0 0 0

П р и м е ч а н и е .  «-» – отсутствие литической активности, «+» – низкая активность, «++» – образование зоны лизиса с большим количе-
ством колоний вторичного роста бактерии, «+++» – зона лизиса с единичными колониями вторичного роста, «++++» – прозрачная зона лизиса 
без колоний вторичного роста; абсолютные значения / частота регистрации, %.
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зревшей иммунной системой ребёнка, несформирован-
ной постоянной микрофлорой, высокой агрессивностью 
патогена, связанной с маркёрами вирулентности, низкой 
способностью защитных факторов грудного молока, 
высокой обсеменённостью УПМ матери (вагинальная 
микрофлора, грудное вскармливание) или госпиталь-
ной среды [4, 15]. Разнообразие симптоматики ФГИР, 
в частности, формирование стула с пигментированной 
слизью, может быть детерминировано не только высо-
ким титром, но и способностью K. рneumoniaе продуци-
ровать слизь.

При правильном применении бактериофаги по-
могают справиться с разными видами патологии. Они 
могут оказывать огромное влияние на иммунитет детей 
грудного возраста. При использовании бактериофагов 
стимулируются факторы специфического и неспецифи-
ческого иммунитета [2,16,17]. Отмечают позитивное 
воздействие ряда факторов иммунной системы на исход 
фаготерапии и, соответственно, большую литическую 
активность бактериофагов in vivo [18,19].

По результатам исследований последних лет уста-
новлен вариабельный уровень фагочувствительности 
культур K. рneumoniaе у детей с ФГИР [5,20]. Наши дан-
ные показывают, что все три бактериофага, используе-
мые в исследовании, обладали низким УЛА. Суммарно 
показатели отсутствия лизиса «-» и низкой литической 
активности «+» составили от 50 до 75% независимо от 
вида фага. Бактериофаг клебсиелл пневмонии и секста-
фаг характеризовались более выраженной литической 
активностью (суммарно показатели образования зон ли-
зиса с колониями вторичного роста бактерии (++ и +++)) 
в отношении штаммов второй группы сравнения (50 и 
45,9% фагочувствительных изолятов) по сравнению с 
бактериофагом клебсиелл поливалентным (20,8%). Под-
держание длительности ФГИР у конкретного ребёнка, 
очевидно, может быть обусловлено непрерывной цирку-
ляцией устойчивых к фагам штаммов в микробиоте ки-
шечника. Исследователи из разных регионов России от-
мечают в качестве причины проявления высокого уровня 
резистентности штаммов K. рneumoniaе (до 80% и вы-
ше) к фагам не только наличие специфических структур 
защиты бактерий (например, капсул) [21], но и смену 
доминировавшего штамма (клона) или малое предста-
вительство (или полное отсутствие) штаммов бактерий, 
изолированных от региональных пациентов, в процессе 
изготовления бактериофагов [22]. Нормализация микро-
флоры, возможное участие бактериофага в поддержании 
колонизационной резистентности и оральной толерант-
ности поможет обеспечить стабилизацию гуморального 
и клеточного звеньев иммунитета у детей грудного воз-
раста [3]. Наиболее выраженная литическая активность 
фага клебсиелл пневмонии в отношении исследуемых 
культур указывает на возможность его перспективного 
использования для коррекции и лечения ФГИР, ассоци-
ированных с K. pneumoniae у детей. Обязательным ус-
ловием должно являться предварительное определение 
фагочувствительности выделенных штаммов. Так же 
для восстановления индигенной микробиоты толстой 
кишки и, как следствие, элиминации клинически значи-
мого патогена K. рneumoniaе дополнительно может быть 
рекомендовано применение пробиотических препаратов 
[11, 23].

Заключение. Среди исследованных штаммов  
K. рneumoniaе наблюдается низкий уровень чувстви-
тельности к специфическим препаратам – бактериофагу 

клебсиелл пневмоний, клебсиелл поливалентному, сек-
стафагу. Данный факт отражает недостаточную актив-
ность фагов и прогнозирует низкую эффективность эм-
пирической фаготерапии без элиминации из кишечного 
биоценоза K. рneumoniaе у детей с ФГИР, находящихся 
на грудном вскармливании.
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