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Введение
Streptococcus pneumoniae – один из основных бактери‑

альных возбудителей внебольничной пневмонии, острого 
среднего отита, синусита и менингита [1–3]. В Красноярском 
крае показатели заболеваемости населения по указанным но‑
зологиям являются одними из самых высоких в Сибирском 
федеральном округе; болезни органов дыхания занима‑
ют лидирующее место в структуре заболеваемости [4–6]. 
Носоглоточное носительство пневмококка является пред‑
располагающим фактором развития вышеперечисленных 
заболеваний не только у самого носителя, но и у контактных 
лиц [7]. По некоторым данным, у школьников частота но‑
сительства пневмококка в среднем составляет 25–35 % [8], 
достигая 55 % среди непривитых детей [9].

В Российской Федерации уровень носительства 
S. pneumoniae у детей старше 5 лет изучен недостаточно. 

В то же время исследование носительства S. pneumoniae 
в различных возрастных группах необходимо не только для 
оценки эпидемиологической роли данного микроорганизма, 
но и для прогнозирования популяционного эффекта про‑
тивопневмококковой вакцинации.

Цель исследования: изучить распространенность, чув‑
ствительность к антибактериальным препаратам, серо‑
типовой и клональный состав популяции пневмококков 
у детей школьного возраста.

Методы
Для проведения бактериологического исследования 

у детей забирались мазки из ротоглотки с использованием 
транспортных систем со средой Эймса (HiMedia, Индия). 
Материал забирался тампоном с задней стенки глотки, 
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РЕЗЮМЕ
Цель исследования. Изучение серотипового, клонального состава и чувствительности к антибактериальным препаратам пневмококков 
у детей школьного возраста.
Материалы и методы. В 2012–2018 годах обследовано 498 школьников в возрасте от 6 до 17 лет. У детей были взяты мазки из ротоглотки, проведено 
бактериологическое исследование с последующим генотипированием чистых культур и определением их чувствительности к антибиотикам.
Результаты. Пневмококк был выявлен у 10,6 % детей. Исследуемые штаммы относились к семи серотипам и семи серогруппам. Наиболее 
часто встречались S. pneumoniae 6-й серогруппы и серотипа 19F (по 15,1 %), 9-й серогруппы (13,2 %). С меньшей частотой встречались 
пневмококки 33FA/37 и 3 (9,4 и 5,7 %), представители серогрупп 15 и 18 (7,6 и 5,7 %), серотипа 10А (3,8 %). Выделенные культуры принадлежали 
к 20 сиквенс-типам, относящимся к 14 клональным комплексам (СС); преобладающими являлись CC 156, CC 447 и CC 320. У 1,9 % штаммов 
выявлена резистентность к пенициллину, у 13,2 % – к макролидам, клиндамицину и тетрациклину. Устойчивые к антибиотикам пневмококки 
относились к глобальным мультирезистентным клональным комплексам 320, 315 и 156.
Выводы. Распространенность S. pneumoniae среди детей школьного возраста невысока. Популяция пневмококков характеризуется 
серотиповым и клональным разнообразием, в том числе присутствием «инвазивных» серотипов и генотипов. Большинство штаммов сохраняют 
чувствительность к антибактериальным препаратам.
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SUMMARY
Purpose. To investigate the serotype distribution, clonal structure and antimicrobial resistance of pneumococci isolated from schoolchildren.
Materials and methods. During the period from 2012 to 2018 we examined 498 healthy school children aged 6 to 17 years. Oropharyngeal swab was 
taken from each child for culture, after that all S. pneumoniae strains were genotyped for serotype and ST-type deduction (PCR and sequencing, 
respectively). Antimicrobial resistance was also determined.
Results. Pneumococcal culture was positive in 10.6 % of children. S. pneumoniae isolates belonged to seven serogroups and seven serotypes. 
Serogroup 6 and serotype 19F strains (15.1 % each), and serogroup 9 strains (13.2 %) were the most prevalent. S. pneumoniae33FA/37 and 3 (9.4 and 
5.7 %), serogroups 15 and 18 (7.6 and 5.7 %), and 10A serotype (3.8 %) were determined at a lower frequency. 20 detected ST-types belonged to 14 
clonal complexes (CCs); CC 156, CC 447, and CC 320 were predominant. 1.9 % of isolates were penicillin-resistant; 13.2 % – macrolide-, clindamycin-, 
and tetracycline-resistant. S. pneumoniae antibiotic resistant strains belonged to multidrug-resistant CCs 320, 315, and 156.
Conclusion. S. pneumoniae prevalence in school children is not high. Pneumococcal population is characterized by serotype and clonal diversity 
including ‘invasive’ serotypes and genotypes. Most of strains are susceptible to antimicrobials.
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язык прижимали шпателем. Образцы хранились при тем‑
пературе 20–25 °C в пределах 48 часов. Транспортировка 
проводилась в термоконтейнерах.

Материал засевали на Columbia Agar (Bio-Rad, 
Франция) с добавлением 5 %-ной крови барана или ло‑
шади. Посевы инкубировали в течение 18–24 часов при 
37 °C в атмосфере с 8–10 %-ным СО2 с использованием 
газогенерирующих пакетов «Кампилогаз» (ООО «НИКИ 
МЛТ», Россия) в течение 24–48 часов.

Предварительная идентификация пневмококков прово‑
дилась на основе культуральных и морфотинкториальных 
свойств. Культуру идентифицировали как S. pneumoniae при на‑
личии альфа-гемолиза, чувствительности к оптохину и желчи 
(диски с оптохином и желчью [НИЦФ, Россия]). Выделенные 
культуры хранили при температуре минус 80 °C в триптика‑
зо-соевом бульоне с добавлением 30 %-ного глицерина.

Чувствительность культур S. pneumoniae к антибак‑
териальным препаратам исследовали диско-диффузион‑
ным методом на агаре Мюллера – Хинтон 2 (bioMerieux, 
Франция) с добавлением 5 %-ной дефибринированной 
крови лошади и 20 г/л β-НАД. Использовали диски с 1 мкг 
оксациллина, 15 мкг эритромицина, 2 мкг клиндамицина, 
30 мкг тетрациклина, 10 мкг норфлоксацина, 30 мкг ван‑
комицина, 30 мкг хлорамфеникола, 30 мкг линезолида, 5 
мкг рифампицина (Bio-Rad, США). В качестве контроля 
использовался штамм S. pneumoniae АТСС 49619. При 
выявлении резистентности к вышеперечисленным препа‑
ратам определяли МПК с помощью E-тестов (bioMerieux, 
Франция) с бензилпенициллином, цефуроксимом, цефтри‑
аксоном, имипенемом, эритромицином, азитромицином, 
тетрациклином, клиндамицином, ципрофлоксацином, 
левофлоксацином, рифампицином согласно инструкции 
производителя [10]. Результаты интерпретировали в соот‑
ветствии с российскими клиническими рекомендациями 
«Определение чувствительности микроорганизмов к ан‑
тимикробным препаратам» (2018) [11].

Геномную ДНК из чистых культур S. pneumoniae 
выделяли кипячением [12]. Все выделенные культуры 
анализировали на наличие cpsA (фрагмент гена, кодирую‑
щего синтез капсулы) и lytA (фрагмент гена, кодирующего 
пневмококковый аутолизин) с помощью традиционной 
ПЦР согласно протоколу: 95 °C – пауза; 95 °C (3 мину‑
ты) – предварительный прогрев системы; 95 °C (10 с), 
56 °C (15 с), 72 °C (10 с) – амплификация (35 циклов); 
72 °C (2 минуты) – достройка цепей; 4 °C – хранение. Для 
постановки реакции использовали следующие праймеры:
•	 cpsA-f GCAGTACAGCAGTTTGTTGGACTGACC;
•	 cpsA-r GAATATTTTCATTATCAGTCCCAGTC (размер 

продукта 160 п. н.);
•	 lytA-f CAGCGGTTGAACTGATTGA;
•	 lytA-r TGGTTGGTTATTCGTGCAA (размер продукта 

173 п. н.).

Серотипы культур S. pneumoniae определяли с помощью 
мультиплексной ПЦР, используя 40 пар праймеров [13]. 
Реакции каждого сета ставили последовательно до появле‑
ния положительного результата. Штаммы, серотип которых 
не был установлен, относили к нетипируемым. Протокол 
амплификации был аналогичен описанному выше.

Реакции проводили на амплификаторах Applied 
Biosystems (Thermo Fisher Scientific, США) и Thermal Cycler 
(Bio-Rad, США). Продукты амплификации детектировали 
в 1,5 %-ном агарозном геле (Sigma, США) с последующей 
визуализацией бромистым этидием (ФБУН «ЦНИИ эпи‑
демиологии» Роспотребнадзора) в трансиллюминаторе 
Molecular Imager® Gel Doc XR System (Bio-Rad, США). 
Размеры ПЦР-продуктов определяли сравнением с маркером 
молекулярных масс (100 bp DNA Ladder; «Евроген», Россия).

Мультилокусное сиквенс-типирование штаммов S. 
pneumoniae (MLST) проводили с целью выявления фрагмен‑
тов семи генов «домашнего хозяйства», кодирующих фер‑
менты, необходимые для осуществления жизненно важных 
биохимических реакций: aroE (шикиматдегидрогеназа); gdh 
(глюкозо‑6-фосфат-дегидрогеназа); gki (глюкокиназа); recP 
(транскетолаза); spi (сигнальная пептидаза I); xpt (ксантин‑
фосфорибозилтрансфераза); ddl (D-аланин-D-аланинлигаза).

Для амплификации и секвенирования использова‑
ли семь пар праймеров [14]. Амплификацию проводили 
по протоколу: 95 °C – пауза; 95 °C (5 минут) – предвари‑
тельный прогрев системы; 95 °C (30 с), 50 °C (2 минуты), 
72 °C (2 минуты) – амплификация (35 циклов); 72 °C (5 
минут) – достройка цепей; 4 °C – хранение.

Очистка ампликонов и секвенирование проводились 
компанией «Синтол» (Россия). Анализ результатов прово‑
дили с использованием программного обеспечения FinchTV 
1.4.0 и Bio Edit Sequence Alignment Editor 7.1.3.0. Аллельный 
профиль (сиквенс-тип – ST) S. pneumoniae определяли 
с помощью базы данных MLST, размещенной на вебсайте 
pubmlst.org. Принадлежность сиквенс-типов к определен‑
ным клональным комплексам (CC) определяли с помощью 
программы goeBURST [15]. Для графического отображения 
результатов использовали программу PHYLOViZ 2.0.

Статистическая обработка данных выполнена с по‑
мощью программ Microsoft Excel 2007 и Statistica 6.0. 
Количественные признаки были представлены в виде сред‑
него значения, минимального и максимального значений, 
стандартного отклонения. Стандартное отклонение рассчи‑
тывалось по формуле  , где x – выборочное 
среднее, а n – размер выборки. Качественные признаки 
были представлены в виде абсолютных чисел и долей (%).

Результаты и обсуждение
В  исследование вошли 498 детей, жителей 

г. Красноярска и Красноярского края, учащихся гимназий, 
лицеев и школ в возрасте от 6 до 17 лет. Средний возраст 
обследуемых составил 11,47 ± 2,12 года.

Исследование проводилось в зимний период (с декабря 
по февраль) в течение ряда лет (с 2012 по 2018 год). На мо‑
мент обследования дети не имели острых инфекционных 
заболеваний и не получали антибактериальную терапию.

S. pneumoniae был выделен у 53 человек, что составило 
10,64 ± 0,58 %. Серотипы выделенных культур представлены 
в таблице 1. Преобладали пневмококки 6-й серогруппы и се‑
ротипа 19F, на втором месте находились «мукоидные» типы 3 
и 33AF/37, далее в порядке убывания – серогруппы 9, 18 и 15, 
серотипы 3 и 10А. Велика была доля «нетипируемых» изолятов.

Для 44 штаммов было проведено мультилокусное 
сиквенс-типирование. Изоляты S. pneumoniae принадлежали 
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к 20 сиквенс-типам, относящимся к 14 клональным комплек‑
сам. Преобладающими являлись CC 156, CC 447 и CC 320 
(рис. 1), являющиеся глобально распространенными и спо‑
собные вызывать инвазивные пневмококковые инфекции [16]. 
Также всемирно распространены и потенциально инвазивны 
сиквенс-типы 66, 180, 315, 433, 1016, 2331 и 6202 [16, 17].

ST 490, 3550 и 6189 распространены в основном в евро‑
пейских странах, а ST 13292 – в США [18]. Пневмококки кло‑
нального комплекса 1025 описаны только в России, Польше 
и Белоруссии. Сиквенс-тип 13662 (S. pneumoniae 15BC) 
является однолокусным вариантом ST1025 и встречается 
только в России. К российским сиквенс-типам относится 
также ST 2989 [18]. Два сиквенс-типа – 9248 (id 17791) 
и 8636 (id 19869) – были впервые выявлены на территории 
Красноярского края и зарегистрированы в базе данных 
pubmlst.org под идентификационными номерами 17791 
и 19869 соответственно [18].

Клональные комплексы 1025 и 156 были представлены 
двумя сиквенс-типами, в первом случае относящимися к одному 
серотипу (15ВС), а во втором – к двум (9VA и 14). Штаммы 
серотипа 19F относились к трем сиквенс-типам, одним из ко‑
торых являлся глобально распространенный ST 320 (CC 320). 
Пневмококки 6-й серогруппы, 6AB и 6CD, принадлежали 
к двум сиквенс-типам каждый (рис. 1).

Четыре сиквенс-типа не относились к определенному 
клональному комплексу (рис. 1).

При исследовании чувствительности к антибактериаль‑
ным препаратам у 11 штаммов из 53 выявлена резистент‑
ность к оксациллину. Из них один изолят был устойчив 
к пенициллину (МПК = 4 мг/л), а пять являлись умеренно 
резистентными (МПК = 1,0–1,5 мг/л) (табл. 2).

Нечувствительность к одному или нескольким бе‑
та-лактамным антибиотикам была обнаружена у 7,55 % 
штаммов. Мультирезистентными являлись 13,21 % (7 
из 53). У всех мультирезистентных изолятов выявлялась 
устойчивость к оксациллину, устойчивость или умерен‑
ная резистентность к пенициллину, устойчивость или 

умеренная резистентность к цефаклору, резистентность 
к макролидам, клиндамицину и тетрациклину. При этом 
МПК макролидов и клиндамицина превышали 256 мг/л, 
а МПК тетрациклина находилась в диапазоне 8–64 мг/л.

Таблица 1
Серотипы пневмококков у обследуемых детей

Серотип 
(серогруппа)

Число штаммов 
(n = 53)

Доля представителей 
данного серотипа, %

3 3 5,66 ± 4,23
6АВ 4 7,55 ± 4,79
6CD 4 7,55 ± 4,79

7C/7B/40 1 1,89 ± 2,54
9AV 4 7,55 ± 4,79
9LN 3 5,66 ± 4,23
10A 2 3,77 ± 3,52
14 1 1,89 ± 2,54

15AF 1 1,89 ± 2,54
15BC 3 5,66 ± 4,23

18ABCF 3 5,66 ± 4,23
19F 8 15,09 ± 6,22
21 1 1,89 ± 2,564

23A 1 1,89 ± 2,54
23F 1 1,89 ± 2,54

33AF/37 5 9,43 ± 5,25
35AC/42 1 1,89 ± 2,54

Нетипируемый 7 13,21 ± 5,95

Таблица 2
Чувствительность S. pneumoniae к антибактериальным 

препаратам (n = 53)

№ п/п Название препарата Ч (%) УР (%) Р (%)
1 Оксациллин 79,25 – 20,75
2 Бензилпенициллин 88,68 9,43 1,89
3 Цефуроксим 88,68 0,00 11,32
4 Цефаклор 77,36 9,43 13,21
5 Цефтриаксон 94,34 5,66 0,00
6 Имипенем 100,00 – 0,00
7 Эритромицин 86,79 0,00 13,21
8 Азитромицин 86,79 0,00 13,21
9 Клиндамицин 86,79 – 13,21

10 Тетрациклин 86,79 0,00 13,21
11 Доксициклин 86,79 0,00 13,21
12 Норфлоксацин 100,00 – 0,00
13 Левофлоксацин 100,00 – 0,00
14 Рифампицин 100,00 0,00 0,00
15 Хлорамфеникол 98,11 – 1,89
16 Ванкомицин 100,00 – 0,00
17 Линезолид 100,00 0,00 0,00

Примечание: Ч – чувствительность; УР – умеренная резистентность; Р – 
резистентность; (–) – для умеренно резистентных критерий отсутствует.

Рисунок 1. Генотипы S. pneumoniae у обследуемых детей (n = 44). 
CC – клональный комплекс; serotype – серотип. Примечание: изо-
бражение получено с помощью программы PHYLOViZ 2.0

Рисунок 2. Клональная структура изолятов S. pneumoniae в зависимо-
сти от чувствительности к антибактериальным препаратам. Синий 
цвет – чувствительность ко всем тестируемым антибиотикам, зеленый – 
нечувствительность к некоторым бета-лактамам, красный – мультире-
зистентность. СС – клональный комплекс. Примечание: изображение 
получено с помощью программы PHYLOViZ 2.0
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Мультирезистентные пневмококки являлись предста‑
вителями глобально распространенных клональных ком‑
плексов СС 320, СС 315 и СС 156 (рис. 2). Родоначальником 
СС 320 является глобальный клон Taiwan19F‑14, другие два 
комплекса происходят от клонов Poland6B‑20 и Spain9V‑3 
соответственно [19].

Заключение
Распространенность носительства пневмококка среди 

детей школьного возраста невысока и составляет 10,6 %. 
Лидирующими являются традиционные «педиатрические» 
варианты серотипа 19F и 6-й серогруппы, при этом обращает 
на себя внимание значительная доля представителей 9-й 
серогруппы, а также серотипов 33AF/37 и 3, практически 
не встречающихся у дошкольников [20]. Соответствие выяв‑
ленных серотипов составу пневмококковых конъюгирован‑
ных вакцин (ПКВ) составило в отношении ПКВ13–45,3 %, 
ПКВ15–54,7 %, ПКВ20–64,2 %; пневмококковой полисаха‑
ридной вакцины (ППСВ23) – 69,8 %.

К сиквенс-типам, распространенным на территории 
РФ, относилась третья часть (29,6 %) изолятов, остальные 
являлись глобально распространенными.

Бóльшая часть штаммов S. pneumoniae, полученных 
от детей школьного возраста, сохраняет чувствитель‑
ность к антибактериальным препаратам. Устойчивые 
к антибиотикам пневмококки относятся к глобальным 
мультирезистентным клональным комплексам 320, 315 
и 156, распространившимся на территории Красноярского 
края как с азиатской, так и европейской части континента.
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