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Аннотация
Цель работы заключалась в характеристике и сопоставлении данных об антигенных и генетических свой-
ствах полученных с помощью высокопроизводительного секвенирования штаммов Streptococcus pneu mo-
niae, выделенных от больных инвазивными и неинвазивными формами пневмококковой инфекции (ПИ).
Материалы и методы. Исследовано 158 штаммов S. pneumoniae, выделенных при проведении различ-
ных этапов многоцентрового исследования «ПеГАС» в 2015–2020 гг. При анализе данных использовалась 
информация о полногеномных последовательностях 46 штаммов, выделенных ранее в том же исследова-
нии. Для определения серотипов применены методики ПЦР в режиме реального времени и высокопроиз-
водительное секвенирование (платформа «Illumina»). При обработке данных использовались программы 
«SeroBA», «PneumoCaT» и программные возможности интернет-ресурса PubMLST.org.
Результаты и обсуждение. Определены серотипы всех штаммов, включённых в исследование. Найден 
ряд несовпадений серотипов внутри серогруппы 6 и один дискордантный результат при анализе полно-
геномных последовательностей двумя программами. Предлагаемые ПЦР-подходы позволяют охаракте-
ризовать серотип у 87% возбудителей инвазивных и 69% неинвазивных форм ПИ. Доля штаммов с се-
ротипами, входящими в состав PCV13, составляет 59 и 37%, в состав PPV23 — 78 и 53% для штаммов, 
выделенных от больных инвазивными и неинвазивными ПИ соответственно. Анализ данных не позволяет 
выявить преобладающий сиквенс-тип (всего найден 81 сиквенс-тип) или определить клональные комплек-
сы, за исключением штаммов серотипа 3, что согласуется с полученными ранее данными об отсутствии 
выраженной клональной структуры S. pneumoniae, ассоциированных с пневмококковыми менингитами, на 
территории России.
Заключение. Получены данные, позволяющие определить распределение циркулирующих серотипов и 
генетические характеристики штаммов, выделенных от больных ПИ, что даёт возможность оценить эф-
фективность существующих поливалентных вакцин и предоставляет информацию для коррекции осно-
ванных на ПЦР способов серотипирования.
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Abstract
The objective of this study was to characterize and compare antigenic and genetic characteristics of Streptococcus 
pneumoniae strains isolated from patients with invasive and non-invasive pneumococcal infections (PIs) by using 
the data of high-throughput sequencing.
Materials and methods. A total of 158 S. pneumoniae strains were studied. All of them were isolated during 
different stages of the PEHASus multicenter study performed in 2015–2020. The data analysis was based on 
the information about whole-genome sequences of 46 strains isolated during the above study. Real-time PCR 
methods and high-throughput sequencing (the Illumina platform) were used for identification of serotypes. The 
SeroBA, PneumoCaT software and PubMLST.org website resources were used in the data processing.
Results and discussion. The serotypes of all the studied strains were identified. A number of discrepancies 
among serotypes in serogroup 6 and one discordant result were revealed by the analysis of whole-genome 
sequences using 2 programs. The PCR methods were effectively used to characterize serotypes in 87% and 69% 
of the pathogens of invasive and non-invasive PIs, respectively. The serotypes contained in PCV13 accounted 
for 59% and 37%, while PPV23 serotypes accounted for 78% and 53% of the strains isolated from patients 
with invasive and non-invasive PIs, respectively. The data analysis was unable to identify either the dominant 
sequence type (a total of 81 sequence types have been identified) or clonal complexes, except for serotype 3 
strains, thus demonstrating consistency with the data from previous studies suggesting the absence of a well-
represented clonal structure of S. pneumoniae associated with pneumococcal meningitis in Russia.
Conclusion. The obtained data made it possible to identify the distribution of the circulating serotypes and 
genetic characteristics of the strains isolated from PI patients, thus being instrumental for assessment of the 
effectiveness of the existing polyvalent vaccines and providing information for improvement of the PCR-based 
methods of serotyping.
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Введение
Streptococcus pneumoniae является одним из 

распространённых патогенов человека, способных 
вызывать инфекции различной локализации. Клини-
чески принято выделять инвазивные и неинвазивные 
пневмококковые инфекции (ПИ) [1]. К инвазивным 
формам относят инфекции, при которых возбудитель 
выделен из стерильных в норме локусов (например, 
кровь или спинномозговая жидкость). К неинвазив-
ным формам относят в том числе небактериемиче-

ские пневмонии, при которых возбудитель может 
быть выделен из отделяемого нижних дыхательных 
путей. В этой связи далее в статье инвазивными и 
неинвазивными штаммами будут обозначены куль-
туры микроорганизмов, выделенные от больных со-
ответствующими формами ПИ.

Важным элементом эпидемиологического над-
зора за ПИ является микробиологический мони-
торинг, включающий антигенную и генетическую 
характеристики возбудителей ПИ, а также данные 
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о чувствительности к антибиотикам. Антигенная 
характеристика возбудителей заключается в опре-
делении серотипов, что позволяет оценить эффек-
тивность существующих поливалентных вакцин. 
В России широкое применение получили 13-ва-
лентная конъюгированная пневмококковая вакцина 
(PCV13, «Превенар 13») и 23-валентная полисаха-
ридная вакцина (PPV23, «Пневмовакс 23»). Опре-
деление спектра серотипов возбудителей ПИ позво-
ляет планировать иммунопрофилактические меро-
приятия и оценивать их эффективность в группах 
лиц, вовлечённых в эпидемический процесс.

Если чувствительность к антибиотикам оце-
нивается, согласно рекомендациям EUCAST [2, 3],  
с использованием стандартных микробиологиче-
ских методов и, в связи с многообразием механиз-
мов резистентности [1], она не всегда может быть 
исследована с использованием молекулярно-биоло-
гических методов, то эффективность использова-
ния молекулярно-биологических методов для опре-
деления серогрупп и серотипов (ключевой элемент 
антигенной характеристики S. pneumoniae) была 
неоднократно показана в отечественных и зарубеж-
ных исследованиях [4–7]. Определение генетиче-
ских свойств штаммов S. pneumoniae с использова-
нием мультилокусного секвенирования-типирова-
ния (МЛСТ) или других подходов, основанных на 
анализе полногеномных данных, позволяет описать 
клональную структуру микроорганизмов, вовлечён-
ных в эпидемический процесс, оценить рекомбина-
ционный потенциал бактериальной популяции и 
охарактеризовать эволюционные процессы, приво-
дящие к возникновению новых потенциально виру-
лентных или резистентных к антибиотикам штам-
мов [1, 8–10].

Антигенная и генетическая характеристики 
могут быть определены с использованием моле-
кулярно-биологических методов, таких как ПЦР в 
режиме реального времени (ПЦР-РРВ) и секвени-
рование. Применение высокопроизводительного 
секвенирования позволяет получить исчерпываю-
щую характеристику микроорганизмов на основа-
нии анализа их полногеномных сиквенсов: после-
довательностей генов cps-локуса для определения 
серотипов и данных о первичных последователь-
ностях локусов «основного генома» (core genome), 
анализ которых обладает максимальной дискрими-
нирующей способностью для определения генети-
ческих взаимоотношений штаммов и определения 
клональной структуры бактериальной популяции. 
Несмотря на очевидные преимущества ПЦР-РРВ 
для определения серотипов, эффективность её при-
менения не всегда очевидна, что обусловлено по-
стоянной адаптацией возбудителей под давлением 
популяционного иммунитета, в том числе обуслов-
ленного иммунопрофилактикой с использовани-
ем поливалентных вакцин. К настоящему времени 

известно не менее 100 серотипов S. pneumoniae, из 
которых значительная часть ассоциирована с инва-
зивными ПИ [1, 11], что диктует необходимость из-
учения штаммов, не типируемых с помощью стан-
дартных серологических или основанных на ПЦР 
методик, с целью оптимизации существующих ла-
бораторных подходов, например, за счёт использо-
вания дополнительных серотип-специфических ми-
шеней, и даёт информацию об эпидемиологических 
особенностях циркулирующих возбудителей для 
эффективного планирования и контроля эффектив-
ности программ по вакцинации.

В связи с этим цель данного исследования за-
ключалась в характеристике с помощью высокопро-
изводительного секвенирования штаммов S. pneu­
mo niae, выделенных от больных инвазивными и не-
инвазивными формами ПИ, сравнительном анализе 
их антигенных и генетических свойств в контексте 
проводимого микробиологического мониторинга.

Материалы и методы
Проведено исследование 22 инвазивных штам-

мов (выделены из крови или спинномозговой жид-
кости) и 90 неинвазивных штаммов (выделены из 
мокроты больных внебольничными пневмониями 
пневмококковой этиологии) S. pneu moniae. Все 
штаммы были получены при проведении различных 
этапов многоцентрового исследования  «ПеГАС» в 
2015–2020 гг. [2]. Большинство штаммов, охаракте-
ризованных в данном исследовании, и инвазивные 
штаммы, также полученные при проведении иссле-
дования «ПеГАС» и охарактеризованные ранее [5], 
были выделены в 2019 (n = 58) и 2020 гг. (n = 47).

Условия транспортировки и хранения, ми-
кробиологические методы, методы видовой иден-
тификации, методика выделения ДНК, процедура 
полногеномного секвенирования и сборки генома 
описаны ранее [2, 5]. Все штаммы были дополни-
тельно исследованы с использованием методики 
ПЦР-РРВ для определения 16 серотипов [4] и с 
помощью дополнительно разработанной методики 
для определения серотипов 12F, 15BC, 22FA и 8. Ре-
акционные смеси для ПЦР-РРВ содержат набор из 
4 серотип-специфических олигонуклеотидов, соот-
ветствующих группам, представленным в табл. 1.  
Для определения серотипов на основе данных пол-
ногеномного секвенирования использовали про-
граммы «SeroBA» [6] и «PneumoCaT» [7].

Депонирование нуклеотидных последователь-
ностей, обработка результатов секвенирования с 
обозначением аллелей и сиквенс-типов, а также 
анализ данных МЛСТ с помощью программных мо-
дулей BURST и Genome Comparator проводили с ис-
пользованием интернет-ресурса PubMLST.org1 [9].  

1 PubMLST. Streptococcus pneumoniae MLST Databases.  
URL: https://pubmlst.org/organisms/streptococcus-pneumoniae
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На момент окончания исследования база данных со-
держала информацию о более чем 37 тыс. геномов  
S. pneumoniae, включая 288 полногеномных последо-
вательностей российских изолятов, охарактеризован-
ных преимущественно в работах [5, 10]. Поскольку 
ранее нами была исследована выборка из 46 инвазив-
ных штаммов, также выделенных в рамках иссле-
дования «ПеГАС», при сопоставлении результатов 
антигенной и генетической характеристик инвазив-
ных и неинвазивных штаммов использована объе-
динённая выборка инвазивных штаммов (n = 68),  
включающая штаммы, описанные нами ранее [5].

Результаты
Полногеномные нуклеотидные последова-

тельности изученных штаммов, данные о серо-
типах и чувствительности к антибиотикам (для 
большинства штаммов), а также информация об 
источниках штаммов внесены в базу PubMLST, 
идентификационные номера (id): инвазивные 
штаммы — 73010, 73011, 73013–73015, 73017–
73033, неинвазивные штаммы — 142542, 142543, 
142546–142569, 142572–142574, 142578, 142579, 
142581, 142583–142604, 142606–142610, 142612–
142625, 142627–142643. Для всех штаммов опре-
делены аллельные профили и соответствующие им 
сиквенс-типы, при этом часть аллелей и сиквенс- 
типов были описаны впервые.

В результате анализа полногеномных данных 
с использованием двух программ [6, 7] удалось 
определить серотиповую принадлежность всех 
изученных штаммов. При этом у неинвазивных 
штаммов наблюдались несовпадения при опреде-
лении серотипов, принадлежащих серогруппам 6 
(определялись серотипы В или С, А или В и D или 
С),  у 5 штаммов, 15 (В или С) — у 3 штаммов и 35  
(А или С) — у 1 штамма, однократно был получен 
дискордантный результат: у изолята id142633 серо-
тип определён неоднозначным образом (35A или 42).  

Несоответствий между определением серотипов in 
silico и при использовании методик ПЦР-РРВ для 
определения серотипов не выявлено.

Обсуждение
Антигенная характеристика

Всего у инвазивных и неинвазивных штаммов 
было найдено 28 и 33 варианта серотипов соответ-
ственно (неповторяющихся — 42). Наиболее ча-
сто (более чем у 5%) у инвазивных штаммов были 
найдены серотипы 3 (18%), 19F (9%) и 23F (7%), 
у неинвазивных — 3 (11%), 19F (10%), 15С (8%) и 
11A (8%), 23F (7%) и 23A (6%). В табл. 1 представ-
лены данные о частотах серотипов, разделённых 
по группам, для обеих выборок штаммов. Группам 
серотипов соответствуют серотип-специфические 
мишени, детектируемые методиками ПЦР-РРВ,  
и капсульные антигены, входящие в состав поли-
валентных вакцин PCV13 и PPSV23. Как следует 
из табл. 1, доля штаммов, серотип которых может 
быть определён с помощью методики ПЦР-РРВ 
для 16 серотипов [4], включающей все серотипы 
вакцины PCV13, составляет 67% для инвазивных 
штаммов и 53% для неинвазивных. Эти значе-
ния соответствуют доле определённых серотипов 
(65%), полученных при исследовании возбудите-
лей пневмококкового менингита, циркулирующих 
на территории Москвы в сопоставимый проме-
жуток времени (2016–2019 гг.) [12], и ниже (79%) 
циркулирующих ранее (2007–2010 гг.) [4]. Умень-
шение доли серотипов, входящих в состав вакци-
ны PCV13, может объясняться как изменяющимся 
спектром антигенного разнообразия S. pneumoniae, 
связанным с вакцинацией, так и территориальным 
разнообразием возбудителей, включённых в данное 
исследование и изученных при проведении различ-
ных этапов исследования «ПеГАС» [2]. Детекция 
дополнительных серотип-специфических мише-
ней 12F, 15BC, 22FA и 8 позволяет повысить долю 

Таблица 1. Группы серотипов, выявленные у инвазивных и неинвазивных штаммов
Table 1. Serotype groups identified in invasive and non-invasive strains

Группы серотипов
Serotype groups

Инвазивные штаммы
Invasive strains

(n = 68)

Неинвазивные штаммы
Non-invasive strains

(n = 90)
χ2 (p-value)*

Методики ПЦР-РРВ
Methods RT-PCR

3, 6AB, 9VA, 19F 26 (38%) 28 (31%) 0,59 (0,44)

1, 4, 14, 23F 11 (16%) 9 (10%) 0,84 (0,36)

9NL, 11AD, 15AF, 18 6 (9%) 11 (12%) 0,18 (0,67)

2, 5, 7AF, 19A 3 (4%) 0 0,08**

8, 12F, 15BC, 22FA 13 (19%) 14 (16%) 0,14 (0,71)

Всего / Total 59 (87%) 62 (69%) 5,94 (0,015)

Входящие в вакцины
Included in vaccines

PCV13 40 (59%) 33 (37%) 6,78 (0,009)

PPSV23 53 (78%) 48 (53%) 9,13 (0,0025)

Примечание. *χ2 Пирсона с поправкой Йейтса; **точный тест Фишера, p-value.
Note. *χ2 of Pearson with Yates correction; **Fisher's exact test, p-value.
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определяемых серотипов до 87 и 69%, при этом на-
блюдается статистически значимое различие между 
выборками. Разработанная в 2014 г. методика ПЦР-
РРВ и предложенный алгоритм её использования 
[4] не оптимальны как для инвазивных, так и для 
неинвазивных штаммов в охарактеризованной вы-
борке, собранной на территории нескольких реги-
онов России и циркулирующей преимущественно 
в 2019–2020 гг. Оптимальный способ определения 
серотипов методом ПЦР-РРВ должен включать 
дополнительные серотип-спе ци фические мишени 
12F, 15BC, 22FA и 8, при этом детекция серотипов 
2, 5, 7AF и 19A может не проводиться.

Доля серотипов, входящих в вакцины PCV13 
и PPSV23, для исследованных выборок штаммов 
различна, при этом доля входящих в вакцины серо-
типов статистически значимо выше в выборке инва-
зивных штаммов для обеих вакцин.

Генетическая характеристика
У изученных штаммов в совокупности с резуль-

татами исследования [5] был выявлен 81 сиквенс-
тип, из которых наиболее часто встречались ST-
180 (6%), ST-505 (5%), ST-1025, ST-1262 и ST-6202  
(по 4%), ST-81 и ST-239 (по 3%). В обеих выборках 
штаммов максимальное количество сиквенс-типов 
было выявлено однократно. Из 81 сиквенс-типа 
18 (22%) встречались в обеих выборках штаммов,  
27 (33%) сиквенс-типов — только у инвазивных 
штаммов и 36 (44%) — только у неинвазивных. 
Часть различий в распределении и частотах найден-
ных сиквенс-типов представлена в табл. 2. 

Несмотря на различия в составе и количестве 
найденных сиквенс-типов у исследованных инвазив-
ных и неинвазивных штаммов, индекс разно образия 
по Симпсону, рассчитанный согласно [13], не отлича-
ется и составляет 98,3 и 98,5% соответственно. С од-
ной стороны, полученные высокие значения индекса 
разнообразия не позволяют говорить о выраженной 
клональной структуре исследованных возбудителей, 

с другой — проведённый анализ данных МЛСТ ме-
тодом BURST определяет две группы генетически 
близких штаммов с центральными сиквенс-типами 
ST-311 и ST-505 (при условии объединения в груп-
пу штаммов, имеющих не более 2 несовпадений в 
аллельном профиле). Группа ccST-311 объединя-
ет 9 штаммов с сиквенс-типами ST-36, ST-42, ST-
15248, ST-16095 и ST-16358, все они принадлежат 
серогруппе 23 (серотипы A или F). Группа ccST-505 
объединяет 20 штаммов серотипа 3 с сиквенс-типа-
ми ST-180, ST-2049, ST-15250 и ST-15251, при этом 
инвазивные штаммы имеют сиквенс-тип ST-180, а 
неинвазивные — ST-505 (табл. 2). Группе ccST-505 
соответствует обозначенная в исследовании [3] 
клональная группа СС180 — один из наиболее рас-
пространённых в России клональных комплексов S. 
pneumoniae, выделенных в 1980–2017 гг.

При сопоставлении найденных сиквенс-ти-
пов с сиквенс-типами 81 российского штамма 
S. pneumoniae (39 сиквенс-типов), выделенных от 
больных менингитом в 2011–2015 гг. и охарактери-
зованных в исследовании [10], найдено 12 совпаде-
ний, при этом различий в количестве совпадений 
между выборками инвазивных и неинвазивных 
штаммов не наблюдалось. Проведённый анализ по 
«основному геному» (cgMLST), включающий рас-
чёт генетического расстояния по 1367 локусам, по-
зволяет обозначить об особленные группы штаммов 
определённых серотипов (для наиболее распро-
странённых серотипов: 3, 19F, 11А, 15BC и 9V), в 
то же время некоторые группы содержат штаммы 
нескольких серогрупп (например, 10А и 6С). Сопо-
ставление результатов двух исследований и прове-
дённая генетическая характеристика подтверждают 
сформулированные ранее положения об отсутствии 
выраженной клональной структуры S. pneumoniae, 
ассоциированных с инвазивными ПИ, на террито-
рии России [5]. 

Использование полногеномного секвениро-
вания в молекулярно-биологическом мониторинге 

Таблица 2. Сиквенс-типы инвазивных и неинвазивных штаммов, выявленные в 2 и более случаях
Table 2. Sequence types of invasive and non-invasive strains identified in 2 or more cases

Количество штаммов  
с совпадающим сиквенс-типом
Number of strains with matching 

sequence-type

Инвазивные штаммы, 45 сиквенс-типов
Invasive strains, 45 sequence-types

(n = 68)

Неинвазивные штаммы, 54 сиквенс-типа
Non-invasive strains, 54 sequence-types

(n = 90)

6 180 –

5 – 81, 505

4 6202 1262

3 239, 505, 1025 62, 150, 143, 393, 423, 1025, 1012, 9659, 11900

2 15, 225, 236, 311, 433, 1262, 2361, 2991, 3544 42, 239, 433, 2754, 6202, 9248, 12493

Однократно
Once

31 сиквенс-тип
31 sequence types

35 сиквенс-типов
35 sequence types

Примечание. *Жирным шрифтом выделены сиквенс-типы, найденные в обеих выборках.
Note. *Sequence types found in both samples are in bold.
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возбудителей ПИ позволяет своевременно полу-
чать достоверные данные об изменениях в струк-
туре циркулирующих серотипов S. pneumoniae, что 
может быть эффективно использовано при плани-
ровании и оценке эффективности иммунопрофи-
лактических мероприятий. Основанная на полно-
геномных данных генетическая характеристика яв-
ляется эффективным инструментом внутривидовой 
классификации возбудителей, проводимой с целью 
расширенного микробиологического мониторинга 
как элемента эпидемиологического надзора за ПИ. 
Накопление и анализ полногеномных данных в пер-
спективе позволит расширить представления об ос-
новных генетических вариациях, ассоциированных 
со способностью отдельных представителей вида 
S. pneumoniae вызывать инвазивные формы ПИ.
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