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Streptococcus pneumoniae бессимптомно колонизирует носоглотку человека, но при определенных обстоятельствах способен 
вызывать инфекции. Пневмококковая колонизация носоглотки является ключевым моментом для возникновения заболева-
ний и точкой приложения для их профилактики. По данным литературы Corynebacterium pseudodiphtheriticum и Bacillus 
amyloliquefaciens оказывают антагонистическое действие на патобионтов. 
Целью работы было оценить антагонистическое взаимодействие Corynebacterium pseudodiphtheriticum и Streptococcus 
pneumoniae, Bacillus amyloliquefaciens и Streptococcus pneumoniae in vitro. 
Материалы и методы. Использованы контрольные штаммы: Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104, Streptococcus 
pneumoniae АТСС 6301, Bacillus amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 (DSM 24614). Сокультивирование проводили в 
ГФМ-бульоне с последующим высевом по Голд на кровяной агар. 
Результаты и обсуждение. Присутствие Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 не подавляло рост Streptococcus 
pneumoniae АТСС 6301. Присутствие Bacillus amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 (DSM 24614) также не влияло на 
рост Streptococcus pneumoniae 6301. 
Заключение. Результаты нашей работы показали отсутствие антагонистической активности Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum 090104 и Bacillus amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 (DSM 24614) в отношении Streptococcus 
pneumoniae АТСС 6301 in vitro. Кроме того, нами было обнаружено ингибирующее действие Streptococcus pneumoniae АТСС 
6301 на рост Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 при сокультивировании в жидкой среде сутки. 
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EVALUATION OF ANTAGONISTIC INTERACTION OF STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE WITH 
CORYNEBACTERIUM PSEUDODIPHTHERITICUM AND BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS IN 
VITRO
G. N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Streptococcus pneumoniae asymptomatically colonizes the human nasopharynx, but under certain circumstances is capable of causing 
infections. Pneumococcal colonization of the nasopharynx is a key moment for the occurrence of diseases and a point of application 
for their prevention. According to the literature, Corynebacterium pseudodiphtheriticum and Bacillus amyloliquefaciens have an 
antagonistic effect on pathobionts. 
The aim of the work was to evaluate the antagonistic interaction of Corynebacterium pseudodiphtheriticum and Streptococcus 
pneumoniae, Bacillus amyloliquefaciens and Streptococcus pneumoniae in vitro. 
Materials and methods. The control strains used were: Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104, Streptococcus pneumoniae 
АТСС 6301, Bacillus amyloliquefaciens ВКПМ В-10642 (DSM 24614). Co-cultivation was carried out in GFM broth with subsequent 
seeding according to Gold on blood agar. 
Results and discussion. The presence of Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 did not suppress the growth of Streptococcus 
pneumoniae АТСС 6301. The presence of Bacillus amyloliquefaciens ВКПМ В-10642 (DSM 24614) also did not affect the growth of 
Streptococcus pneumoniae АТСС 6301. 
Conclusion. The results of our work showed the absence of antagonistic activity of Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 
and Bacillus amyloliquefaciens ВКПМ В-10642 (DSM 24614) against Streptococcus pneumoniae АТСС 6301 in vitro. In addition, we 
found an inhibitory effect of Streptococcus pneumoniae АТСС 6301 on the growth of Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 
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during co-cultivation in a liquid medium for 24 hours. 
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Введение. Streptococcus pneumoniae – грамположи-
тельный факультативный анаэроб, который бессимптом-
но колонизирует носоглотку человека с различной часто-
той в разных популяциях, варьируя от 5 % до 70 %, ча-
сто функционируя как комменсал без физиологических 
проявлений, однако при определенных обстоятельствах 
пневмококк способен проникать в стерильные ткани и 
вызывать заболевания [1]. Инвазивное пневмококковое 
заболевание является наиболее тяжелой формой пнев-
мококковой инфекции и включает в себя бактериемию, 
пневмонию, менингит, септицемию и др. Несмотря на 
наличие пневмококковых вакцин, по оценкам специали-
стов, S. pneumoniae ежегодно вызывает более 300 000 
смертей среди детей в возрасте до пяти лет [2].

Пневмококковые конъюгированные вакцины раз-
работаны против основного фактора вирулентности 
бактерии - капсульного полисахарида [3]. Хотя послед-
ние версии пневмококковых вакцин направлены на 23 
серотипа S. pneumoniae, подавляющее большинство из 
более чем 100 серотипов, находящихся в циркуляции, 
остаются вне зоны действия вакцины, что приводит к 
феномену замещения серотипов, при котором невак-
цинные серотипы все чаще вызывают заболевания [4, 
5]. Эти трудности подчеркивают необходимость новых 
стратегий профилактики для ограничения клиническо-
го бремени пневмококковых инфекций.

Пневмококковая колонизация носоглотки пред-
ставляет собой ключевой момент для понимания воз-
никновения заболеваний, вызванных Streptococcus 
pneumoniae, и точкой приложения для их профилакти-
ки. Колонизация – сложный и динамичный процесс, в 
котором взаимодействуют многочисленные факторы, 
включая условия окружающей среды, особенности 
хозяина и состав микробиоты носоглотки. Многофак-
торные взаимодействия с другими распространенными 
обитателями носоглотки, по-видимому, являются важ-
ным шагом для пневмококковой колонизации [6].

Предыдущие исследования показали, что некоторые 
представители микробиоты носоглотки могут играть 
защитную роль против колонизации S. pneumoniae [7, 
8, 9]. По данным литературы штамм Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum 090104, выделенный из носовой 

полости здорового человека, оказывает антагонистиче-
ское действие на Streptococcus pneumoniae, подавляя их 
рост in vitro [10]. 

 Bacillus amyloliquefaciens относится к факультатив-
ным аэробным грамположительным палочковидным 
бактериям, выделен из почвы, сапрофит [11]. Bacillus 
amyloliquefaciens обладает противовирусной, противо-
опухолевой, противомикробной, иммуномодулиру-
ющей и антиоксидантной активностью [12]. Bacillus 
amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 (DSM 24614) 
проявлял антагонистическую активность в отношении 
многих патогенов дыхательной системы in vitro [13].

Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 рас-
сматривается некоторыми авторами как потенциаль-
ный назальный пробиотик для деколонизации носи-
телей респираторных патогенов [14, 15], а Bacillus 
amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 входит в со-
став спрея назального дозированного «Ноздрин».

Целью настоящего исследования было оценить 
антагонистическое взаимодействие Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum и Streptococcus pneumoniae, Bacillus 
amyloliquefaciens и Streptococcus pneumoniae in vitro.

Материалы и методы.
Культуры микроорганизмов. В исследовании ис-

пользованы контрольные штаммы: Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum 090104 (из Государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-
Оболенск»), Streptococcus pneumoniae АТСС 6301 (из 
коллекций патогенных микроорганизмов American 
Type Culture Collection), Bacillus amyloliquefaciens 
штамм ВКПМ В-10642 выделен из препарата «Ноз-
дрин» (НПФ «Исследовательский центр», Новосибир-
ская область, р.п.Кольцово). Культивирование штам-
мов проводили на колумбийском агаре (ФБУН ГНЦ 
ПБН, Оболенск) с добавлением 5 % крови крупного 
рогатого скота (НПО «Лейтран»), инкубировали в тер-
мостате при 37 оC в течение 24 часов. Идентификацию 
видовой принадлежности выросших на плотной пита-
тельной среде колоний проводили с использованием 
MALDI TOF (набор реактивов MALDI-TOF проба для 
профилирования микроорганизмов с помощью систе-
мы MALDI Biotyper, 1000 тестов, Литех).
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Изучение антагонизма. Для оценки ингибирования 
роста пневмококка нами был проведен следующий экс-
перимент. Суточные культуры, выращенные на кро-
вяном агаре, суспендировали в ГМФ бульоне (Бульон 
питательный сухой-ГМФ, НИЦФ, Санкт-Петербург) 
до DO600нм=0.8, ориентировочно соответствующей 
108 КОЕ/мл, смешивали в лунках полистиролового 
круглодонного планшета (Планшет полимерный для 
иммунологических реакций однократного применения 
(с крышкой), 96 лунок, Медполимер, Санкт-Петербург) 
попарно Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 
и Streptococcus pneumoniae АТСС 6301, Bacillus 
amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 (DSM 24614) 
и Streptococcus pneumoniae АТСС 6301, сразу после 
смешивания высевали на кровяной агар секторами по 
Голд, а также высевали монокультуры для контроля. 
Планшеты инкубировали 24 часа в термостате при 37 
оC без перемешивания. Через сутки повторно высевали 

содержимое лунок с предварительным перемешивани-
ем пипетированием на кровяной агар по Голд. Визу-
ально оценивали и подсчитывали количество колоний 
разных видов в секторах, видовую принадлежность 
подтверждали микроскопированием окрашенных маз-
ков по Граму и с использованием MALDI TOF. Инги-
бирующую активность оценивали по уменьшению  
КОЕ/мл через сутки сокультивирования по сравнению 
с количеством непосредственно после смешивания 
штаммов. Все посевы проводили троекратно. 

Результаты исследования и обсуждение. Полу-
ченные в ходе нашего исследования результаты посе-
вов представлены в таблице 1.

Посевы суспензий чистых культур или смесей двух 
штаммов по Голд сразу после смешивания или через 
сутки после инкубации при 37 0С позволили опреде-
лить наличие или отсутствие антагонистических взаи-
модействий изучаемых штаммов (рис. 1, 2).

Т а б л и ц а  1 
Рост бактерий в монокультурах и микробных ассоциациях

Бактерии (ориентировочная концентрация 
1*108 КОЕ/мл)

Количество жизнеспособных клеток, КОЕ/мл
Посев по Голду суспензии 

чистой культуры перед 
смешиванием

Посев по Голду сразу после 
смешивания культур

Посев по Голду через 1 сут-
ки культивирования или 

сокультивирования 
Streptococcus pneumoniae АТСС 6301 1 * 107 1 * 107

Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 1 * 107 1 * 108

Bacillus amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 1 * 106 1 * 107

Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 и 
Streptococcus pneumoniae АТСС 6301

1 * 107

1 * 107
0

0,5 * 106

Bacillus amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 и 
Streptococcus pneumoniae АТСС 6301

1 * 106

1 * 107
1 * 107

0,5 * 106

Рисунок 1. Сокультивирование Corynebacterium pseudodiphteriticum (белые колонии) и Streptococcus pneumoniae (мелкие коло-
нии с ɑ-гемолизом): А. Посев по Голд суспензии сразу после смешивания.; В. Посев по Голд суспензии через сутки инкубации 
при 370С после смешивания

Присутствие Corynebacterium pseudodiphtheriticum 
090104 практически не подавляло рост Streptococcus 
pneumoniae АТСС 6301 в нашем исследовании (рису-
нок 1), хотя в работе [10] отмечен ингибирующий эф-
фект коринебактерии на рост пневмококка in vitro. На-
против, к нашему удивлению, пневмококк при сокуль-

тивировании полностью подавил рост коринебактерии. 
Присутствие Bacillus amyloliquefaciens штамм ВКПМ 

В-10642 не влияло на рост Streptococcus pneumoniae 
АТСС 6301. Между этими видами мы не наблюдали ни-
какого антагонизма (рисунок 2), хотя ожидали подавления 
роста патогена, основываясь на результатах статьи [13].
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Рисунок 2. Сокультивирование Bacillus amyloliquefaciens (крупные сероватые колонии) и Streptococcus pneumoniae (мелкие ко-
лонии с ɑ-гемолизом): А. Левая половина чашки - монокультура пневмококка, правая половина чашки - посев по Голд сразу 
после смешивания; В. Левая половина чашки - посев монокультуры пневмококка через сутки после инкубации при 370С, правая 
половина чашки - посев по Голд суспензии через сутки инкубации при 370С после смешивания

Заключение. Результаты нашей работы пока-
зали отсутствие антагонистической активности 
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 и Bacillus 
amyloliquefaciens штамм ВКПМ В-10642 в отношении 
Streptococcus pneumoniae АТСС 6301 in vitro. Кро-
ме того, нами было обнаружено ингибирующее дей-
ствие Streptococcus pneumoniae АТСС 6301 на рост 
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104 при со-
культивировании в жидкой среде сутки. 

В работах [16; 17] описано повышение устойчивости 
мышей к респираторным инфекциям, вызванным назаль-
ными заражениями Klebsiella pneumoniae и Streptococcus 
pneumoniae, если мыши предварительно получали ин-
траназально C. рseudodiphtheriticum. Этот эффект был 
объяснен способностью штамма C. рseudodiphtheriticum 
090104 модулировать респираторный и системный 
врожденный иммунитет. В работе [18] представлены 
изменения в иммунном ответе и кишечном микробио-
ме животных, получавших Bacillus amyloliquefaciens с 
кормом, которые привели к повышению устойчивости 
к заражению патогенами. В связи с вышеизложенным 
продолжение изучения модулирующего действия двух 
вышеуказанных пробиотических штаммов на иммуни-
тет и колонизационную резистентность in vivo является 
необходимым и перспективным для получения профи-
лактических, повышающих устойчивость к респиратор-
ным патогенам интраназальных препаратов.
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