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Сохраняет актуальность проблема микробиологического мониторинга и эпидемиологического надзора за штаммами S. pneumoniae 
как одного из убиквитарных возбудителей, вызывающих внебольничные пневмонии и другие инфекции дыхательных путей различной 
степени тяжести.

Мультилокусное сиквенс-типирование является перспективным методом молекулярно-эпидемиологического мониторинга, позво-
ляющего идентифицировать эпидемически опасные клоны убиквитарных возбудителей.

Цель исследования — оценить при помощи метода мультилокусного сиквенс-типирования характер распространения эпидеми-
чески значимых штаммов Streptococcus pneumoniae у пациентов пожилого возраста с внебольничной пневмонией, бронхитами и у 
носителей, а также определить доминирующий генотип.

Материалы и методы. Проведено исследование 14 штаммов, выделенных у пациентов с внебольничными пневмониями (из них 
7 — полирезистентных), 8 штаммов — от пациентов с хронической обструктивной болезнью легких, 4 штаммов — от носителей. Муль-
тилокусное сиквенс-типирование выполнено согласно методике M.C. Enright and B.G. Spratt (1998).

Результаты. Штаммы, выделенные во всех трех популяциях, представляют собой родственные изоляты вида Streptococcus pneu-
moniae, большинство из которых (18 из 26) обладают уникальным генотипом, определяющим наличие одного сиквенс-типа для каж-
дого штамма. Из 14 штаммов, выделенных у лиц пожилого возраста с внебольничной пневмонией, 6 относились к профилю Taiwan 
19F-14. Среди штаммов, выделенных от носителей, превалировал штамм, идентичный штамму R6. Среди штаммов, выделенных от 
пациентов с хронической обструктивной болезнью легких, превалирования какого-либо генотипа не установлено.

Заключение. Мультилокусное сиквенс-типирование позволяет идентифицировать новые генотипы S. pneumoniae и дать прогноз 
относительно появления эпидемически опасных штаммов с новыми свойствами.
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The problem of microbiological monitoring and epidemiological surveillance over S. pneumoniae strains as one of ubiquitous agents 
causing common-acquired pneumoniaes and other respiratory infections of different severity is still urgent.

Multi-locus sequence typing is a promising technique of molecular epidemiological monitoring enabling to identify epidemically dangerous 
clones of ubiquitous agents.

The aim of the investigation was to assess the spread of epidemically significant Streptococcus pneumoniae strains by multi-locus 
sequence typing in elderly patients with common-acquired pneumoniae, bronchites, and agents, and identify a dominant genotype.

Materials and Methods. We studied 14 strains isolated in patients with common-acquired pneumoniaes (among them 7 — multi-resistant), 
8 strains — in patients with chronic obstructive pulmonary disease, 4 strains — in the carriers. Multi-locus sequence typing was carried out in 
accordance with M.C. Enright and B.G. Spratt technique (1998).

Results. All strains isolated in three populations are relative isolates of Streptococcus pneumoniae, and the majority of them (18 of 26) have 
a unique genotype determining the presence of one sequence type for each strain. From 14 strains isolated in elderly patients with common-
acquired pneumoniae, 6 belonged to Taiwan 19F-14. Among the strains isolated in the carriers, the strain identical to R6 strain prevailed. No 
genotype was found to prevail among the strains isolated in patients with chronic obstructive pulmonary disease.

Conclusion. Multi-locus sequence typing enables to identify new genotypes of S. pneumoniae and prognosticate the appearance of 
epidemically dangerous strains with new properties.

Key words: Multi-locus sequence typing; pneumococcal pneumoniaes; community-acquired pneumoniaes; S. pneumoniae.

Внебольничные пневмонии среди лиц пожилого воз-
раста продолжают оставаться актуальной проблемой 
современной медицины [1–4]. Распространенность 
их в Москве составляет 17,4‰, а в США — 20–40‰ 
[4]. У пожилых людей заболеваемость внебольничной 
пневмонией в 2 раза выше, чем у лиц молодого воз-
раста; частота госпитализаций при этом заболевании 
с возрастом увеличивается более чем в 10 раз [5, 6]. 
Летальность при пневмонии среди больных старше 60 
лет в 10 раз выше, чем в других возрастных группах, 
и достигает 10–15% при пневмококковых пневмони-
ях [4]. Учитывая тот факт, что S. pneumoniae является 
одним из основных возбудителей внебольничных пнев-
моний в разных возрастных группах, а носительство 
этого возбудителя чрезвычайно распространено [4–7], 
представляют интерес проведение и оценка значимос-
ти эпидемиологических исследований пневмококковых 
пневмоний у лиц пожилого возраста.

Наиболее важной проблемой при изучении пнев-
мококковых пневмоний у пожилых лиц является 
организация контроля за распространением анти-
биотикорезистентных изолятов [7–9], а также молеку-
лярно-эпидемиологический мониторинг выделяемых 
изолятов. В настоящее время такого рода мониторинг 
выполняется с помощью метода генотипирования, 
который позволяет получить стандартизованную ин-
формацию о распространении того или иного изоля-
та. Информация о характере выявляемых штаммов 
S. pneumoniae дает возможность планировать профи-
лактические мероприятия в отношении пневмококко-
вой инфекции.

Одним из методов, предназначенных для молеку-
лярно-эпидемиологического мониторинга, является 
мультилокусное сиквенс-типирование (Multilocus se-
quence typing — MLST), основанное на исследовании 
вариабельности фрагментов, что позволяет создать 

фактически индивидуальный аллельный профиль каж-
дого штамма и в том числе охарактеризовать его эпи-
демическую значимость [10–13].

Применение MLST в исследовании пневмококка, 
обладающего высокой способностью к естественной 
трансформации, дает возможность определить отде-
льные клональные группы и выявить их эпидемическую 
значимость [9, 12]. При этом следует учесть, что сик-
венс-типы, дифференцируемые MLST, могут обладать 
различными серотипами (фенотипической вариабель-
ностью), что обусловлено процессами микроэволюции, 
происходящими в микробиоценозе, частью которого 
является S. pneumoniae.

цель исследования — оценить при помощи мето-
да мультилокусного сиквенс-типирования характер 
распространения эпидемически значимых штаммов 
Streptococcus pneumoniae у пациентов пожилого воз-
раста с внебольничной пневмонией, бронхитами и у но-
сителей, а также определить доминирующий генотип.

Материалы и методы. Учитывая тот факт, что од-
ной из наиболее значимых эпидемических характе-
ристик является устойчивость к антибактериальным 
химиопрепаратам и в том числе полирезистентность, в 
исследование взяли равное количество полирезистент-
ных и чувствительных к антибиотикам штаммов пнев-
мококка: 1-я группа (n=14) — штаммы, выделенные 
от пациентов пожилого возраста с внебольничными 
пневмониями (7 — полирезистентных и 7 — чувстви-
тельных к антибиотикам); 2-я группа (n=8) — штаммы, 
выделенные от пожилых пациентов с хронической об-
структивной болезнью легких (ХОБЛ) (по четыре чувст-
вительных и полирезистентных штамма); 3-я группа 
(n=4) — штаммы от пожилых носителей. Под полире-
зистентностью понимали устойчивость штаммов пнев-
мококка к пенициллину и эритромицину.

Мультилокусное сиквенс-типирование проведено 
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согласно методике M.C. Enright and B.G. Spratt [11]. 
Праймеры, использованные в исследовании, могут 
быть представлены следующим образом:

ddl-up, 5′ TGCC/TCAAGTTCCTTATGTGG и ddl-dn, 5′ 
CACTGGGTG/ AAAACCA/ TGGCAT;

gdh-up, 5′ ATGGACAAACCAGCNAGC/ TTT и gdh-dn, 
5′ GCTTGAGGTCCCATG/ACTNCC;

gki-up, 5′ GGCATTGGAATGGGATCACC и gki-dn, 5′ 
TCTCCCGCAGCTGACAC;

recP-up, 5′ GCCAACTCAGGTCATCCAGG и recP-dn, 5′ 
TGCAACCGTAGCATTGTAAC;

spi-up, 5′ TTATTCCTCCTGATTCTGTC и aspi-dn, 5′ 
GTGATTGGCCAGAAGCGGAA;

xpt-up, 5′ TTATTAGAAGAGCGCATCCT и xpt-dn, 5′ 
AGATCTGCCTCCTTAAATAC.

В связи с общепринятым в мировой практике эпиде-
миологического надзора за пневмококковой инфекци-
ей использованием метода серотипирования мы при-
менили эту методику с целью сравнения контрольных 
данных с данными, полученными при MLST. Все штам-
мы были серотипированы согласно общепринятой ме-
тодике [12] с использованием Pneumotest panel (Statens 
Seruminstitut, Копенгаген, Дания). Серотипы, не вклю-
ченные в панель, были идентифицированы в институте 
Statens Seruminstitut (Дания) [12].

В процессе серотипирования брали единичные ко-
лонии суточной культуры: каплю (25 мкл) помещали в 
соответствующую секцию панели. В качестве контроля 
использовали физиологический раствор в равном объ-
еме. Затем стерильной зубочисткой или 
микробиологической петлей помещали 
небольшое количество полученной куль-
туры в каплю антисыворотки и аккуратно 
перемешивали, равномерно распределяя 
ее по всему объему. Далее панель, на ко-
торой ставилась реакция, покачивали до 
появления агглютинации (последняя про-
исходила в случае реакции бактериаль-
ных антигенов со специфической антисы-
вороткой в течение 1 мин при комнатной 
температуре) и затем изучали при фазо-
вой контрастной микроскопии согласно 
рекомендациям производителя (Statens 
Serum Institute, Дания).

Были использованы следующие реак-
тивы: omni-сыворотка, идентифицирую-
щая капсулу пневмококка; группоспеци-
фическая антисыворотка (группы A и I, P 
и T); типовая сыворотка для идентифика-
ции отдельных серотипов; групповая сы-
воротка, реагирующая со всеми сероти-
пами пневмококков внутри одной группы; 
сыворотка для внутриродового типирова-
ния [12].

результаты и обсуждение. Для изу-
чения возможности формирования гос-
питального полирезистентного штамма 
S. pneumoniae, происходящего от едино-
го клона, мы провели MLST популяций 
штаммов пневмококка, выделенных в 

различных биотопах и обладающих различной анти-
бактериальной резистентностью. Сравнивали популя-
ции штаммов, выделенных при внебольничных пнев-
мониях (всего 14 штаммов: 7 штаммов, устойчивых к 
пенициллину и эритромицину, и 7 штаммов, чувстви-
тельных к антибактериальным химиопрепаратам); 
штаммов, выделенных у пациентов с ХОБЛ (всего 
8 штаммов: 4 штамма, устойчивых к пенициллину и 
эритромицину, и 4 штамма, чувствительных к анти-
бактериальным химиопрепаратам); и штаммов, выде-
ленных у носителей (2 штамма, чувствительных к ан-
тибактериальным химиопрепаратам, и 2 штамма, не 
чувствительных к антибактериальным химиопрепара-
там). Всего в исследовании участвовало 26 штаммов.

Анализ изучаемых популяций методом MLST выявил, 
что все штаммы, выделенные от разных групп больных 
и носителей, представляют собой родственные изо-
ляты вида Streptococcus pneumoniae, большинство из 
которых (18 из 26) обладают уникальным генотипом, 
определяющим наличие одного сиквенс-типа для каж-
дого штамма. При этом из всего множества изученных 
штаммов можно сформировать 6 кластерных групп, ко-
торые содержат штаммы, выделенные от разных боль-
ных, обладающие различными молекулярно-эпидемио-
логическими характеристиками (серотип, устойчивость 
к антибактериальным химиопрепаратам), и которые 
являются генетически близкородственными.

Результаты MLST штаммов, выделенных у пациен-
тов с внебольничными пневмониями (рис. 1), позво-

рис. 1. Результаты мультилокусного сиквенс-типирования штаммов 
S. pneumoniae, выделенных у пациентов с внебольничной пневмонией 
(штаммы с расширением 1 — полирезистентные, без расширения — 
чувствительные к антибиотикам), всего 14 штаммов

Молекулярно-эпидемиологический мониторинг пневмококков, выделенных у пожилых пациентов
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рис. 2. Результаты мультилокусного сиквенс-
типирования полирезистентных штаммов 
пневмококка, выделенных во всех группах 
пациентов (всего 13 штаммов)

ляют сделать вывод, что полирезистентные штаммы 
формируются при внебольничных пневмониях путем 
горизонтального переноса генетического материа-
ла: это подтверждается наличием двух клональных 
комплексов, в одном из которых присутствует один 
полирезистентный штамм (клональный комплекс, со-
держащий ST-1.1, ST-4, ST-13), а в другом — два (ST-2, 
ST-8.1, ST-11.1). Все это показывает возможность фор-
мирования полирезистентности у штаммов пнев-
мококка, выделенных у пациентов с внебольничной 
пневмонией.

Анализ распространения близкородственных в ге-
нетическом отношении штаммов показывает, что из 
четырех полирезистентных выделенных нами у носи-
телей изолятов пневмококка два являются представи-
телями единого клонального комплекса. Это позволяет 
говорить о том, что и у носителей в обычных услови-
ях протекают процессы внутригеномной перестройки 
штаммов, которые могут привести к формированию 
госпитального изолята и, соответственно, требуют про-
филактических мероприятий.

Сопоставив результаты MLST всех полирезистент-
ных штаммов (рис. 2), мы пришли к выводу, что на-
иболее высока вероятность к осуществлению гори-
зонтального переноса в полирезистентных штаммах, 
выделяющихся у лиц пожилого возраста с ХОБЛ, а так-
же в штаммах, выделенных у пациентов с внебольнич-
ной пневмонией (см. таблицу).

Таким образом, в результате анализа генетическо-
го разнообразия штаммов S. pneumoniae среди изу-
ченных нами 26 чувствительных и нечувствительных 
(т.е. умеренно-устойчивых и устойчивых) к пеницил-
лину и эритромицину штаммов выделено 22 различ-

ных сиквенс-типа и 4 клональных комплекса. При 
этом 2 комплекса представлены более чем одним 
изолятом.

Необходимо отметить, что из 14 штаммов, выделен-
ных у лиц пожилого возраста с внебольничной пневмо-
нией, 6 относились к профилю Taiwan 19F-14, из них 
4 обладали одинаковым профилем резистентности: 
были устойчивыми/умеренно-устойчивыми к пеницил-
лину, эритромицину и клиндамицину. Генотипические 
характеристики проанализированных штаммов также 
показали высокую степень однородности выборки: все 
изоляты имели детерминанты резистентности к мак-
ролидным антибиотикам — гены mefE и ermB (что со-
гласуется с фенотипическими данными). Основная ха-
рактеристика штаммов S. pneumoniae генотипа Taiwan 
19F-14 — полирезистентность прежде всего по отноше-
нию к бета-лактамам и макролидам независимо от гео-
графической области выделения. Данный сиквенс-тип 
распространен в основном в Южной Корее, Вьетнаме 
и Гонконге.

Среди штаммов, вызвавших у лиц пожилого возрас-
та ХОБЛ, методом MLST идентифицировано 2 различ-
ных сиквенс-типа, при этом каждый из них был пред-
ставлен 3 изолятами (см. рис. 2).

Несмотря на небольшую выборку, штаммы, выде-
ленные от носителей, оказались фенотипически не 
однородными: 2 штамма были умеренно-устойчивы 
к пенициллину и 2 штамма — чувствительны. Все 4 
штамма были не чувствительными к эритромицину. 
При этом два штамма принадлежали к сиквенс-типу, 
идентичному штамму R6, который является авирулент-
ным и может рассматриваться как условно-патогенная 
микрофлора.
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заключение. Мультилокусное сиквенс-типиро-
вание в настоящее время следует рассматривать как 
наиболее точный метод дифференцировки стрепто-
кокков и идентификации S. pneumoniae и как один из 
важнейших инструментов микробиологического мо-
ниторинга штаммов этого микроорганизма, что поз-
воляет провести типирование и дать прогноз отно-
сительно появления штаммов с новыми свойствами, 
которые в перспективе могут стать госпитальными 
изолятами и потребовать совершенно новых мероп-
риятий в отношении эпидемиологического надзора.

Финансирование исследования и конфликт ин-
тересов. Исследование не финансировалось какими-
либо источниками, и конфликты интересов, связанные 
с данным исследованием, отсутствуют.
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