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РЕЗЮМЕ

Представлены данные обследования 250 детей в возрасте младше 5 лет, большинство из которых 
находились в детских организованных коллективах, и 215 детей школьного возраста с целью выяв­
ления носительства Streptococcus pneumoniae и изучения молекулярно-эпидемиологических особен­
ностей штаммов, циркулирующих на территории г. Красноярска и Красноярского края. Данное 
исследование на территории региона проводится впервые и является обоснованием для выбора 
оптимальной стратегии вакцинопрофилактики пневмококковых заболеваний.

Идентификация S. pneumoniae проводилась как традиционными методами, так и с помощью поли­
меразной цепной реакции (ПЦР) по наличию гена cpsA, определение серотипов осуществлялось с 
использованием мультиплексной ПЦР согласно международным рекомендациям.

Распространенность бактерионосительства среди детей младше 5 лет составила 51,6%, среди 
школьников -  12,1%. В возрастной группе детей младше 5 лет преобладали серотипы 23F, 19F и 
6В, большинство штаммов (до 90%) принадлежали к серотипам, входящим в состав пневмококко­
вых вакцин, разрешенных к применению в Российской Федерации, наибольшее соответствие отме­
чалось у 13-валентной конъюгированной вакцины. Среди детей школьного возраста ведущую роль 
играли 6В, 9VA, 15AF, до 60% из них относились к серотипам, входящим в состав пневмококковых 
вакцин.

Учитывая высокий уровень носительства пневмококков, детям в возрасте младше 5 лет, находя­
щимся в детских организованных коллективах, а также неорганизованным детям из семей с двумя 
детьми и более необходимо проведение специфической профилактики пневмококковых инфекций 
с применением 13-валентной пневмококковой конъюгированной вакцины.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Streptococcus pneumoniae, серотипы, дети, вакцинация.

Введение

Пневмококк — основной возбудитель внебольнич- 
ной пневмонии, бактериемии, менингита, среднего 
отита и синусита у детей младше 5 лет. Лечение этих 
заболеваний сопряжено со значительными затратами 
для семьи больного ребенка и службы здравоохранения. 
По данным ВОЗ, в мире среди детей в возрасте младше 
5 лет ежегодно регистрируется около 14,5 млн случаев 
тяжелых пневмококковых заболеваний (включая пнев­
монию, менингит и сепсис), приводящих к летальному 
исходу приблизительно в 500 тыс. случаев [1, 2].

В г. Красноярске и Красноярском крае о распро­
страненности пневмококковой инфекции косвенно 
можно судить по высокому уровню заболеваемости 
пневмониями, болезнями уха и сосцевидного отростка. 
Количество случаев пневмоний среди детей Краснояр­
ского края в возрасте 0 -1 4  лет в 2010 г. составило 
620,2, в 2011 г. -  597,3, в 2012 г. -  558,4 на 100 тыс. 
детского населения, при этом в большинстве случаев 
заболевание развивалось у детей первых двух лет 
жизни. Показатель летальности при внебольничной 
пневмонии в среднем по РФ составляет 6,6%, однако 
у пациентов первого года жизни, особенно группы 
риска (недоношенные дети, дети с врожденными 
пороками сердца, бронхо-легочной дисплазией), он
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достигает 15-30%  [3, 4]. Показатели заболеваемости 
болезнями уха и сосцевидного отростка составили 
5566 случаев в 2010 г., 5837 -  в 2011 г. и 5985 -  в 
2012 г. на 100 тыс. детского населения Красноярского 
края, что превышает общероссийские показатели на 
3,6; 6,7 и 9,8% соответственно [5].

Развитию вышеперечисленных заболеваний зачас­
тую предшествует назофарингеальное носительство 
пневмококка, максимальная частота которого отмеча­
ется у детей в возрасте младше 5 лет. Значимым ф ак­
тором риска развития пневмококковых инфекций яв­
ляется пребывание детей в детских организованных 
коллективах, где происходит быстрое распространение 
S. pneumoniae (в том числе антибиотикорезистентных 
штаммов) вследствие большого количества детей и 
тесных контактов между ними [6]. По данным 
D.F. Verstrheim и соавт., уровень носительства пнев­
мококков у детей младше 5 лет, посещающих детские 
сады, достигает 78,4%, у детей 2 -3  лет -  88,7% [7].

В настоящее время известно более 90 серотипов S. 
pneumoniae. По литературным данным, спектр сероти­
пов, вызывающих неинвазивные пневмококковые забо­
левания (средний отит и синусит) у детей младше 5 
лет, характеризуется значительным разнообразием; 
инвазивные инфекции, как правило, обусловлены ти­
пами 1, 5, 6А, 6В, 14, 19F и 23F [8]. Серотипы 6B, 9V,
14, 19A, 19F и 23F чаще других ассоциированы с ле­
карственной устойчивостью [9]. По данным многих 
авторов, частота встречаемости различных серотипов 
и уровень резистентности S. pneumoniae к антибакте­
риальным препаратам могут существенно различаться 
в зависимости от региона [8-11].

В г. Красноярске и Красноярском крае проблема 
пневмококковых инфекций до настоящего времени 
остается неизученной, в то же время экономические 
потери региона на лечение острых отитов, менинги­
тов, сепсиса пневмококковой этиологии у детей ранне­
го возраста весьма значительны: только прямые эко­
номические затраты на лечение пневмоний у детей 
0 -1 4  лет ежегодно составляют 10,5-11 млн рублей [4]. 
Исследования, направленные на выявление молеку­
лярно-эпидемиологических особенностей S. pneumo­
niae в Красноярском крае, позволят оптимизировать 
стратегию вакцинопрофилактики пневмококковых ин­
фекций, снизить показатели заболеваемости и смерт­
ности среди детей, что приведет к улучшению соци­
ально-экономической ситуации в регионе.

Цель исследования -  оценить распространен­
ность носительства S. pneum oniae  среди детей раз­
личного возраста, проживающих в Красноярском 
крае, и изучить серотиповую принадлеж ность выде­
ленных культур.

М атериал и методы

Проведено обследование 250 невакцинированных 
против пневмококковой инфекции детей в возрасте 
младше 5 лет, из которых 180 детей находились в ор­
ганизованных коллективах (Красноярский краевой дом 
ребенка №  3, МБДОУ №  64, МБДОУ №  44, МБДОУ 
№  222 г. Красноярска), 70 детей являлись неорганизо­
ванными; а такж е 215 невакцинированных детей 
школьного возраста из городов и районов Краснояр­
ского края (Козульский и Емельяновский районы, го­
рода Дивногорск, Ж елезногорск, Сосновоборск).

Материал для исследования забирался из носо­
глотки с помощью вискозных зонд-тампонов со средой 
Амиес (MEUS, Италия). Для выделения пневмококков 
использовали кровяной агар на основе Columbia Agar 
(Bio-Rad, Франция) с добавлением 5% эритроцитарной 
массы [12], а также Chocolate Agar Base без селективной 
добавки (HiMedia, Индия). Инкубация проводилась в 
эксикаторе при температуре 35 °С в течение 24 ч. Иден­
тификация пневмококков осуществлялась на основании 
морфо-тинкториальных, культуральных и антигенных 
свойств (Slidex pneumo-Kit, bioMeriеux, Франция) чувст­
вительности к желчи и оптохину. Для хранения штам­
мов при температуре -8 0  °С использовали триптиказо- 
соевый бульон (CONDA Pronadisa, Испания) с добавле­
нием 30% глицерина.

Определение серотипа S. pneumoniae проводили 
методом мультиплексной полимеразной цепной реак­
ции (ПЦР), используя 40 пар праймеров, рекомендо­
ванных CDC (Center for Disease Control and Prevention, 
США) [13].

Фрагменты cps-генов, имеющихся у всех капсуль­
ных штаммов S. pneumoniae, амплифицировали по сле­
дующему температурному профилю: 94 °С -  2 мин; 
94 °С -  10 с, 58 °С -  15 с, 72 °С -  10 с, 35 циклов; 
72 °С -  2 мин; 4 °С -  хранение [14]. Данная реакция 
использовалась в качестве теста, подтверждающего 
принадлежность к пневмококкам.

Праймеры (39 пар), используемые для амплифика­
ции фрагментов cps-генов, кодирующих серогруппы/се- 
ротипы 1, 2, 3, 4, 5, 6A/6B/6C, 7F/7A, 7C/(7B/40),
8, 9L/9N, 9V/9A, 10A, 10F/(10C /33C), 11A/11D, 
12F/ (12A /44/46), 13, 14, 15A/15F, 15B/15C, 16F, 17F, 
18A/18B/18C/18F, 19A, 19F, 20, 21, 22A/22F, 23A, 23B, 
23F, 24A/24B/24F, 31, 33F/(33A/37), 34, 35A/(35C/42), 
35B, 35F/47F, 38F/25F, 39F, были сгруппированы в 10 
мультиплексных реакций, проводимых последователь­
но [14]. Аплификацию выполняли на приборе Applied 
Biosystems по следующему температурному профилю: 
94 °С -  2 мин; 94 °С -  10 с, 54 °С -  15 с, 72 °С -  
10 с, 35 циклов; 72 °С -  2 мин; 4 °С -  хранение.
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Продукты амплификации детектировали в 1,5%-м 
агарозном геле (Sigma, США) с последующей визуали­
зацией бромистым этидием (ЦНИИ эпидемиологии Рос- 
потребнадзора) при УФ-излучении (^ = 310 нм) в транс­
иллюминаторе M olecular Imager Gel Doc XR System 
(Bio-Rad, США). Размеры ПЦР-продуктов определяли 
в сравнении с маркером молекулярного веса ДНК (100 
bp DNA Ladder, «Евроген», Россия).

Статистическая обработка и анализ полученных 
результатов осуществлялись с использованием компь­
ютерной программы Statistica 6.0 for Windows. Для 
проведения анализа на нормальность распределения 
признака использовали критерий К олмогорова- 
Смирнова. Результаты вычислений представлены в 
виде M  ± m, где M  -  среднее значение, m  -  ошибка 
среднего. Достоверность различий полученных резуль­
татов оценивалась с использованием непараметриче­
ского критерия М анна-Уитни. Достоверными считали 
различия при достигнутом уровне статистической зна­
чимости p < 0,05. Средняя ошибка доли рассчитыва­
лась по формуле Г. Шварц (1978) [15].

Результаты

В группе детей младше 5 лет (средний возраст -  
(2,0 ± 1,2) года) S. pneumoniae был выделен в 
(51,6 ± 3,1) % случаев, из них в 46,4% -  в ассоциации 
с микроорганизмами родов Neisseria, M oraxella, 
Staphylococcus; у 7,2% обследованных детей был выде­
лен Staphylococcus aureus, у 4% -  Haemophilus influen­
zae b. Уровень носительства пневмококков среди орга­
низованных детей данной группы составил (49,6 ± 
± 3,7) %, при этом в доме ребенка бактерионоситель­
ство отмечалось в 49,4% случаев, в детских садах -  в 
50%. Среди неорганизованных детей данной группы 
носительство пневмококков выявлено в (53,4 ± 5,9) % 
случаев, при этом 56,9% из них были из семей с двумя 
и более детьми, в которых второй (третий) ребенок 
посещает детский сад или школу (именно они и соста­
вили 75,8% носителей).

Среди школьников распространенность бактерионо­
сительства пневмококка была статистически значимо 
ниже и составила (12,1 ± 2,2) % (р < 0,001), при этом 
средний возраст обследованных составил (11,0 ± 1,62) 
года.

Большинство (70%) штаммов у детей в возрасте 
младше 5 лет принадлежали к серотипам 23F и 19F 
(рис. 1). До 90% штаммов относились к серотипам, 
входящим в состав пневмококковых вакцин, разре­
шенных к применению в РФ. Среди детей школьного 
возраста ведущую роль играли 6В и 9VA (рис. 2), при 
этом до 50-60%  серотипов относились к серотипам, 
входящим в состав пневмококковых вакцин, разре­

шенных к применению в РФ. Необходимо отметить, 
что некоторые типы S. pneumoniae (6В, 9VA, 23А, 
15AF) встречались у детей обеих групп, при этом 
большинство из них (6В, 9VA, 23А) выявлялись у 
школьников в несколько раз чаще. В то же время дру­
гие серотипы, в большинстве своем относящиеся к 
инвазивным (23F, 19F, 14, 7AF, 18), отсутствовали у 
детей школьного возраста. В целом спектр серотипов
S. pneumoniae у детей в возрасте младше 5 лет был 
более разнообразным.
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Рис. 1. Распределение серотипов исследуемых штаммов S. pneu­
moniae у детей в возрасте до 5 лет (n = 93) (M ± т)

Рис. 2. Распределение серотипов исследуемых штаммов S. pneu­
moniae у детей школьного возраста (n = 26) (M ± т )

Обсуж дение

Среди детей Красноярского края в возрасте млад­
ше 5 лет, относящихся к группе риска по развитию 
пневмококковых заболеваний, отмечается высокий 
уровень носительства S. pneumoniae. Распространен­
ность бактерионосительства пневмококка в когорте 
обследованных школьников статистически значимо 
ниже, что свидетельствует о снижении колонизации 
данным микроорганизмом детей старше 5 лет. Спектр 
серотипов пневмококка в группах такж е существенно 
различался. Кроме того, у детей в возрасте младше
5 лет имелись некоторые отличия процентного соот­
ношения серотипов пневмококка от такового в других 
регионах Российской Федерации. Так, пневмококки 
23-й серогруппы (23F + 23A) составили 43,5% от всех 
выделенных штаммов, в то время как в других регио­
нах данная серогруппа выявлялась лишь в 9% случаев 
[16]. Преобладание серотипа 19F было не столь выра­
женным: 23% по нашим данным против 47% в других 
регионах [16].
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Обращает на себя внимание большой процент носи­
тельства серотипов, способных вызывать инвазивные 
заболевания. Так, у детей в возрасте младше 5 лет по­
давляющее большинство серотипов (91,5%) относилось к 
«инвазивным», а процент «инвазивных» серотипов у 
школьников составил 65% [17]. Необходимо отметить, 
что дети школьного возраста не входят в группу риска 
по развитию пневмококковых инфекций, но наличие в 
данной группе серотипов пневмококка, способных вы­
звать инвазивные заболевания, представляет эпидемио­
логическую опасность для лиц из групп риска (детей 
младше 5 лет, пожилых, людей с иммунодефицитом).

В настоящее время специфическая профилактика 
признана действенным методом борьбы с пневмокок­
ковой инфекцией у детей и населения в целом за счет 
популяционного иммунитета. С 2014 г. вакцинация 
против пневмококковой инфекции включена в Нацио­
нальный календарь профилактических прививок РФ. 
Для иммунизации детей в России используются четыре 
вакцины, зарегистрированные и прошедшие клиниче­
ские и эпидемиологические испытания: полисахарид­
ная 23-валентная вакцина и три полисахаридные 
конъюгированные вакцины: 7-, 10- и 13-валентная. 
Данные препараты имеют различный антигенный со­
став, т.е. отличаются по количеству и спектру сероти­
пов S. pneumoniae. Как известно, частота встречаемо­
сти и распределение серотипов пневмококка зачастую 
имеют региональные особенности. В связи с этим изу­
чение молекулярно-эпидемиологических характеристик 
S. pneumoniae является крайне важным для выбора 
наиболее потенциально эффективной вакцины в том 
или ином регионе. В г. Красноярске и Красноярском 
крае впервые начато серотипирование пневмококков и 
исследование их антибиотикорезистентности.

Согласно полученным нами данным, большинство 
серотипов штаммов S. pneumoniae относились к «вак­
цинальным», при этом наибольшее соответствие серо­
типовой принадлежности (90%) отмечалось у 13-ва­
лентной и 23-валентной пневмококковых вакцин. И з­
вестно, что последняя не рекомендуется к применению 
у детей младше двух лет ввиду слабого иммунного 
ответа на полисахаридные T-независимые антигены. 
13-валентная вакцина, содержащая капсульные поли­
сахариды пневмококков, конъюгированные с белком- 
носителем CRM197, рекомендуется к применению у 
детей с 2-месячного возраста и обеспечивает стойкий 
продолжительный иммунитет против серотипов, вхо­
дящих в ее состав.

Заключение

Таким образом, распространенность бактерионоси­
тельства и распределение серотипов S. pneumoniae име­

ют региональные отличия, зависят от возраста, а также 
от места проживания детей (город или село).

Выбор вакцины для иммунопрофилактики пневмо­
кокковых заболеваний во многом определяется моле­
кулярно-эпидемиологическими особенностями популя­
ции S. pneumoniae, циркулирующей в регионе. Для 
вакцинации детей Красноярского края может быть 
рекомендована 13-валентная пневмококковая конъю­
гированная вакцина. Кроме того, для оптимизации 
вакцинопрофилактики необходим мониторинг сероти­
повой структуры и антибиотикорезистентности S. 
pneumoniae в Красноярском крае.
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STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE MOLECULAR EPIDEMIOLOGICAL FEATURES 
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ABSTRACT

The purpose of the research was to estimate the prevalence of Streptococcus pneumoniae nasopharyngeal 
carriage in 250 children aged under 5 years and 215 school-aged children in Krasnoyarsk Region, and also 
investigate molecular epidemiological features of the strains circulating in Krasnoyarsk city and in Kras­
noyarsk Region. This study is carried out for the first time in the region and provides a foundation for the 
choice of optimal vaccination strategy of pneumococcal disease.

S. pneumoniae identification was carried out using culture method as well as PCR (revealing of cpsA 
gene), serotypes were determined with PCR (according to CDC protocol).

The prevalence of S. pneumoniae carriage in under-five children was 51,6% with predominated pneumo­
coccal serotypes 23F, 19F and 6В; most of these strains (up to 90%) belonged to those included in 
pneumococcal vaccines which are permitted for use in Russian Federation; the greatest conformity was 
observed in 13-valent conjugated vaccine. In school-aged children the S. pneumoniae prevalence was 
12,1% with predominated pneumococcal serotypes 6В, 9VA and 15AF, most of these strains (up to 60%) 
belonged to those included in approved pneumococcal vaccines.

Considering high level of S. pneumoniae carriage in children under 5 years in organized groups and un­
organized children from families with two or more children it is necessary to carry out vaccine preven­
tion of pneumococcal diseases with of 13-valent pneumococcal conjugated vaccine application.

KEY WORDS: Streptococcus pneumoniae, serotypes, children, vaccination.
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