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РЕЗЮМЕ 

Внебольничные пневмонии у лиц пожилого возраста являются значимой эпидемиологической 

проблемой для здравоохранения практически всех стран. Особенно актуальна проблема микро-

биологического мониторинга и эпидемиологического надзора за штаммами Streptococcus 

pneumoniae, как одного из убиквитарных возбудителей, вызывающих внебольничные пневмонии и 

другие инфекции дыхательных путей различной степени тяжести, что определяется их различной 

эпидемической значимостью. 

Мультилокусное сиквенстипирование – перспективный метод молекулярно-эпидемиологического 

мониторинга, позволяющего идентифицировать эпидемически опасные клоны S. pneumoniae. Це-

лью исследования являлось проведение мультилокусного сиквенстипирования штаммов пневмо-

кокка, выделенных у пациентов с внебольничными пневмониями, бронхитами и у носителей по-

жилого возраста. 

Материал и методы. Было проведено исследование 14 штаммов, выделенных у пациентов с вне-

больничными пневмониями (из них 7 полирезистентных), 8 штаммов от пациентов с хронической 

обструктивной болезнью легких, 4 штамма от носителей. Мультилокусное сиквенстипирование 

было проведено согласно методике M.C. Enright и B.G. Spratt (1998). 

Результаты. Все штаммы, выделенные в трех популяциях, представляют собой родственные изо-

ляты вида S. pneumoniae, большинство из которых (18 из 26) обладают уникальным генотипом, 

определяющим наличие одного сиквенстипа для каждого 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, превалирования 

какого-либо генотипа не выявлено. 

Заключение. Мультилокусное сиквенстипирование позволяет идентифицировать новые генотипы 

и дать прогноз относительно появления эпидемически опасных штаммов с новыми свойствами. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мультилокусное сиквенстипирование, пневмококковые пневмонии, внеболь-

ничные пневмонии, S. pneumoniae. 

 

 
 Введение 

Несмотря на пристальное внимание к проблеме 

инфекций дыхательных путей, внебольничные пнев-

монии являются актуальнейшей проблемой современ-

ной медицины. Особенно важна эта проблема среди 

лиц пожилого возраста [1–3]. Установлено, что рас-
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пространенность внебольничных пневмоний среди 

лиц пожилого и старческого возраста в России состав-

ляет 16,1‰, а в США – 20–40‰. По данным амери-

канских и европейских врачей, у пожилых людей за-

болеваемость внебольничной пневмонией в 2 раза 

выше, чем у лиц молодого возраста; частота госпита-

лизаций при этом заболевании с возрастом увеличива-

ется более чем в 10 раз. Летальность при пневмонии 

среди больных старше 60 лет в 10 раз выше, чем в 
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других возрастных группах, и достигает 10–15% при 

пневмококковых пневмониях [4]. Учитывая тот факт, 

что Streptococcus pneumoniae – один из основных воз-

будителей внебольничных пневмоний в других воз-

растных группах, а носительство этого возбудителя 

чрезвычайно распространено, значимость эпидемио-

логических исследований в отношении именно пнев-

мококковых пневмоний у лиц пожилого возраста 

представляется более чем актуальной [5–7]. 

Основными проблемами, наиболее значимыми в 

практическом здравоохранении и требующими прак-

тической доработки, в отношении пневмококковых 

пневмоний у пожилых лиц являются организация кон-

троля за распространением антибиотикорезистентных 

изолятов, а также молекулярно-эпидемиологический 

мониторинг выделяемых изолятов, основанный на 

генотипировании, так как именно он позволит полу-

чить стандартизованную информацию о распростра-

нении того или иного изолята, что даст возможность 

сравнивать полученную информацию о характере вы-

являемых штаммов S. pneumoniae, и, соответственно, 

планировать профилактические мероприятия в отно-

шении пневмококковой инфекции.  

Одним из методов, предназначенных для молеку-

лярно-эпидемиологического мониторинга, является 

мультилокусное сиквенстипирование (MLST). Этот 

метод является более дискриминирующим и основан 

на исследовании вариабельности фрагментов (по 

500 кб) 7 пар аллельных генов пневмококка. Он по-

зволяет создать фактически индивидуальный аллель-

ный профиль каждого штамма, и в том числе охарак-

теризовать эпидемическую значимость штаммов 

пневмококка в развитии внебольничной пневмонии 

[8].  

Цель исследования – выявить при помощи метода 

мультилокусного сиквенстипирования распространение 

эпидемически значимых штаммов Streptococcus 

pneumoniae у пациентов пожилого возраста с внеболь-

ничной пневмонией и определить доминирующий ге-

нотип. 

Материал и методы 

Для проведения исследования было обследовано 

300 больных (средний возраст (69 ± 6,7) года), нахо-

дящихся на стационарном лечении с диагнозом «вне-

больничная пневмония» в Главном Госпитале Ветера-

нов, из которых 118 внебольничных пневмоний были 

пневмониями пневмококковой этиологии.  

Для выявления роли носительства пневмококков 

в формировании заболеваемости у лиц пожилого 

возраста инфекциями нижних дыхательных путей 

проведено обследование 100 пациентов, обратив-

шихся за консультативной медицинской помощью в  

поликлинику ветеранов по поводу заболеваний же-

лудочно-кишечного тракта, травм и не имеющих 

хронических заболеваний дыхательных путей в ан-

нам- 

незе, острых заболеваний дыхательных путей на  

момент обследования. Средний возраст пациентов 

составил (72 ± 5,6) года. У них было выделено  

29 штаммов S. pneumoniae.  

Кроме того, мы исследовали 78 штаммов пневмо-

кокка, выделенных от 500 пациентов (средний возраст 

(65 ± 7,8) года), находящихся на лечении с диагнозом 

«острый бронхит» (согласно МКБ-10 – J40), «простой и 

слизисто-гнойный бронхит» (J41), «смешанный, про-

стой и слизисто-гнойный хронический бронхит» (J41.1, 

J41.8), прежде всего исходя из той концепции, что не-

смотря на то, что пневмококк является по сути своей 

убиквитарным, т.е. широко распространенным, и при 

носительстве тоже, микроорганизмом, в силу опреде-

ленных триггерных обстоятельств экспрессия его фак-

торов патогенности может меняться в сторону большей 

агрессии, что приведет к развитию пневмонии. В связи с 

этим, на наш взгляд, включение этих штаммов в иссле-

дование было вызвано намерением показать наличие 

динамики нарастания экспрессии факторов патогенно-

сти для того, чтобы продемонстрировать как именно 

изменяется экспрессия факторов патогенности штаммов 

в соответствии с уровнем патогенетического процесса и, 

соответственно, с выраженностью инфекционного про-

цесса у пациента.  

Далее выделенные штаммы были изучены диско-

диффузионным методом на антибиотикорезистент-

ность к пенициллину, эритромицину, тетрациклину, 

цефалоспорину, азитромицину [5]. 

Учитывая тот факт, что одной из наиболее значи-

мых эпидемических характеристик является устойчи-

вость к антибактериальным химиопрепаратам, и в том 

числе полирезистентность, то в исследование были 

включены полирезистентные (всего 13) и в равном им 

количестве взятые штаммы пневмококка, выделенные 

от пациентов пожилого возраста с внебольничными 

пневмониями (1-я группа, 14 штаммов, из которых 7 

были полирезистентными и 7 – чувствительными к ан-

тибиотикам). В качестве контроля были взяты полире-

зистентные штаммы, выделенные от пациентов с хро-

нической обструктивной болезнью легких (2-я группа, 8 

штаммов, поровну чувствительных и полирезистент-

ных) и от носителей (3-я группа, 4 штамма). Под поли-

резистентностью понимали устойчивость штаммов 

пневмококка к пенициллину и эритромицину. В связи с 

поставленной целью исследования выборка является 
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репрезентативной, так как отражает распространенность 

полирезистентных штаммов. 

Мультилокусное сиквенстипирование было про-

ведено согласно методике M.C. Enright и B.G. Spratt 

(1998) [8]. Праймеры, использованные в исследовании, 

могут быть представлены следующим образом (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1  

Праймеры, используемые в мультилокусном 

сиквенстипировании 

Прай-

меры 
Последовательность 

Длина амплифи-

цируемого  

фрагмента  

(пар оснований) 

aroE-up 5-GCC TTT GAG GCG ACA GC 
405 

aroE-dn 5-TGC AGT TCAAAA ACA TAT TCT  

ddl-up 5 TGCC/TCAAGTTCCTTATGTGG 
441 

ddl-dn 5 CACTGGGTG/ AAAACCA/TGGCAT 

gdh-up 5 ATGGACAAACCAGCNAGC/ TTT 
459 

gdh-dn 5 GCTTGAGGTCCCATG/ACTNCC 

gki-up 5 GGCATTGGAATGGGATCACC 
483 

gki-dn 5 TCTCCCGCAGCTGACAC 

recP-up 5 GCCAACTCAGGTCATCCAGG 
448 

recP-dn 5 TGCAACCGTAGCATTGTAAC 

spi-up 5 TTATTCCTCCTGATTCTGTC 
472 

spi-dn 5 GTGATTGGCCAGAAGCGGAA 

xpt-up 5 TTATTAGAAGAGCGCATCCT 
486 

xpt-dn 5 AGATCTGCCTCCTTAAATAC 

 

Затем амплифицированные фрагменты прямо сик-

венировались в обоих направлениях и сиквенирован-

ная последовательность каждого из семи локусов 

сравнивается с последовательностями всех известных 

аллелей данных локусов. Систематизацию аллелей 

каждого локуса проводили общепринятым способом с 

использованием программного обеспечения, доступ-

ного на веб-сайте MLST
 
(http://www.mlst.net/). Затем 

родственность между изолятами была представлена в 

виде дендрограммы, сконструированной методом 

сравнения средних арифметических парных групп, 

путем составления матрицы, содержащей информа-

цию о парных различиях аллельных профилей. 

В связи с общепринятым в мировой практике эпи-

демиологического надзора за пневмококковой инфек-

цией использованием метода серотипирования, мы 

применили эту методику в целях получения кон-

трольных данных для сопоставления с данными, по-

лученными при проведении мультилокусного сиквен-

стипирования. Все штаммы были серотипированы 

согласно общепринятой методике с использованием 

диагностической панели для серотипирования 

Pneumotest
 

panel (Statens Seruminstitut, Копенгаген, 

Дания) [9].  

Результаты и обсуждение 

Для изучения возможности формирования госпи-

тального полирезистентного штамма S. pneumoniae, 

имеющего происхождением единый клон, было про-

ведено мультилокусное сиквенстипирование популя-

ций штаммов пневмококка, выделенных в различных 

биотопах и обладающих различной антибактериаль-

ной резистентностью, сравнение популяции полирези-

стентных и в равном количестве взятых изолятов, выде-

ленных при внебольничных пневмониях (всего 14 

штаммов: 7 штаммов, устойчивых к пенициллину и 

эритромицину, а также 7 штаммов, чувствительных к 

антибактериальным химиопрепаратам), штаммов, выде-

ленных у пациенов с хроническим обструктивным 

бронхитом (всего  

8 штаммов: 4 штамма, устойчивых к пенициллину  

и эритромицину, и 4 штамма, чувствительных к анти-

бактериальным химиопрепаратам), штаммов, выде-

ленных у носителей (2 штамма, чувствительных к ан-

тибактериальным химиопрепаратам, и 2 штамма, не-

чувствительных к антибактериальным 

химиопрепаратам). Всего было проверено 26 штам-

мов. 

Таким образом, при анализе изучаемой нами по-

пуляции микроорганизмов, возбудителей пневмокок-

ковых инфекций, выделенных от больных 1, 2 и 3-й 

групп методом мультилокусного сиквенстипирования 

было выявлено, что все штаммы, выделенные в трех 

популяциях, представляют собой родственные изоля-

ты вида Streptococcus pneumoniae, большинство из 

которых (18 из 26) обладают уникальным генотипом, 

определяющим наличие одного сиквенстипа для каж-

дого штамма. 

При этом можно выделить 6 кластерных групп, 

которые содержат штаммы, выделенные от разных 

больных, обладающие различными молекулярно-

эпидемиологическими характеристиками (серотип, 

устойчивость к антибактериальным химиопрепаратам) 

и являющиеся генетически близкородственными. 

Исходя из результатов, представленных на рис. 1, 

можно сделать вывод, что полирезистентные штаммы 

формируются при внебольничных пневмониях путем 

горизонтального переноса генетического материала: 

это подтверждается наличием двух клональных ком-

плексов, в одном из которых присутствует один поли-

резистентный штамм (клональный комплекс, содер-

жащий ST-1.1, ST-4, ST-13), а в другом – два (ST-2, 

ST-8.1, ST-11.1). Все это показывает возможность 

формирования полирезистентности у штаммов пнев-

мококка, выделенных у пациентов с внебольничной 

пневмонией. 

Анализ распространения близкородственных в ге-

нетическом отношении штаммов показывает, что из 4 
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полирезистентных выделенных изолятов пневмококка 

у носителей, 2 являются представителями единого 

клонального комплекса, что позволяет говорить о том, 

что и у носителей в обычных условиях протекают 

процессы внутригеномной перестройки штаммов, что 

может привести к формированию госпитального изо-

лята и что, соответственно, требует профилактических 

мероприятий. 

Сопоставив результаты мультилокусного сиквен-

сипирования всех полирезистентных штаммов 

(рис. 2), мы пришли к выводу о том, что наиболее вы-

сока вероятность к осуществлению событий горизон-

тального переноса в полирезистентных штаммах, вы-

деляющихся у лиц пожилого возраста с хроническим 

обструктивным бронхитом, а также в штаммах, выде-

ленных у пациентов с внебольничной пневмонией 

(табл. 2). 

    

Рис. 1. Результаты мультилокусного сиквенстипирования штам-

мов S. pneumoniae, выделенных у пациентов с внебольнич- 
ной пневмонией (нумерация штаммов «.1» – полирезистентные 

штаммы, без расширения «.1» – чувствительные к антибиотикам 

 штаммы) 

 Рис. 2. Результаты мультилокусного сиквенстипирования полире-

зистентных штаммов пневмококка, выделенных в 1, 2 и 3-й груп-
пах. STP – штаммы, выделенные у пациентов с внебольничными 

пневмониями, STH – штаммы, выделенные от пациентов с об-

структив- 
 ным бронхитом, STC – штаммы от носителей 

Т а б л и ц а  2  

Молекулярно-эпидемиологическая характеристика полирезистентных к антибиотикам штаммов S. pneumoniae 

Серотип 
Результаты MLST Резистентность 

aroE gdh gki recP spi xpt dd1 MLST тип пеницилин эритромицин 

 Штаммы, выделенные в 1-й группе (n = 14, внебольничная пневмония) 

19F 7 11 10 1 6 8 14 162 ч у 

19F 1 5 4 12 5 3 8 423 ч  у 

 7 11 10 1 6 8 14 158  уу у 

19F 4 4 2 4 4 1 1 81 ч у 

23F 7 5 1 1 13 31 14 440 ч у 

14 1 5 4 5 5 1 8 9 ч уу 

н/т 1 5 4 5 5 1 8 9 у уу 

14 7 5 1 8 14 11 14 124 у уу 

18С 7 2 1 1 10 1 21 113 у уу 

6А 2 7 4 10 10 1 27 176 у уу 

15В 8 13 14 4 17 4 14 95 уу уу 

15С 8 13 14 4 17 4 14 201 у уу 

9V 7 11 10 1 6 8 14 158  уу у 

 Штаммы, выделенные в 2-й группе (n = 8, ХОБЛ) 

9V 7 11 10 1 6 8 14 162 уу уу 

3 7 15 2 10 6 1 22 180 уу уу 

19F 1 8 9 1 6 4 6 311 уу у 

6А 2 7 4 10 10 1 27 65 у у 

19F 1 8 4 1 1 4 6 36 у уу 

23F 1 8 9 1 6 4 6 311 уу уу 

18С 7 2 1 1 10 1 21 113 у у 
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23F 7 13 8 1 10 6 37 272 уу уу 

 Штаммы от носителей (n = 4) 

19F 1  8 10 4 9 1 3 341 ч уу 

19А  2 14 11 2 6 17 22 785 ч уу 

 6В 8 37 9 29 2 12 53 344 уу уу 

6А 2 13 9 1 6 19 14 490 уу уу 
 

П р и м е ч а н и е. уу – умеренно-устойчивые штаммы; у – устойчивые штаммы; ч – чувствительные штаммы; н/т – нетипируемые. 

Таким образом, анализ генетического разнообра-

зия штаммов Streptococcus pneumoniae показал, что 

среди изученных 26 чувствительных и нечувствитель-

ных (т.е. умеренно-устойчивых и устойчивых) к пени-

циллину и эритромицину штаммов было выделено 22 

различных сиквенстипа и 4 клональных комплекса. 

При этом 2 комплекса были представлены более чем 

одним изолятом. 

Заключение 

Необходимо отметить, что из 14 штаммов, выде-

ленных у лиц пожилого возраста с внебольничной 

пневмонией, 6 относились к профилю Taiwan 19F-14, 

из них 4 обладали одинаковым профилем резистент-

ности: были устойчивыми (промежуточными) к пени-

циллину, эритромицину, тетрациклину и клиндамици-

ну. Генотипические характеристики проанализиро-

ванных штаммов также показали высокую степень 

однородности выборки: все изоляты имели детерми-

нанты резистентности к макролидным антибиотикам – 

гены mefE и ermB (что согласуется с фенотипически-

ми данными). Основной характеристикой штаммов 

S. pneumoniae генотипа Taiwan 19F-14 является то, что 

независимо от географической области выделения, эти 

микроорганизмы являются полирезистентными преж-

де всего к бета-лактамам и макролидам. Данный сик-

венстип распространен в основном в Южной Корее, 

Вьетнаме и Гонконге.  

Среди штаммов, вызвавших у лиц пожилого воз-

раста ХОБЛ, методом мультилокусного сиквенстипи-

рования было идентифицировано 2 различных сик-

венстипа, при этом каждый из них был представлен  

5 и 3 изолятами.  

Несмотря на небольшую выборку, штаммы, выде-

ленные от носителей, оказались фенотипически неод-

нородными: 2 штамма были умеренно-устойчивы к 

пенициллину и 2 штамма чувствительны. При этом 

все 4 штамма были нечувствительными к эритроми-

цину. Оба умеренно-устойчивых штамма принадле-

жали к сиквенстипу, идентичному штамму R6, кото-

рый является авирулентным штаммом и может рас-

сматриваться как условно-патогенная микрофлора. 

Таким образом, MLST в настоящее время является 

наиболее точным методом дифференцировки стрепто-

кокков и идентификации S. pneumoniae [8] и один из 

важнейших инструментов микробиологического мо-

ниторинга штаммов этого микроорганизма, что позво-

ляет провести типирование и дать прогноз относи-

тельно появления штаммов с новыми свойствами, ко-

торые в перспективе могут стать госпитальными 

изолятами и потребовать совершенно новых меро-

приятий в отношении эпидемиологического надзора. 
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ABSTRACT 

Comuunity-acquired pneumonias in aged patients is the significant epidemiology problem for the public 

health of almost all the countries. Even more important the problem of microbiological monitoring and 

epidemiology surveillance for the S. pneumoniae strains as one of the ubiquitous pathogens causing as the 

community-acquired pneumonias as well the other infections of respiratory tract, what defines their dif-

ferent epidemiological meaning. 

Multilocus sequence typing is the perspective method of molecular epidemiological surveillance allowing 

to define the epidemiologically dangerous clones of the ubiquitous microorganisms as Streptococcus 

pneumomiae. The aim of our research was to conduct the multilocus sequence typing of pneumococci 

strains isolated in patients with community acquired pneumonias, bronchitis in aged patients. 

Materials and methods. There were taken 14 strains of S. pneumoniae, isolated in patients with commu-

nity-acquired pneumonias (seven of them were multiresistant), eight strains were isolated from patients 

with the chronical onstructive lung diseases and four strains from carriers. Multilocus sequence typing 

was conduected according to method to M.C. Enright and B.G. Spratt (1998). 

Results. The strains, isolated in all populations were the related isolates of the species S. pneumoniae, the 

most of them had the unique genotype defining the sequence type for every strain. There were 6 strains of 

Taiwan 19F-14 genotype from 14 strains isolated in aged patients with community-acquired pneumonia. 

Among strains isolated from carriers there were prevailing the strai of R6 genotype. 

Conclusion. Multilocus sequence typing allows to identify the new genotypes and to prognose the ap-

pearing of epidemiologically dangerous strains with new peculiarities. 

KEY WORDS: multilocus sequence typing, pneumococcal pneumoniae, community-acquired pneumo-

nia, S. pneumoniae. 
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