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Цель работы. Усовершенствование протокола определения серотиповой принадлежности Streptococcus pneumoniae с ис-
пользованием комплекса методов мультиплексной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (М-ПЦР-РВ) и 
мультиплексной ПЦР (М-ПЦР) с электрофоретической визуализацией продуктов амплификации. 
Материалы и методы. Проанализирована коллекция из 195 проб ликвора, отобранных у пациентов возрастной категории до 
5 лет с клинически подтвержденным диагнозом пневмококкового менингита. Верификацию присутствия ДНК S. pneumoniae 
осуществляли методом ПЦР-РВ (ген-мишень lytA). Определение серотипа проводили по двухуровневому алгоритму: началь-
ная стадия включала 7 последовательных реакций М-ПЦР-РВ, на следующей стадии использовали усовершенствованный 
протокол М-ПЦР с анализом результатов методом электрофореза в агарозном геле (4 этапа). 
Результаты. Разработанный алгоритм позволил снизить общее количество проводимых ПЦР-реакций с 16 до 11 и сокра-
тить продолжительность анализа на 22 % (до 18 час). Серотиповая идентификация успешно проведена для 78 % (152/195) 
исследованных образцов ликвора. Представленная схема обеспечивает детекцию всех серотипов, включенных в состав вак-
цин ПКВ13 и ПКВ20. 
Заключение. Модифицированный протокол серотипирования S. pneumoniae способствует оптимизации лабораторного мо-
ниторинга посредством снижения временных и трудовых затрат при сохранении высокой точности идентификации эпиде-
миологически значимых серотипов, что имеет ключевое значение для эффективного эпидемиологического надзора в условиях 
широкого применения пневмококковых вакцин.
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The aim of the study: to refine a protocol for serotype detection in Streptococcus pneumoniae by integrating multiplex real-time 
polymerase chain reaction (mqPCR) with conventional multiplex PCR (electrophoretic visualization). 
Materials and methods: We analysed 195 cerebrospinal fluid specimens from patients under five years of age with confirmed 
pneumococcal meningitis.  S. pneumoniae detection was performed using real-time PCR targeting lytA gene. Serotyping employed a 
two-tier approach: an initial stage of seven sequential mqPCR assays, followed by an optimised multiplex PCR protocol with agarose 
gel electrophoresis (four stages). 
Results. The refined algorithm reduced the required number of PCR assays from 16 to 11 and decreased processing time by 22% (to 
18 hours). Serotype identification was achieved for 78% (152/195) of cerebrospinal fluid specimens. The presented scheme detects all 
serotypes covered by both PCV13 and PCV20 vaccines. 
Conclusion. The modified serotyping protocol for S. pneumoniae enhances laboratory surveillance efficiency by reducing processing 
time and labour requirements while maintaining high detection accuracy for epidemiologically relevant serotypes. This represents a 
significant advancement for effective epidemiological monitoring in widespread vaccination settings.
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ВВЕДЕНИЕ
Заболевания, ассоциированные с Streptococcus 

pneumoniae, сохраняют статус одной из наиболее зна-
чимых проблем мирового здравоохранения, внося ве-
сомый вклад в общие показатели заболеваемости и 
смертности от бактериальных инфекций [1, 2, 3].

Наиболее действенной стратегией контроля дан-
ной инфекции признана иммунизация, в связи с чем 
Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) на-
стоятельно рекомендует включение пневмококковых 
конъюгированных вакцин (ПКВ) в национальные 
календари профилактических прививок [3, 4].  Не-
смотря на выраженный положительный эффект от 
применения ПКВ, уровень заболеваемости пневмо-
кокковой инфекцией (ПИ) остается существенным, 
что обуславливает ее приоритетность для современ-
ных систем здравоохранения [5, 6]. Широкомасштаб-
ная вакцинация детей ПКВ способствует изменениям 
в серотиповом составе популяции S. pneumoniae, что 
проявляется в сокращении доли вакцинных серотипов 
при одновременном увеличении распространенности 
невакцинных штаммов [7].

В Российской Федерации использование пневмо-
кокковых конъюгированных вакцин с различным се-
ротипным составом продолжается более полутора де-
сятилетий (ПКВ7 лицензирована в 2009 г., ПКВ13 - в 
2011 г.). С 2014 года ПКВ13, содержащая серотипы 1, 3, 
4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, введена в На-
циональный календарь профилактических прививок. В 
2025 году в России зарегистрирована ПКВ20, расши-
рившая охват за счет включения серотипов 8, 10A, 11A, 
12F, 15B, 22F, 33F [8].

В связи с этим, является необходимым внедре-
ние системы постоянного микробиологического мо-
ниторинга серотипов циркулирующих штаммов S. 
pneumoniae и применение высокочувствительных, 
воспроизводимых и экономически целесообразных 
методов идентификации серотипов.

Особую актуальность приобретает анализ клиниче-
ского материала, непригодного для выделения чистой 
культуры возбудителя. Для таких образцов единствен-
ным решением становится применение молекулярно-
генетических методов, основанных на детекции ДНК 

патогена, экстрагированной непосредственно из био-
логических жидкостей (ликвор, кровь).  В литературе 
представлено несколько вариантов протоколов ПЦР 
для серотипирования пневмококков [9–11].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ – оптимизация 
методики определения серотиповой принадлежности 
S. pneumoniae в клинических образцах на основе 
комплексного применения мультиплексной 
полимеразной цепной реакции в реальном времени 
(М-ПЦР-РВ) и мультиплексной ПЦР (М-ПЦР) с 
детекцией результатов методом электрофореза в 
агарозном геле.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования – 195 образцов ликвора, 

полученных от пациентов возрастной группы до 5 
лет с подтвержденным диагнозом пневмококкового 
менингита. Выделение ДНК из образцов ликвора про-
ведено с помощью готового набора реактивов QIAmp 
DNA Mini Kit (Qiagen, США).  Выявление ДНК S. 
pneumoniae в образцах ликвора осуществлено мето-
дом ПЦР-РВ (ген-мишень lytA, кодирующий аутоли-
зин) [4, 12]. Определение серотипов S. pneumoniae вы-
полнено с помощью М-ПЦР-РВ и М-ПЦР. Последова-
тельности использованных праймеров представлены 
в ряде работ [4, 13, 14].

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Принятый за основу, алгоритм серотипирования .

S. pneumoniae состоял из двух последовательных стадий. 
На первом этапе выполняли М-ПЦР-РВ, состоящую из 7 
последовательных реакций: R1-R7 (рис. 1) [14].

Условия проведения всех реакций М-ПЦР-РВ уни-
версальны:

Денатурация: 95° C – 10 мин (1 цикл);
Амплификация: 50 циклов (95° C – 15 сек, 60° C – 1 мин);
Детекция флуоресценции: на стадии отжига (60° C).
Результат реакции считали положительным при 

значении порогового цикла (Ct) ≤ 40, отрицательным 
– при Ct > 50.  Значения Ct в интервале 40–50 расце-
нивали как неопределенные и требовали повторного 
тестирования.
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Реакция R1 позволяет дифференцировать серотипы 14 и 19F, а 
также серогруппу 18. При отрицательном результате в реакции R1 
производили переход к реакции R2 (серотипы 2, 5, 23F) и др.

В случае если на первом этапе не удавалось установить серотип 
S. pneumoniae, проводили второй этап - М-ПЦР. В ранее предло-
женной (исходной) схеме М-ПЦР использовано 9 мультиплексных 
реакций (рис. 2) [4].

Учитывая применение М-ПЦР-РВ на первом этапе и с целью 
минимизации времени анализа, нами предложена модификация 
протокола М-ПЦР. Вместо 9 исходных реакций разработана схе-
ма из 4 реакций, обеспечивающая сопоставимую специфичность и 
исключающая перекрестные реакции (табл. 1).

Условия постановки всех реакций М-ПЦР следующие:
Первичная денатурация: 94° C – 4 мин (1 цикл);
Циклы амплификации: 35 циклов (94° C – 45 сек, 56° C – 1 мин, 

72° C – 2 мин);
Финальная элонгация: 72° C – 2 мин (1 цикл).
Амплифицированную ДНК детектировали при помощи элек-

трофореза в агарозном геле (2 %).
Вторая стадия серотипирования включает последовательное 

проведение 4 реакций М-ПЦР (A–D). При отсутствии положитель-
ного сигнала в реакции A выполняли переход к реакции B и т. д.

Разработанный алгоритм серотипирования апробирован на кол-
лекции образцов ликвора пациентов с пневмококковым менинги-
том. Из 195 проб, позитивных по видовому маркеру lytA, серотип 
или серогруппа, успешно установлены в 152 случаях (78 %) (рис. 3).

Рис.  2.  Исходная схема серотипирования S. 
pneumoniae методом М-ПЦР [4].
Примечание: Реакция R9 проводится только 
при положительном результате для серогруппы 
6A/6B/6C/6D в реакции R1.

Т а б л и ц а  1
Модифицированная схема серотипирования S. pneumoniae  

методом М-ПЦР

Реакция Серотипы S. pneumoniae
A 8, 15B/C, 38/25F/25A, 35B
B 39, 10F/10C/33C, 35F/47F, 10A,17F
С 23B, 35A/35C/42, 34, 9L/9N, 31
D 24B/24F, 21, 7C/7B/40, 20, 13

Рис. 3. Распределение серотипов S. pneumoniae в исследованных образцах лик-
вора (n=195).
Примечание: NT – серотип не установлен (Non-typable); другие серотипы: 
11A/11D, 2, 22F/22A, 24A/24B/24F, 8 (по 1 изоляту)

Рис.  1.  Распределение серотипов S. pneumoniae в 
схеме М-ПЦР РВ (этап 1).
Примечание: серотипы, входящие в состав серо-
групп (напр., 18C/18B/18A/18F), представлены от-
дельно; Серотипы 6C и 6D детектируются в двух ре-
акциях (R3 и R5).
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Среди.идентифицированных.серотипов.пневмокок-
ков.доминировали.6A/6B,14,.19F.и.23F,.суммарно.со-
ставлявшие.более.половины.исследованных.образцов:.
53,3.%. (104/195) ..Доля. серотипов.пневмококков,. вхо-
дящих.в.ПКВ13,.составила.66,7.%.(130/195),.в.ПКВ20.
–.69,2.%.(135/195) .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Разработанный. двухэтапный. алгоритм. ПЦР-

серотипирования. S. pneumoniae. позволяет. детектиро-
вать.все.серотипы,.включенные.не.только.в.ПКВ13,.но.
и.в.ПКВ20 ..Модификация.схемы.позволила.сократить.
общее.количество.ПЦР-реакций.с.16.до.11.и.уменьшить.
время.проведения.исследования.до.18.час,.что.на.22.%.
быстрее. по. сравнению. с. ранее. рекомендованной. схе-
мой. ВОЗ. [4,. 13] .. Применение. усовершенствованного.
протокола.М-ПЦР. способствует. оптимизации. микро-
биологического.мониторинга.S. neumoniae за.счет.рас-
ширенного.охвата. (41.серотип).и.ускорения.процесса.
серотипирования.в.клинических.образцах .
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