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Современные методы капсульного типирования Streptococcus	
pneumoniae: возможности и доступность для практической 
лаборатории
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Пневмококковые конъюгированные вакцины содержат ограниченное количество серотипов – 
специфических антигенов S.	 pneumoniae. Для мониторинга эффективности программ вакци
нопрофилактики важно контролировать уровень разнообразия серотипов циркулирующих 
пневмококков. В данном обзоре приведен анализ подходов, используемых для серотипиро
вания пневмококков, и определены дальнейшие направления совершенствования методов 
выявления пневмококковых серотипов при проведении микробиологического мониторинга. 
Использование серологических методов и методов мультиплексной ПЦР позволяет иденти
фицировать только ограниченное число серотипов. Подходы, основанные на полногеномном 
секвенировании, могут с высокой точностью предсказать почти все серотипы, определить 
сиквенстипы, выявить гены антибиотикорезистентности и вирулентности.
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Pneumococcal conjugate vaccines contain a limited number of serotypespecific antigens of 
S.	 pneumoniae. It is important for vaccination programmes effectiveness assessment to control a 
variety of circulating S.	pneumoniae serotypes. This review provides an analysis of pneumococcal 
serotyping approaches and further ways of improving pneumococcal serotype detection within the 
microbiological surveillance. Serological methods and multiplex PCR can identify a limited number of 
pneumococcal serotypes only. Wholegenome sequencingbased approaches can predict almost all 
serotypes and sequence types as well as detect antimicrobial resistance and virulence genes.

Введение

Streptococcus	 pneumoniae (пневмококк) является 
одним из важнейших возбудителей инфекций чело
века [1, 2]. Пневмококк продуцирует полисахаридную 
капсулу, которая обеспечивает защиту от фагоцитоза 
и является основным фактором вирулентности [3–5]. 
Синтез капсульного полисахарида осуществляется по 
одному из двух механизмов: синтаззависимому или 
Wzyзависимому механизму. Все пневмококковые се
ротипы используют Wzyзависимый механизм. Синтаз

зависимый механизм используется при синтезе полиса
харида только двумя серотипами – 3 и 37 [5, 6].

Полисахаридная капсула кодируется типоспецифи
ческими генами, расположенными на хромосоме в 
cpsлокусе, который находится между генами dexB и aliA 
(капсула серотипа 37 продуцируется геном tts, располо
женным вне cpsлокуса). Исходя из антигенных свойств 
полисахаридной капсулы, выделяют 46 серогрупп и бо
лее 100 серотипов пневмококка [6, 7]. Сравнительный 
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анализ cpsлокуса пневмококка показал, что существует 
примерно 2000 кодирующих последовательностей, ко
торые можно разделить на три функциональные группы: 
общие модулирующие гены (wzg,	 wzh,	 wzd,	 wze) на 
5'конце cpsлокуса, которые определяют структуру по
лисахарида, серотипспецифические гены (состоящие в 
основном из различных гликозилтрансфераз и ацетил
трансфераз) и гены синтеза полисахарида, обычно обна
руживаемые на 3'конце cpsлокуса [5, 6, 8]. Получение 
капсульных генов от других пневмококков, а также от 
других стрептококков, таких как Streptococcus	 mitis, и 
потеря функции генов, возможно, стали причиной появ
ления новых серотипов [9, 10].

Пневмококковые конъюгированные вакцины со
держат до 15 серотипов (специфических антигенов) 
S.	pneumoniae. Пневмококки этих серотипов, по данным 
эпидемиологических исследований, в различных странах 
мира вызывают до 90% инвазивных инфекций у взрос
лых и детей. Поэтому для мониторинга эффективности 
программ вакцинопрофилактики важно понимать и кон
тролировать уровень разнообразия серотипов циркули
рующих пневмококков, т.к. замена «вакцинных» клонов 
может потенциально привести к увеличению количества 
не входящих в состав вакцин и редко встречавшихся ра
нее серотипов [11, 12].

Для определения серотипов пневмококков могут 
использоваться серологические методы и молекуляр
нобиологические методы, основанные на ПЦР и секве
нировании.

Серологические методы

К серологическим методам относят реакции набуха
ния капсулы или латексагглютинации, например, c по
мощью факторных антисывороток – набора реагентов 
«PneumotestLatex», разработанных Институтом сыворо
ток (Statens Serum Institut, Дания) [13, 14].

Тест на капсульную реакцию, известный как реакция 
Квеллунга, впервые был описан Нойфельдом в 1902 г. 
В настоящее время реакция Квеллунга позволяет иден
тифицировать 92 серотипа пневмококка [15–17]. 

Разработка тестов с использованием латексагглю
тинации сокращает время проведения анализа. Реакция 
агглютинации, которая происходит между пневмокок
ком и типоспецифическими антителами в сыворотке, 
визуализируема и не требует микроскопии, т.к. в ре
зультате реакции происходит образование видимых хло
пьев. Метод агглютинации для серотипирования пнев
мококков по принципу шахматной доски был введен в 
1993 г. и послужил основой для «PneumotestLatex» те
ста [15, 18–20], который позволяет определить 23 се
ротипа пневмококка, входящих в пневмококковую поли
сахаридную вакцину.

Несмотря на широкое использование, в ряде слу
чаев возникают трудности при интерпретации результа
тов серологических методов, поскольку серотипы одной 
серогруппы могут перекрестно реагировать с некото
рыми антисыворотками, что не всегда позволяет одно
значно определить серотип. Ограничения серологичес

ких методов заключаются в том, что они неудобны для 
серотипирования большого количества изолятов, яв
ляются относительно трудоемкими, дорогостоящими и 
имеют ограниченную доступность.

Мультиплексная ПЦР

После того как в 2006 г. Институтом Сэнгера 
(Великобритания) были секвенированы cpsлокусы 
90 серотипов пневмококка, появилась возможность 
для серотипирования S.	 pneumoniae с использова
нием методик, основанных на ПЦР	 [21–24]. Первые 
рекомендованные методики предполагали постановку 
ПЦР с электрофоретическим разделением продук
тов амплификации в агарозном геле (ПЦРЭФ) [25]. 
Праймеры были сгруппированы в 7 реакций на основе 
данных по распределению наиболее часто встречаю
щихся серотипов среди инвазивных пневмококков, об
наруженных в США. Каждая мультиплексная реакция 
включала 4 пары праймеров, нацеленных на серотип
специфичес кие области четырех различных серотипов, 
а также положительный внутренний контроль для ам
плификации фрагмента cpsлокуса, общего для всех се
ротипов с праймерами cpsAf и cpsAr [25].

В отечественной эпидемиологической практике была 
использована модифицированная методика [28], в ко
торой праймеры для детекции серотипспецифических 
мишеней были распределены по четырем ПЦРсмесям, 
три из которых содержали 6 и одна 5 серотипспеци
фических пар праймеров, предложенных Pai R. и соавт. 
[25]. Цель создания модифицированной методики за
ключалась в оптимизации проведения исследования за 
счет сокращения количества реакций, необходимых для 
определения серотипа, и использования в анализе серо
типспецифических мишеней с учетом данных о сероти
повом составе возбудителей пневмококковых инфекций, 
циркулирующих в России [28].

Недостатками методик, основанных на ПЦРЭФ, яв
ляются относительная трудоемкость и неодинаковая 
чувствительность для серотипспецифических мишеней, 
обусловленная необходимостью проведения амплифи
кации последовательностей разной длины, что высту
пает необходимым условием их последующего разделе
ния в агарозном геле.

Использование ПЦР в режиме реального времени 
(ПЦРРРВ) позволяет упростить процедуру детекции про
дуктов амплификации и повысить чувствительность ис
следования.

В 2009 г. Центрами США по контролю и профи
лактике заболеваний (CDC) были рекомендованы про
токолы для серотипирования изолятов пневмококка и 
клинических образцов с использованием ПЦР для опре
деления 40 серотипспецифических мишеней, в основе 
которых лежит работа Pai R. и соавт. [25, 26]. Эти про
токолы были разработаны для стран Америки и Африки 
с учетом серотипового состава возбудителей пневмо
кокковых инфекций в этих странах.

Алгоритм исследования по серотипированию 
S.	pneu	moniae разрабатывается с учетом особенностей 
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 региона (циркулирующих серотипов, серотипов, входя
щих в используемые вакцины), в котором проводится 
мониторинг.

В РФ одной из первых методик, основанных на ПЦР
РРВ c учетом рекомендаций CDC, являлась методика, 
разработанная в Центральном НИИ эпидемиологии 
(Москва). Она заключалась в последовательном прове
дении четырех реакций в приборах с пятью каналами 
флуоресцентной детекции: каждая реакционная смесь 
содержала по 4 серотипспецифические мишени и по
ложительный внутренний контроль [28, 29]. Методики 
ПЦРРРВ были использованы в ряде работ по характе
ристике российских пневмококков [28–33].

Мультиплексная ПЦР позволяет оперативно выпол
нять скрининг партий пневмококков, а также одно
временно проводить детекцию S.	 pneumoniae и опре
деление типа капсулы непосредственно в клинических 
образцах, без предварительного культивирования.

Высокая гомология последовательностей cpsлокусов 
у серотипов, относящихся к одной и той же серогруппе, 
является препятствием для разработки серотипспец
ифических праймеров. Например, пара праймеров 
6A/6B/6C/6Df	и 6A/6B/6C/6Dr	 [26] в одной реак
ции одновременно специфична как минимум к четырем 
различным серотипам. Небольшие генетические вариа
ции в cpsлокусе у некоторых изолятов могут приводить 
к ложноотрицательным результатам.

Основанные на ПЦР методики охватывают ограни
ченное число серотипов, что обуславливает определен
ную долю нетипируемых штаммов S.	 pneumoniae	 [27–
31]. Нередко S.	pneumoniae путают с другими видами 
рода Streptococcus изза их высокой степени сходства, 
особенно c S.	 pseudopneumoniae [34]. Использование 
положительного внутреннего контроля позволяет диф
ференцировать S.	 pneumoniae и S. pseudopneumoniae 
или S.	mitis. Однако некоторые серотипы могут быть от
рицательными по этой мишени изза неспецифической 
амплификации. В целом изза высокой частоты реком
бинаций между стрептококками возможны как ложно
положительные, так и ложноотрицательные результаты 
ПЦРидентификации [26].

Полногеномное секвенирование

Серотипирование на основе полногеномной после
довательности имеет дополнительное преимущество, 
которое заключается в том, что предположительно 
новые серотипы могут быть идентифицированы не
посредственно по геномной последовательности. 
Методы, основанные на полногеномных последова
тельностях, зависят от наличия охарактеризован
ных референсных последовательностей cpsлокусов, 
с помощью которых можно разработать метод те
стирования и обеспечить точное предсказание серо
типа. Степень вариабельности исходных эталонных 
последовательностей 90 cpsлокусов [5] для отдель
ных серотипов неизвестна (в отличие от серогрупп). 
Появление вариантов cpsлокусов может быть обус
ловлено использованием вакцин. В то же время 

 селективное давление, обусловленное вакцинацией, 
может привести к увеличению количества невакцин
ных серотипов в популяции, что в свою очередь мо
жет повлиять на общую эффективность вакцинации 
[35, 36]. Именно поэтому новые серотипы, появляю
щиеся и распространяющиеся в популяции, требуют 
постоянного (непрерывного) изучения. 

Анализ полногеномной ДНК становится все более 
распространенным и является эффективным методом 
определения серотипов пневмококков в чистых изоля
тах. Изза сложности капсульных локусов пневмококка 
текущее программное обеспечение для анализа тре
бует, чтобы исследуемые образцы были чистыми и со
держали только один серотип пневмококка.

Для определения серотипов S.	 pneumoniae ис
пользуются программы PneumoCaT и SeroBA [37, 38]. 
PneumoCaT – это программа для прогнозирования 
типа капсулы по данным полногеномного секвениро
вания, представляющая собой базу данных вариантов 
капсульных типов пневмококка, а также дополнитель
ную информацию об аллелях, генах для серотипов вну
три определенных серогрупп [38]. PneumoCaT может 
использоваться для фенотипического анализа потенци
ально новых серотипов.

SeroBA может предсказать серотипы, идентифицируя 
cpsлокус непосредственно из необработанных данных 
чтения полного секвенирования генома с 98% конкор
дантностью. Одним из основных источников ошибок яв
ляются образцы с мозаичными серотипами. Известно, 
что небольшие изменения генов в cpsлокусе могут при
водить к изменениям в структуре полисахаридов: на
пример, отдельные аминокислотные изменения в гене 
wciP серогруппы 6 приводят к разным полисахаридам 
серотипов 6A и 6B, но аналогичные генетические раз
личия между серотипами 6B и 6Bii (6E) не приводят к 
различию в полисахаридах [39]. У изолятов серогруппы 
6 cpsлокусы представляют собой мозаичную структуру, 
происходящую от разных доноров [40]. В ряде сероти
пов, таких как 9A, 22A и 33F, различия между полисаха
ридными капсулами, продуцируемыми похожими cpsло
кусами (например, 9V, 22F и 33A), обусловлены сдвигом 
рамки считывания в генах на 3'конце cpsлокуса, на
пример генах gct и wcjE [6, 41]. 

SeroBA не может автоматически обнаруживать мо
заичные серотипы, но их можно идентифицировать 
вручную, проверяя сборки, предоставленные SeroBA. 
Сборки последовательности cpsлокуса, представлен
ные SeroBA, можно использовать для выявления новых 
мутаций внутри серогруппы или для исследования эво
люции cpsлокуса S.	pneumoniae.

Таким образом, методы полногеномного секвени
рования имеют ограничения, связанные с трудностью 
определения серотипов возбудителя в биологических 
образцах, являются длительными, трудоемкими и тре
буют дорогостоящего оборудования.

Вся подробная информация о геномах пневмококка 
содержится в базе данных PubMLST [42], включая дан
ные об оценке качества сборки полногеномных последо
вательностей секвенированных штаммов. В настоящий 
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момент PubMLST содержит результаты типирования по
рядка 73 тыс. изолятов, включая более 37 тыс. геномов 
S.	pneumoniae, из которых 288 полногеномные последо
вательности российских изолятов [32, 43].

Применение высокопроизводительного секвени
рования позволяет получить исчерпывающую харак
теристику микроорганизмов на основании анализа их 
полногеномных сиквенсов – последовательностей ге
нов cpsлокуса для определения серотипов и данных 
о первичных последовательностях локусов «основ
ного генома» (core genome), анализ которых обладает 
максимальной дискриминирующей способностью для 
определения генетических взаимо отношений штаммов 
и определения клональной структуры бактериальной 
популяции. Накопление и анализ полногеномных дан
ных в перспективе позволит расширить представления 
об основных генетических вариациях, ассоциирован
ных со способностью отдельных представителей вида 
S.	pneumoniae	вызывать инвазивные формы пневмокок
ковых инфекций [33]. Существенным ограничением ши
рокого использования полногеномного секвенирования 
является высокая стоимость. В настоящее время разви
вающиеся технологии – разработка методов деплеции с 

целью прямого секвенирования из клинических образ
цов, секвенирование только интересующих областей, – 
снижают затраты на секвенирование при одновремен
ном увеличении охвата выбранных целей.

Заключение

Используемые на сегодняшний день серологичес
кие методы и методы мультиплексной ПЦР могут иден
тифицировать только ограниченное число серотипов. 
Подходы, основанные на полногеномном секвенирова
нии, могут с высокой точностью предсказать почти все 
серотипы, определить сиквенстипы, выявить гены ан
тибиотикорезистентности и вирулентности. Таким об
разом, при проведении мониторинга циркулирующих 
серотипов S.	 pneumoniae наиболее оптимальным для 
практических лабораторий является использование ком
плекса методов, основанных на ПЦРРРВ, для рутинного 
серотипирования на местах и последующей расшиф
ровки нетипируемых изолятов с помощью полногеном
ного секвенирования, что дает возможность получать 
исчерпывающие данные об антигенных и генетических 
свойствах возбудителей [32].
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