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Распространенность инвазивных пневмокок
ковых инфекций, по данным разных авторов, на
ходиться в пределах 15-30 на 100000 населения, 
но частота существенно варьирует в различных 
возрастных группах [11, 19, 22, 23, 26]. Strepto
coccus pneumoniae является одним из основных 
возбудителей как инвазивных (менингит, сеп
сис), так и неинвазивных (средний отит, синусит 
и др.) инфекций и обострений хронических ин
фекционно-воспалительных заболеваний легких 
(ХИВЗЛ) у детей и взрослых [2, 6].

Исходя из антигенных свойств полисаха
ридной капсулы, выделяют 46 серогрупп и 91 
серотип пневмококка. Спектр преобладающих 
серотипов варьирует в зависимости от возрас
та, временного фактора и географического реги
она. хотя наиболее часто встречающиеся типы 
капсул идентифицированы повсеместно. Около 
20 серотипов S. pneumoniae связаны с более чем 
80% инвазивных пневмококковых заболеваний 
[1, 5, 6, 13]. Одним из важных направлений в 
предупреждении пневмококковой инфекции яв
ляется вакцинация. В настоящее время разра
ботаны и разрешены к применению следующие 
пневмококковые вакцины: конъюгированные 
-  7-валентная (зарегистрирована в 90 странах, 
включая США, страны ЕС, РФ), 10-валентная 
(зарегистрирована в странах ЕС, готовиться к 
регистрации в РФ), 11-валентная (которую на
чали использовать в отдельных странах -  США, 
Великобритания, Австрия), 13-валентная (за
регистрирована в странах ЕС, США, РФ) и по
лисахаридная 23-валентная (зарегистрирована 
в РФ) [13, 16, 27]. Конъюгированные вакцины 
отличаются числом серотипов пневмококка, 
входящих в их состав, белками-конъюгантами и 
количеством полисахаридов для каждого конъ- 
юганта. В состав 7-валентной пневмококковой 
конъюгированной вакцины (PCV, pneumococcal 
conjugate vaccine) включены 4, 6В, 9V, 14, 18С, 
19F и 23 F серотипы, в 10-валентную вакцину 
входят дополнительно серотипы 1, 5 и 7F к су
ществующей группе серотипов, включенных в 
PCV7, а в PCV11 добавлен 3, в PCV13 добавле

ны также 3 и 6А, 19А серотипы пневмококков. 
Известно, что титр антител на серотипы 6А и 
19А при введении 13-валентной вакцины был 
выше, чем у 7-валентной [13]. Полисахаридная 
23-валентная пневмококковая вакцина содержит 
очищенные капсульные полисахариды S. pneu
moniae 23 серотипов: 1, 2, 3, 4, 5, 6В, 7F, 8, 9N, 
9V, 10А, НА, 12F, 14, 15В, 17F, 18С, 19F, 19А, 
20, 22F, 23F, 33F [12], данная вакцина обладает 
низкой эффективностью у детей до 2 лет, потому 
что Т-независимые полисахаридные антигены 
трудно распознаваемы незрелой иммунной си
стемой новорожденных и детей раннего возрас
та. В то время как 7-валентная конъюгированная 
вакцина показала свою эффективность и у детей 
младше 2 лет [13].

Для оценки эффективности применения 
пневмококковых вакцин необходимо принимать 
во внимание соответствие их состава серотипам 
S. pneumoniae циркулирующим в конкретной 
стране и её регионах. Кроме того, серотипиро- 
вание пневмококков необходимо для изучения 
этиологии обострений ХИВЗЛ, их лечения и 
профилактики.

Цель исследования -  определение состава 
серотипов S. pneumoniae, выделенных на Сред
нем Урале, преимущественно у детей с хрониче
скими инфекционно-воспалительными заболе
ваниями легких.

Материалы и методы исследования
В исследование было включено 129 штаммов 

S. pneumoniae, выделенных с января 2005 г. гго 
февраль 2012 г. от детей в возрасте от 5 меся
цев до 17 лет с инвазивными заболеваниями 
(менингит, сепсис), внебольничной пневмони
ей, ХИВЗЛ (бронхоэктатической болезнью, хро
ническим бронхитом), острым средним отитом 
(ОСО), риносинуситом и носителей, прожива
ющих в Екатеринбурге и Свердловской области 
(табл. 1).

Доставку и исследование клинических ма
териалов проводили согласно МУ 4.2.2039-05 
«Техника сбора и транспортирования биомате
риалов в микробиологические лаборатории» и



Приказу М3 СССР №535 от 22.04.85 [7, 17]. Ме
тодика посева и набор питательных сред опре
делялся видом исследуемого клинического ма
териала. Идентификация выделенных и реиден
тификация присланных штаммов S. pneumoniae 
осуществлялась на основании: морфологии 
колоний на питательной среде для выделения, 
культивирования и определения гемолитических 
свойств бактерий из клинического материала -  
кровяно-сывороточном агаре (КСА, патент № 
2481394 от 10.05.2013) после инкубации в обыч
ной атмосфере при температуре 37°С в течение 
18-24 часов, наличия а-гемолиза, чувствитель
ности к оптохину, характеру роста в сахарном 
и сахарно-сывороточном бульонах, каталазной 
реакции, положительных результатов латекс-аг
глютинации с использованием набора «Slidex 
pneumo-Kit» (bioMerieux, Франция). Выделен
ные штаммы пневмококков хранили в пробир
ках с триптиказо-соевым бульоном с добавлени
ем 15% стерильного глицерина при -70°С и па
раллельно способом для длительного хранения 
бактерий в авторской модификации при -20°С.

За 6 месяцев до определения серотипов заморо
женные штаммы после извлечения из холодиль
ника засевали на КСА, инкубировали в течение 
суток в атмосфере с повышенным содержанием 
СОД5%) при 37°С, затем 4-5 полных бактери
ологических петель (диаметром 1 мм) полу
ченной субкультуры инокулировали в 250 мкл 
транспортной среды (физиологический раствор 
с добавлением 0,1% азида Na) и немедленно за
мораживали при -20°С, где и хранили их до ис
пользования.

Определение серологических типов S. 
pneumoniae осуществлялось методом мульти
плексной ПЦР. Праймеры (Syntol, Россия), спец
ифичные для различных генов S. pneumoniae 
синтезированы на основании нуклеотидных по
следовательностей, приведенных в статье Brito 
et al. [27], где также подробно описана методи
ка молекулярного типирования пневмококков, 
поэтому нами кратко приведена суть техноло
гии и её модификации. ПЦР смесь в объеме 
25 мкл включала дезоксинуклеотидтрифосфа- 
ты (Fermentas, Germany) в конечной концен

Т а б л и ц а 1
Результаты молекулярного типнрования капсулы S. pneumoniae (п=129)

Серотип

Коли
чество
штам

мов

Вид заболевания и клинический материал

сепсис, 
менингит: 

кровь. СМЖ

внебольничная 
пневмония: 

мокрота, плев
ральный выпот, 

БАЛ

ХИВЗЛ:
БАЛ,

мокрота

ОСО: 
отделяемое 
из среднего 

уха

риносинусит: 
отделяемое из 
полости носа

носители: 
мазок со 

слизистой 
зева

3 13 1 0 1 0 7 4
5. 10А 2 1 0 0 0 1 0
20 2 0 0 1 0 0 1
19А 4 1 0 1 0 1 1
8.9V .9A . 11F. НА. 11В. 
ПС. 11D, 12F, 15A.33F

15 1 1 7 1 3 2

4 0 0 0 0 0 0 0
14 2 0 0 0 0 1 1
9L.9N , 15В, 15С 2 0 0 0 0 2 0
6А, 6В 27 0 1 14 1 10 1
18F 2 0 0 1 0 1 0
23F 18 0 1 11 0 4 2
2 , 15F, 17F, 22F, 23В 5 0 0 1 1 3 0
1 0 0 0 0 0 0 0
18В, 18С 5 0 0 5 0 0 0
19F 15 0 2 9 1 3 0
7F, 19В, 19С, 23А 4 0 0 ' 1 1 2 0
18А 2 0 0 2 0 0 0
ПЦР отрицательна, 
продует амплификации 
cpsA отсутствует

11 0 2 2 0 4 3

всего 129 4 7 56 5 42 15



трации 0,1 тМ , прямой и обратный праймеры 
0,3 рМ, сульфат магния (ЦНИИЭ, Россия) 3,5 
тМ, химически-инактивированную TaqF ДНК- 
полимеразу (ЦНИИЭ, Россия) -  2 ЕД, деионизо
ванную воду в объеме, необходимом для дости
жения 22,5 мкл. Исследуемый материал в виде 
бактериальной суспензии в транспортной среде 
вносился в объеме 2,5 мкл. ПЦР проводилась в 
амплификаторе Терцик (ДНК-технология, Рос
сия) при следующих условиях: 15 мин при 95°С, 
30 циклов; 10 сек при 95°С; 15 сек при 60°С; 
15 сек при 72°С; 5 мин при 72°С. Детекция ре
зультатов ПЦР осуществлялась с помощью элек
трофореза. 10 мкл ПЦР-продукта вносили в 2% 
агарозный гель, окрашенный бромистым этиди- 
ем. В каждую серию ставили маркер молекуляр
ной массы размером 100 пар нуклеотидов (п.н.; 
СибЭнзим, Россия). Параметры электрофоре
за были следующими: напряжение 180 В, сила 
тока 160 мА, мощность 30 Вт. Время проведения 
электрофореза зависело от размеров ожидаемых 
ПЦР-продуктов: при размере продуктов менее 
818 п.н. -  45 мин, при размере 980-1187 п.н. 
электрофорез проводился 80 мин. Документиро
вание результатов электрофореза и интерпрета
ция результатов проводилась с использованием 
системы Gel DocXR (Bio-Rad, USA) в програм
ме Quantity One (Bio-Rad, USA).

Все образцы были распределены на группы 
в соответствии с результатами группоспецифи
ческих реакций. При одновременной наработ
ке низкомолекулярных и высокомолекулярных 
ПЦР-продуктов (например, продукт А размером 
1187 п.н., продукт В -  980 п.н.) наблюдалось 
конкурентное ингибирование синтеза послед

них, что привело к появлению ложно-позитив- 
ных результатов, приведших к расширению 
группы 1 за счет групп 2 и 3, а также группы 6 за 
счет групп 4 и 5. Такие образцы были дополни
тельно протестированы при модифицированных 
условиях ПЦР: увеличение количества циклов 
до 35 с увеличенным временем присоединения 
праймеров и элонгации (до 20 и 30 сек соответ
ственно), а также в условиях отсутствия прайме
ров для синтеза низкомолекулярных продуктов. 
Это дало возможность получить распределение 
между группами, сопоставимое с ранее опубли
кованными данными [5, 8, 13, 27].

Далее внутри каждой группы проводились 
серотипоспецифические реакции, позволяющие 
определить серотип S. pneumoniae. Кроме того, 
для исключения случайной ошибки, образцы, 
попавшие в группу 1, были протестированы в 
серотипоспецифических реакциях для групп 2 и 
3, а образцы, включенные в группу 6 -  в сероти
поспецифических реакциях для групп 4 и 5. При 
этом ни в одном случае неспецифических про
дуктов ПЦР получено не было. Последовательно 
проведенные мультиплексные ПЦР в описанном 
нами варианте позволяют определить серотипы, 
приведенные в табл. 1 [27].

Результаты исследования и обсуждение
Из 129 штаммов S. pneumoniae протестиро

ванных методом мультиплексной ПЦР серотип 
определен у 118 штаммов (табл. 1, рис. 1). 11 
штаммов (8,5%) дали отрицательный результат в 
ПЦР с праймерами cpsA-f и cpsA-r. Количество 
нетипируемых штаммов определяемых молеку
лярными методами по литературным данным 
варьирует от 0,7 до 15% [5, 8, 13, 27].



У пациентов с ХИВЗЛ выявлено 12 серотипов 
S. pneumoniae (табл. 1), при этом превалирова
ли: 6А/6В; 23F; 19F и пул серотипов - 8, 9V, 9А, 
11F, ПА, 11В, ПС, 11D, 12F, 15 А, 33 F. Их общая 
доля составила 73,2% (рис. 2). А среди носите
лей -  всего 7 серотипов, где на первом месте -  3 
серотип (26,6%). В России у детей в возрасте до 
5 лет доминируют серотипы 19, 6, 23, 14, 3, 9, 
в меньшей степени -  18 и 7 [13, 24]. У детей с 
ХИВЗЛ обнаружены серотипы: 18F; 19F; 18А и 
пулы серотипов: 18В, 18С; 7F, 19В, 19С, 23А и 
2, 15F, 17F, 22F, 23В, которые не встречались у 
носителей (рис. 2). В свою очередь, серотип 14 
выделялся только у носителей. Серотиповое раз
нообразие у детей с риносинуситом представ
лено в табл. 1, где первенство было разделено 
между серотипами 6А/6В и 3 (в сумме 40,5%). 
При этом к особенностям можно отнести при
сутствие пула серотипов -  5, 10А, которые не 
встречались у носителей и ХИВЗЛ (рис. 2).

Несомненно, серотиповой спектр S. pneumoniae 
имеет отличия в зависимости от разных причин: 
территории, когда проводили исследование, воз
раста пациентов, клинического материала из 
которого выделен пневмококк и, вероятно, от 
нозологических форм, а также методик исполь
зуемых для серотипирования. При ХИВЗЛ, мы 
принципиально включили пневмококки, выде
ленные только из «истинной» мокроты и брон
хоальвеолярного лаважа (БАЛ) [18], которые

являются достоверным доказательством этио
логии обострения хронических бронхолегочных 
заболеваний, в том числе и поэтому наши дан
ные лишь условно можно сравнить с результа
тами, полученными в исследованиях Н.А. Маян- 
ского и соавт. [8], где приводится распределение 
серотипов S. pneumoniae, выделенных из ларин- 
готрахеального аспирата детей с муковисцидо- 
зом и синдромом Картагенера, и Л.К. Катосовой 
и соавт. [15], где изучаются серотипы пневмо
кокка, выделенные из мокроты, промывных 
вод бронхов детей с хронической пневмонией, 
рецидивирующим бронхитом, муковисцидо- 
зом. В работе Л.К. Катосовой и соавт. [15] наи
более часто обнаружены серогруппы/серотипы: 
6 (21,9%), 19 (20,5%), 3 (11%), 42 (6,8%), 23 и 
9 встречались редко, 1,4% и 2,7%, соответствен
но. А по данным Н.А. Маянского и соавт. [8] - 19 
(19A+19F; 20%), 23F (16%), 6А/6В и 9V (по 12% 
каждый), серотип 3 в этой группе больных не 
выявлен. По нашим результатам, преобладали 
6А/6В (25%); 23F (19,6%); 19F (16%) и пул се
ротипов - 8 ,9V, 9А, 11F, 11 А, 11В, ПС, 11D, 12F, 
15A, 33F (12,5%). Серотип 3 выявлен в 1,8% 
случаев. Следовательно, приведенные данные 
показывают, что в 1990 г. и на современном эта
пе серотиповой спектр S. pneumoniae у детей с 
хроническими бронхолегочными заболеваниями 
частично различается по доле преобладающих 
серотипов -  сейчас в число лидеров вошли се-
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ротипы 23 F, заместив или понизив долю сероти- 
пов 3 и 42.

Часто обострение ХИВЗЛ связано с приобре
тением пациентом «новых» штаммов бактерий, 
к которым организм ещё не приобрел напря
женного противоинфекционного иммунитета. 
Поэтому даже выделение одного и того же вида 
микроорганизма требует его дальнейшего из
учения, так как по серологическим свойствам 
или при генотипировании это может оказаться 
другой серотип на который также не выработан 
противоинфекционный иммунитет, а, следова
тельно, он может вызвать обострение ХИВЗЛ. 
В нашей работе 56 штаммов S. pneumoniae вы
делено от 34 детей с ХИВЗЛ, так как 15 пациен
тов обследованы в динамике, и из них у 11 детей 
пневмококк выделялся двукратно, у 1 ребенка -  
трехкратно, у троих -  четырехкратно. При этом 
у большинства больных из БАЛ или мокроты 
выделен другой серотип.

У 8 детей с риносинуситом включенным в 
наше исследование кроме посева, отделяемо
го из полости носа, делался посев со слизистой 
зева, где также выделен пневмококк. В результа
те у 6 детей (75%) серотипы S. pneumoniae вы
деленные из зева и носа были различны, лишь у 
одного ребенка (12,5%) они совпали. Интересен 
тот факт, что ещё у 1 пациента (12,5%) с рино
синуситом из зева выделено 2 штамма пневмо
кокка и 1 штамм из носа, которые отличались: 
морфологией колоний на КСА (точечные; блюд
цеобразные водянистые; блюдцеобразные; все 
с а-гемолизом), зонами подавления роста во
круг диска с оптохином (d=27; 35; 30 мм, соот
ветственно), а также чувствительностью к раз
личным классам антибиотиков. В итоге, первый 
штамм пневмококка со слизистой зева совпал по 
серотипу со штаммом из полости носа - 6А/6В, 
а второй штамм из зева относился к третьему се
ротипу.

Даже в пределах одной семьи серотипы S. 
pneumoniae могут отличаться у её членов, что, 
вероятно, связано с возрастом пациентов, так 
у сестер 2 и 4 лет из отделяемого полости носа 
при риносинусите выявлены различные пулы 
серотипов: 8, 9V, 9А, 11F, ПА, 11В, ПС, 11D, 
12F, 15A, 33F и 5, 10А.

Большинство пневмоний связано с серотипа
ми 1-4, 6-8, 14, 18, 19 [4, 8,9, 14]. Так поданным 
Л.К. Катосовой и соавт. [14] 62,3% штаммов 
пневмококка, выделенные у больных пневмо
нией и плевритом детей, относились к 5 типам/ 
группам: 1,6, 19, 14 и 3, а по данным Р.С. Козло

ва и соавт. [13]: 19 (33,6%), 6 (15,8%), 23 (8,9%), 
14 (7,2%). По результатам нашего исследования 
при внебольничной пневмонии выявлены серо
типы 19F (28,6%); 23F (14,2%); 6А/6В (14,2%) 
и пул серотипов - 8, 9V, 9А, 11F, ПА, 11В, ПС, 
11D, 12F, 15А, 33F (14,2%). А при инвазивных 
инфекциях обнаружены серотипы: 3; 19А и 
пулы серотипов: 5, 10А и 8, 9V, 9А, 11F, 11 А, 
11В, 11C, 1 ID, 12F, 15А, 33F по 25%. По литера
турным данным, на долю серотипов 19, 23, 14,6,
18, 9, 4 в США приходится свыше 80% от числа 
всех инвазивных инфекций среди детей до 5 лет, 
а в России преобладают 19, 23, 1, 14, 3 и 5 серо
типы [3, 5, 13, 20, 21].

При ОСО выявлены серотипы: 6А/6В; 19F и 
пулы серотпов: 2, 15F, 17F, 22F, 23В и 8, 9V, 9А. 
11F, ПА, 11В, 11C, 1 ID, 12F, 15A, 33F. В целом 
по России, как и в США, при ОСО превалируют
19, 6, 23, 14, 3 и 18 серотипы [5, 10, 13]. Неболь
шое число штаммов пневмококка при внеболь
ничной пневмонии, инвазивных заболеваниях и 
ОСО включенных в работу был связан с необ
ходимостью сравнения серотипового пейзажа 
S. pneumoniae, вызывающих данные заболева
ния и обострения ХИВЗЛ.

Серотипы 1, 14, 3, 5 относят к наиболее ви
рулентным, кроме того, 1 и 5 ещё называют эпи
демическими серотипами, так как нередко вы
зывают вспышки пневмококковых инфекций в 
развивающихся странах [8]. По нашим данным 
(табл. 1) серотип 14 по 1 штамму встречался у 
носителей и детей с риносинуситом; 5 серотип 
по 1 штамму выделен при ивазивных заболе
ваниях и у детей с риносинуситом, а серотип 3 
среди всех обнаруженных серотипов пневмокок
ка занимает 5-е место. Предположительно при
чина повышенной вирулентности пневмококков 
серотипа 3 связана с более активной продукцией 
ими капсульного вещества с антикомплементар- 
ными свойствами, а, следовательно, они надеж
нее других защищены от фагоцитоза [4].

Другие авторы связывают 4 и 14 серотип, а 
также серогруппы 6, 7, 9, 18, 19, 23 с педиатри
ческими заболеваниями [6, 27].

При сопоставлении серотипов, входящих в со
став вакцин 7-, 10-, 11-, 13-валентных конъюги
рованных пневмококковых вакцин, с серотипами
S. pneumoniae, выделенных от детей с ХИВЗЛ, 
выявлено совпадение серотипового спектра на 
96,3, 98,2, 100 и 100%, соответственно. Пневмо
кокковая вакцина является частью программы 
плановой иммунизации детей, поддерживаемой 
многими странами [6, 19, 25, 26]. Кроме того,



современные рекомендации дополнительного 
использования пневмококковой вакцины отно
сятся к детям и взрослым с ХИВЗЛ [25]. Среди 
взрослых с бронхоэктатической болезнью, полу
чавших 23-валентную пневмококковую вакцину 
и вакцину против гриппа, по сравнению с кон
трольной группой (получавшей вакцину только 
против гриппа) обнаружено значительное сни
жение частоты инфекционных обострений брон
хоэктатической болезни, а также уменьшилось 
количество пациентов нуждающихся в лечении 
в течение 2-лет после вакцинации [25]. Сегодня 
у взрослых и детей с бронхоэктазами обсужда
ется использование 23-валентной пневмококко
вой вакцины в качестве рядового назначения при 
лечении. Для уточнения частоты введения пнев
мококковой вакцины и ее влияния на параметры 
функции внешнего дыхания проводятся дополни
тельные исследования [25].

Выводы
1. Обострение заболевания при хронических 

инфекционно-воспалительных заболеваниях 
легких вызвано пневмококками 12 серотипов, 
при этом преобладали 6А/6В (25%); 23F (19,6%); 
19F (16%) и пул серотипов -  8, 9V, 9А, 11F, 11 А, 
11В, ПС, 11D, 12F, 15A, 33F (12,5%). Совпаде
ние серотипового спектра изученных штаммов с 
пневмококковыми конъюгированными вакцина
ми составило от 69%(7- валентная вакцина) до 
96,3 до 100% с другими вакцинами.

2. При инфекциях верхних дыхательных 
путей выявлены 12 серотипов, при этом пре
обладали 6А/6В (23,4%) и 3 (14,9%) серотипы. 
Острые средние отиты вызваны: пулами сероти
пов -8 ,9V ,9А, 1 IF, ПА, 11В, ПС, 11D, 12F, 15А 
и 7F, 19В, 19С, 23A 33F; серотипом 19F; сероти- 
пами 6А, 6В.

3. Инвазивные инфекции (менингит, сепсис), 
вызваны теми же серотипами, которые полно
стью входят в 13-валентную конъюгированную 
пневмококковую вакцину.

4. У носителей пневмококка, выделенного из 
носоглотки, определялся преимущественно 3 се
ротип (26,8%), или типировать капсулу не уда
лось (20,1%).

Примечание. Авторы выражают благодар
ность врачам-бактериологам за помощь в сбо
ре образцов: ГБУЗ СО «ОДКБ №1», Екатерин
бург -  Кукушкину М.П., Блинову С.М., Устю- 
гову С.С.; МАУ «ГКБ № 40», Екатеринбург 
-  Терновую Т.Н., Панину Е.Ю.; МБУ «ДГКБ 
№11», Екатеринбург -  Кочневу Н.А., Шилову 
В.Н.; МУЗ «ДГБ №1», Нижний Тагил -  Водо

воз Н.Ю.; ГБУЗ СО «ГБ №7», Каменск-Уральск
-  Мурунову Н.В.; ГБУЗ СО «ДГБ город Асбест»
-  Груздева А.И.
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