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Цель. Антигенная характеристика полисахарида капсулы штаммов Streptococcus pneumoniae, полу-
ченных от больных инвазивными и неинвазивными формами пневмококковой инфекции, циркулиру-
ющих на территории России, с использованием высокопроизводительного секвенирования. 
Материалы и методы. В исследование включено 144 инвазивных и 90 неинвазивных штаммов 
S. pneumoniae, изолированных в 2002–2023 гг. при проведении Многоцентрового исследования 
«ПеГАС». Для определения серотипов использовали ПЦР в режиме реального времени и высо-
копроизводительное секвенирование. ПЦР проводили с использованием методики для опреде-
ления 16 серотипов. Полногеномное секвенирование осуществлялось на платформе «Illumina». 
Обработка результатов секвенирования производилась с помощью программных возможностей 
Интернет-ресурса PubMLST и программ PneumoCaT, SeroBA и PneumoKITy.
Результаты. Получены полногеномные последовательности и определены серотипы для штам-
мов, при этом эффективность определения серотипов программным обеспечением составила 97% 
(серотипы 8 штаммов определены неоднозначным образом). Спектр серотипов в группе инвазив-
ных и неинвазивных штаммов отличался, при этом доля инвазивных штаммов, входящих в состав 
вакцин, была выше, чем неинвазивных. Статистически значимые различия между выборками на-
блюдались при сопоставлении серотипов, входящих в состав 13-, 15- и 23-валентных вакцин. 
Выводы. Анализ полногеномных данных позволяет получать исчерпывающую информацию о гене-
тических и антигенных свойствах возбудителей пневмококковых инфекций. Определенный спектр 
серотипов возбудителей позволяет оценить эффективность применяемых вакцин и обеспечивает 
необходимую информацию для разработки рутинных методик серотипирования с использованием 
ПЦР с целью проведения микробиологического мониторинга циркулирующих возбудителей и пла-
нирования иммунопрофилактических мероприятий.
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Detection of Streptococcus pneumoniae serotypes causing invasive  
and non-invasive infections using whole-genome sequencing

Mironov К.O.1, Gaponova I.I.1, Korchagin V.I.1, Mikhailova Yu.V.1, Shelenkov A.A.1, Chagaryan A.N.2, 
Ivanchik N.V.2, Platonov A.E.1, Kozlov R.S.2, Akimkin V.G.1

1 Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia
2 Institute of Antimicrobial Chemotherapy, Smolensk, Russia

Objective. Seroyping of the Streptococcus pneumoniae strains obtained from patients with invasive and 
non-invasive forms of pneumococcal infection circulating in Russia using whole-genome sequencing.
Materials and methods. The 144 invasive and 90 non-invasive S. pneumoniae strains isolated in 2002–
2023 during the multicenter epidemiological study «PEGASus» were investigated. Real-time PCR and 
whole-genome sequencing were used to determine serotypes. The 16 serotyping targets were examined 
by PCR technique. Whole-genome sequencing was performed on the Illumina equipment. Sequencing 
results were processed using the PubMLST software and PneumoCaT, SeroBA and PneumoKITy programs.
Results. The whole-genome sequences were obtained and strains serotypes were determined, while 
the efficiency of serotype determination by software was 97% (serotypes of 8 strains were determined 
ambiguously). The serotypes distribution in the invasive and non-invasive strains differed, along with it 
the proportion of invasive strains included as vaccine components was higher than non-invasive ones. 
Statistically significant differences between the groups of invasive and non-invasive strains were observed 
for 13-, 15- and 23-valent vaccine components.
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Conclusions. The whole-genome based analysis allows us to obtain comprehensive information about the 
genetic and antigenic features of S. pneumoniae pathogens. The information about serotypes distribution 
allows the vaccines effectiveness and provides the necessary information for routine PCR based serotypes 
monitoring and planning vaccination.

Введение

Бактерии вида Streptococcus pneumoniae – возбуди-
тели широкого спектра пневмококковых инфекций (ПИ), 
которые подразделяют на генерализованные, также 
обозначаемые как инвазивные, и неинвазивные [1] (да-
лее в тексте штаммы, выделенные при соответствующих 
формах ПИ, будем обозначать как инвазивные и неин-
вазивные). Серологическая характеристика штаммов 
S. pneumoniae базируется на особенностях свойств по-
лисахаридной капсулы, позволяющих дифференциро-
вать около ста серотипов, различающихся по микробио-
логическим свойствам и способности вызывать те или 
иные формы ПИ. Эффективным способом контроля за-
болеваемости ПИ является вакцинация с использова-
нием поливалентных вакцин, имеющих в своем составе 
капсульные антигены. В России применяются пневмокок-
ковые 13-валентная конъюгированная (ПКВ) и 23-ва-
лентная полисахаридная вакцина (ППВ) [1–3]. За рубе-
жом разработаны 7-, 10-, 15- и 20-валентные вакцины, 
идет разработка новых препаратов с учетом смены цир-
кулирующих серотипов [2, 4].

Эффективность мероприятий по контролю забо-
леваемости ПИ с использованием вакцин зависит от 
многих параметров, из которых критически важным 
является информация о спектре серотипов, циркули-
рующих в анализируемый период времени возбудите-
лей. Для планирования и коррекции иммунопрофилак-
тических мероприятий с использованием ПКВ важно 
проводить мониторинг серотипового состава инвазив-
ных и неинвазивных штаммов. Определение сероти-
пов S. pneumoniae проводят с использованием сероло-
гических и молекулярно-биологических методов – ПЦР 
и секвенирования. ПЦР удобно использовать в рутин-
ной работе со штаммами и с биологическим материа-
лом. В то же время эффективность ПЦР сильно зависит 
от применяемой методики, она ограничена специфич-
ностью и чувствительностью используемых методик, в 
отличие от полногеномного секвенирования бактери-
альных культур, которое дает исчерпывающую инфор-
мацию о первичной нуклеотидной последовательности 
cps-локуса, определяющей экспрессию того или иного 
капсульного полисахарида.

Цель исследования – антигенная характеристика по-
лисахарида капсулы штаммов Streptococcus pneumoniae, 
полученных от больных инвазивными и неинвазивными 
формами пневмококковой инфекции, циркулирующих на 
территории России, с использованием высокопроизво-
дительного секвенирования.

Материалы и методы

Проанализировано 144 инвазивных (выделены из 
крови и спинномозговой жидкости) и 90 неинвазивных 
(выделены из мокроты) штаммов S. pneumoniae, собран-
ных в 2002–2023 гг. при проведении Многоцентрового 
исследования антибиотикорезистентности клинических 
штаммов внебольничных респираторных возбудителей 
«ПеГАС» [5, 6]; примерно половина штаммов (111 или 
47%) была выделена в 2019–2020  гг. Все неинвазив-
ные и 68 инвазивных штаммов охарактеризованы ра-
нее [7, 8], 76 полногеномных последовательностей 
инвазивных штаммов получены в рамках данного иссле-
дования. 

Условия сбора, транспортировки и определения ви-
довой принадлежности патогенов описаны ранее [5]. 
Выделение ДНК, определение 16 серотипов методом 
ПЦР, проведение высокопроизводительного секвениро-
вания и процедура сборки геномов описаны в преды-
дущих исследованиях [7, 8]. При обработке результа-
тов секвенирования использованы программные модули 
Интернет-ресурса PubMLST [9]. Определение антиген-
ной характеристики проведено с использованием про-
граммного обеспечения PneumoCaT [10], SeroBA [11] и 
PneumoKITy [12].

В качестве статистического критерия при анализе 
таблиц сопряженности использовали χ2 Пирсона, реа-
лизованный в стандартных функциях языка R (https://
www.R-project.org/) [13].

Результаты

Полученные нуклеотидные последовательности, 
информация об определенных серотипах и источни-
ках штаммов опубликованы в базе данных PubMLST. 
Штаммам, секвенированным в данном исследовании, 
присвоены идентификационные номера (id) с 236420 
по 236495. В базу данных внесены данные о серотипах, 
определенных in silico с использованием программы 
SeroBA. Это связано с тем, что в основе SeroBA лежит 
адаптированный алгоритм анализа k-меров, позволяю-
щий определять серотипы в образцах, секвенирован-
ных с низким (15–20) покрытием с высокой специфич-
ностью (100% против 92% у PneumoCaT). Программа 
PneumoKITy была дополнительно использована для ана-
лиза дискордантных результатов.

В связи с неоднозначной номенклатурой обозначения 
серотипов программным обеспечением – на основании 
полногеномных данных было определено 102 варианта 
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серотипов и их сочетаний – и допустимыми записями в 
базе данных PubMLST, в которой на момент завершения 
исследования было допустимо внесение информации о 
99 вариантах серотипов, серотипы некоторых штаммов 
обозначены как «неокончательно» (inconclusive) опре-
деленные, количество таких штаммов составило 8, при 
этом все они, за одним исключением, были выделены 
из мокроты. Таким образом эффективность определе-
ния серотипов используемым программным обеспече-
нием составила 97%.

Таблица 1 содержит информацию о найденных серо-
типах и составе поливалентных вакцин. Обозначенная в 
Таблице 1 группа «Другие» помимо не входящих в состав 
вакцин серотипов включает данные о серотипах, опреде-

ленных программами неоднозначным образом, серотип, 
определенный как 15BC, а также серотипы, отнесенные 
в PubMLST к группе неокончательно определенных.

Обсуждение и выводы

Существующие на сегодняшний день, находящиеся в 
разработке и используемые в России вакцины от ПИ со-
держат разный спектр антигенов, проблемы использо-
вания различных вакцин и смены циркулирующих возбу-
дителей регулярно обсуждаются [2, 4]. 

Количество штаммов, входящих в состав поливалент-
ных вакцин, найденных среди инвазивных и неинвазив-
ных штаммов представлено в Таблице 2.

Спектр серотипов, ассоциированных с различными 
формами ПИ, как было неоднократно показано в пре-
дыдущих исследованиях [1, 2, 8], отличается. При этом 
в группе неинвазивных штаммов доля штаммов с серо-
типами, входящими в состав вакцин, ниже, и количество 
найденных, в том числе однократно, невакцинных се-
ротипов сопоставимо при разнице в размере выборки 
в меньшую сторону. Статистически значимые различия 
между выборками наблюдаются для компонентов, вхо-
дящих в состав ПКВ-13, ПКВ-15 и ППВ-23, что говорит 
о повышенной эффективности этих вакцин в отноше-
нии инвазивных форм ПИ, особенно для применяемых в 
России ПКВ-13 и ППВ-23. Значительное количество най-
денных серотипов, не входящих в состав вакцин, может 
быть связано как с гетерогенной выборкой – штаммы 
были собраны на различных территориях за более чем 
двадцатилетний период, так и с возможно различным 
уровнем охвата населения вакцинацией, а также с ис-
пользованием вакцин разной валентности. 

Описанное антигенное разнообразие возбудителей 
ПИ подтверждает сформулированные ранее выводы о 
необходимости внесения изменений в существующие ме-
тодики и алгоритмы определения серотипов с использо-
ванием ПЦР. Эффективность основанных на ПЦР мето-
дик определения серотипов у инвазивных и неинвазивных 
штаммов различна, при этом она неизбежно уменьшается 
с течением времени [8]. Важное направление повышения 
эффективности основанных на ПЦР методик серотипиро-
вания – повышение специфичности анализа с целью диф-
ференциации представителей одной серогруппы, что осо-
бенно актуально для входящих в вакцины серотипов 6A и 
6B, 9V, 9N, 15B и 22F, неспецифически детектируемыми 
распространенными методиками для ПЦР как 6AB, 9VA, 
9NL, 15BC и 22FA соответственно. 

Отсутствие преобладающих серотипов в обеих груп-
пах штаммов согласуется с полученными ранее данными 
и подтверждается высоким уровнем генетического раз-
нообразия, что справедливо для представителей всех 
определенных серотипов, за исключением штаммов се-
ротипа 3, которые встречаются в обеих выборках чаще 
других и у которых удается обозначить преобладающие 
сиквенс-типы (ST-180 и ST-505). Всего в исследованной 
выборке возбудителей найден 121 сиквенс-тип, из ко-
торых 79 выявлены однократно. Полученные в данном 

Таблица 1.	Определенные серотипы и состав поливалентных 
вакцин

Вакцины и серотипы*
Штаммы

Инвазивные
(N = 144)

Неинвазивные
(N = 90)

П
П

В-
23

П
К

В-
20

П
К

В-
15 П
К

В-
13 П

К
В-

10
П

К
В-

7

4 6 –

6B 1 –

9V 4 3

14 6 3

18C 7 –

19F 9 9

23F 8 6

– 1 3 –

– 5 1 –

– 7F 4 –

– – 3 26 10

– – 6A 2 4

– – 19A – –

– – – 22F 3 2

– – – 33F – –

– – – – 8 6 1

– – – – 10A 1 1

– – – – 11A 1 7

– – – – 12F 3 2

– – – – 15B – –

– – – – – 2 1 –

– – – – – 9N 6 1

– – – – – 17F 3 –

– – – – – 20 1 –

Другие** 42 41 

Найдены однократно 16 10

* ППВ-23 не содержит серотип 6А.
** Серотипы, не входящие в состав вакцин или определенные не-
однозначным образом.
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исследовании полногеномные последовательности инва-
зивных штаммов не позволяют существенно дополнить 
сформулированные ранее положения о генетических 
особенностях и клональной структуре возбудителей ПИ, 
циркулирующих на территории России [8]. 

Полногеномное секвенирование позволяет получить 
исчерпывающую информацию об антигенных, генетиче-

ских и некоторых микробиологических свойствах пато-
генов. Дальнейшие исследования наряду с разработкой 
удобных рутинных методов серотипирования должны 
быть направлены в том числе на анализ изменений в 
структуре циркулирующих серотипов, вызывающих раз-
личные формы ПИ, на фоне проведения иммунопрофи-
лактических мероприятий.

Таблица 2.	Количество и доля штаммов с серотипом, входящим в состав вакцин

Штаммы
Количество и доля (%) штаммов

ПКВ-7 ПКВ-10 ПКВ-13 ПКВ-15 ПКВ-20 ППВ-23

Инвазивные 41 (28) 49 (34) 77 (53) 80 (56) 91 (63) 100 (69)

Неинвазивные 21 (23) 21 (23) 35 (39) 37 (41) 48 (53) 45 (50)

p 0,475 0,112 0,042 0,044 0,175 0,0045
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