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Антибиотикочувствительность выделенных 
на территории России штаммов Bordetella pertussis 
к эритромицину и азитромицину

   

Резюме

Актуальность. Антибактериальные препараты широко применяются для лечения и профилактики инфекций верхних и нижних 

дыхательных путей. Однако масштабное, длительное, а также необоснованное применение антимикробных препаратов для 

лечения этих инфекций привело к возникновению резистентности у большинства патогенных микроорганизмов. Цель. Изу-

чить антибиотикочувствительность циркулирующих на территории России штаммов возбудителя коклюша к эритромицину 

и азитромицину. Материалы и методы. В исследование включено 165 клинических изолятов B. pertussis, выделенных 

с 2014 г. по 2020 г. Антибиотикочувствительность к эритромицину и азитромицину определяли двумя методами: диско-диф-

фузионным и с помощью МИК теста. Мутацию A2047G в гене 23S rRNA у штаммов B. pertussis выявляли в ПЦР с последующим 

секвенированием продуктов амплификации. Результаты и обсуждение. При использовании диско-диффузионного метода 

было выявлено, что диаметр зоны задержки роста к эритромицину у исследуемых изолятов варьировал в пределах 25–62 мм 

(медиана 44 мм), а диаметр зоны задержки роста к азитромицину колебался в пределах 22–80 мм (медиана 50 мм). 

При этом наличие зоны задержки роста диаметром ≥ 42 мм после 7 дней инкубации свидетельствовало о чувствительности 

штамма к этим антибиотикам. Учитывая этот критерий, было определено, что среди изученных штаммов 57 (34,5%) оказа-

лись резистентными к эритромицину и 23 (13,9%) – к азитромицину. Далее проведено исследование по установлению МПК 

эритромицина и азитромицина для 57 и 23 штаммов соответственно. В группу сравнения вошло 79 изолятов, относящихся 

по результатам предыдущего исследования к категории чувствительных. Значение МПК, равное 0,12 мкг/мл, рассматривалось 

в качестве cut-off для антибиотикочувствительности штаммов. Установлено, что МПК эритромицина и МПК азитромицина для 

изолятов B. pertussis находились в пределах 0,01–0,001 мкг/мл (медиана 0,001 мкг/мл) и 0,01–0,0001 мкг/мл (медиана 

0,0001 мкг/мл) соответственно, и, следовательно, все изученные штаммы оказались чувствительными к этим антибиотикам. 

Проведенные молекулярно-генетические исследования показали, что у изолятов B. pertussis, которые имели зону задержки 

роста диаметром < 42 мм, также отсутствовала и мутация A2047G в гене 23S rRNA. Выводы. Полученные результаты свиде-

тельствуют о том, что необходимо определить критерии оценки антибиотикочувствительности штаммов B. pertussis к эритро-

мицину и азитромицину с помощью диско-диффузионного метода и использовать его только в качестве скринингового метода 

при мониторинге возбудителей коклюша с обязательной последующей оценкой МПК антибиотиков. По итогам проведенного 

исследования штаммы B. рertussis, выделенные в России в 2014–2020 гг., сохраняют свою чувствительность in vitro к эри-

тромицину и азитромицину и проявляют гомозиготный фенотип.

Ключевые слова: коклюш, Bordetella pertussis, антибиотикочувствительность, эритромицин, азитромицин, диско-диффузион-

ный метод, градиентный метод, минимальная подавляющая концентрация, гомозиготный фенотип
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Abstract

Relevance. Antibacterial drugs are widely used to treat and prevent infections of the upper and lower respiratory tract. The large-

scale and unjustified use of antimicrobials to treat these infections has led to the emergence of resistance in most pathogens. 

The aim. To study antimicrobial susceptibility testing to erythromycin and azithromycin of strains of B. pertussis isolated in Russia. 

Materials & Methods. The research included 165 strains of B. pertussis isolated in January 2014 to June 2020. Antimicrobial 

susceptibility to erythromycin and azithromycin was determined by disk diffusion method and MIC test (HiMedia Laboratories Pvt. 

Limited, India). The A2047G mutation in the 23S rRNA gene was detected by PCR and subsequent sequencing. Results. Disk 

diffusion zone diameters for erythromycin in the studied strains ranged from 25 to 62 mm (median 44 mm) and disk diffusion 

zone diameters for azithromycin ranged from 22 to 80 mm (median 50 mm). Isolates with growth inhibition of more than 42 mm 

in diameter after 7 days of incubation were considered as susceptible. Among the studied strains, 57 (34.5%) were resistant 

to erythromycin and 23 (13.9%) to azithromycin. Then, MIC of erythromycin and MIC of azithromycin, respectively, were determined 

for these 57 and 23 strains using the MIC test. The comparison group included 79 isolates that were classified as sensitive 

to erythromycin (n = 31) and azithromycin (n=48) according to the results of the previous study. A MIC value of 0.12 μg/ml was 

considered as the cut-off for susceptible strains. All isolates were fully susceptible to erythromycin (MIC ≤ 0.01 μg/ml, median 

MIC 0.001 μg/ml) and azithromycin (MIC ≤ 0.01 μg/ml, median MIC 0.0001 μg/ml). An A-to-G mutation was not found at position 

2047 in the 23S rRNA gene in 80 isolates that had a diameter of growth inhibition zone less than 42 mm. Conclusion. This study 

demonstrates no significant decrease in the susceptibility to erythromycin and azithromycin among B. pertussis strains isolated 

in Russia in 2014–2020. The studied B. pertussis strains exhibit a homozygous phenotype for macrolide resistance.

Keywords: whooping cough, Bordetella pertussis, antimicrobial susceptibility, erythromycin, azithromycin, disk diffusion method, 

gradient method, minimum inhibitory concentration, homozygous phenotype
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Введение
Антибактериальные препараты широко при

меняются для лечения и профилактики инфек
ций верхних и нижних дыхательных путей. Однако 
масштабное, длительное, а также необоснован
ное применение антимикробных препаратов для 
лечения этих инфекций привело к возникнове
нию резистентности у большинства патогенных 
микроорганизмов. В связи с этим борьба с ан
тибиотикорезистентностью стала с 2015 г. одной 
из основных глобальных стратегий Всемирной ор
ганизации здравоохранения, так как устойчивость 

к противомикробным препаратам ставит под угро
зу эффективную профилактику и лечение растущего 
числа инфекций и представляет серьезную угрозу 
для мирового здравоохранения. Кроме того, рас
пространение устойчивости микроорганизмов к ан
тимикробным препаратам снижает эффективность 
лечения инфекционных болезней, удлиняет сроки 
выздоровления, приводит к инвалидности и смер
тельным исходам, а также способствует удорожа
нию медицинских услуг. В Российской Федерации 
разработана и принята «Стратегия предупреждения 
распространения антимикробной резистентности 



Э
п

и
дем

и
ологи

я и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кти

ка
. Том

 2
3

, №
 3

/E
p

id
em

iology a
n

d
 Va

ccin
a

l P
reven

tion
. Vol. 2

3
, N

o 3

29

Оригинальные статьи

 Original Articles

на период до 2030 г.», одним из направлений ко
торой является мониторинг антибиотикочувстви
тельности циркулирующих штаммов возбудителей 
инфекционных заболеваний и установление моле
кулярных механизмов резистентности.

Формирование устойчивости к антибактериаль
ным препаратам происходит в результате есте
ственного отбора посредством приобретения 
новой генетической информации или изменения 
уровня экспрессии собственных генов. Учитывая, 
что микроорганизмы способны переносить гене
тическую информацию путем горизонтального 
переноса генов, распространение резистентных 
штаммов становится одной из основных проблем 
современной медицинской микробиологии. Кроме 
того, нормальная микрофлора становится резер
вуаром генов, в том числе генов резистентности, 
которые могут передаваться патогенным микроор
ганизмам. 

Существуют два известных механизма устой
чивости к эритромицину: приобретение генов 
резистентности метилазы (erm), приводящих к вы
сокому уровню устойчивости [1], и мутация в по
ложении A2047G последовательности 23S rRNA, 
приводящая к структурным изменениям, препят
ствующим связыванию эритромицина (критиче
ский сайт связывания эритромицина) [2]. Более 
того, эти устойчивые к эритромицину изоляты 
также устойчивы и к другим макролидам [1,3]. 
Смещение в сторону A2058Gэквивалентной му
тации объясняется более высокими показателями 
минимальной подавляющей концентрации (МПК), 
большей стабильностью мутации и лучшей способ
ностью к деформации (более высокая скорость 
роста), по сравнению с другими 23S мутациями, 
которые придают устойчивость к макролидам [2].

В Российской Федерации, согласно клиниче
ским рекомендациям (протокол лечения) оказания 
медицинской помощи детям больным коклюшем, 
макролиды являются антибиотиками первого вы
бора для лечения. Исследования чувствительности 
штаммов B. pertussis к антибиотикам в Советском 
Союзе впервые осуществлены в 1983 г. [4], ког
да приоритетными препаратами были тетрациклин 
в суточной дозе 25 мг/кг, доксициклин – 4 м/кг 
и ампициллин – 100 мг/кг. Однако было отмечено, 
что в 30% случаев антибактериальные препараты 
не оказывали должного эффекта, а их примене
ние производило токсический эффект на организм, 
особенно детей грудного возраста. В связи с этим 
с 1980х гг. стало проводиться изучение чувстви
тельности возбудителя коклюша к антибактери
альным препаратам. Было установлено [4], что 
среди штаммов B. pertussis, выделенных в 1985–
1989 гг., 12% штаммов оказались устойчивыми 
к тетрациклину в концентрации 2 мкг/мл, а 8% 
штаммов – к тетрациклину в концентрации 5 мкг/мл.  
В отношении стрептомицина 35% исследуемых 
штаммов оказались устойчивыми к концентрации 
2 мкг/мл и 10% штаммов – к концентрации 5 мкг/мл.  

На основании этого авторы сделали вывод, что 
за несколько десятилетий активного использо
вания антибиотиков (тетрациклина и стрепто
мицина) возбудитель коклюша претерпел ряд 
изменений, способствующих появлению устойчи
вости штаммов к этим препаратам. В результате, 
руководствуясь «Инструкцией Минздрава СССР по 
применению препаратов тетрациклинового ряда 
от 27.10.1978 г.», было предложено несколько 
новых антибиотиков, прошедших клинические ис
пытания, среди которых числился эритромицин. 
Исследования показали 100% антибиотикочув
ствительность штаммов B. pertussis к нему, и его 
признали самым эффективным препаратом для ле
чения коклюша, в том числе и у детей до 1 года. 
В течение последующих лет эритромицин считал
ся приоритетным антибактериальным препаратом 
и широко использовался в медицинской практике, 
а начиная с 2000х гг., в лечебных целях стали ак
тивно применять и азитромицин.

Поэтому, учитывая общемировую тенденцию 
распространения антибиотикорезистентности 
среди возбудителей инфекций верхних и ниж
них дыхательных путей, а также расширение ту
ристических связей со странами, на территории 
которых циркулируют штаммы B. pertussis с вы
сокой резистентностью к макролидам, пред
ставляется необходимым провести мониторинг 
антибиотикочувствительности изолятов B. per tus-
sis в Российской Федерации.

Цель исследования – изучить антибиотико
чувствительность циркулирующих на территории 
России штаммов возбудителя коклюша к эритро
мицину и азитромицину. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 

165 штам мов B. pertussis, выделенных в микро
биологических лабораториях лечебнопрофилак
тических организаций и Федеральных бюджетных 
учреждений здравоохранения «Центр гигиены и эпи
демиологии» в субъектах Российской Федерации, 
которые были присланы в функционирующий 
на базе ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского 
Рос пот ребнадзора Референсцентр по мониторингу 
за возбудителями кори, краснухи, эпидемического 
паротита, коклюша и дифтерии с января 2014 г. 
по июнь 2020 г. Клинические изоляты B. pertussis 
высеяны от пациентов с диагнозом «Коклюш», об
следование которых проводилось с диагностиче
ской целью бактериологическим методом. 

Культивирование штаммов B. pertussis осущест
вляли согласно методическим рекомендациям МР 
3.1.2.007213 «Диагностика коклюша и паракоклю
ша». Исследуемый материал засевали на чашки 
Петри с плотной питательной средой «Бордетелагар» 
(Россия). Посевы инкубировали при температуре 
37 °С в течение 72 ч. Идентификацию микроорга
низмов проводили по культуральноморфологиче
ским, тинкториальным и биохимическим свойствам.
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Антибиотикочувствительность клинических 
изолятов B. pertussis определяли двумя метода
ми: дискодиффузионным и градиентным с помо
щью МИКтеста. В эксперименте использовали 
коммерческие стандартизованные бумажные ди
ски с азитромицином (15 мкг/диск) и с эритро
мицином (15 мкг/диск) «HiMedia Laboratories Pvt. 
Limited» (Индия). Для определения МПК приме
няли коммерческие стандартизованные полоски 
HiCombTM MIC test с градиентом концентраций 
антибиотика той же фирмы: азитромицин – по
лоска «А» с высокими концентрациями препарата 
(диапазон в мкг: 128–0.01; уровни в мкг: 128, 
64, 32, 16, 8, 4, 0.1, 0.01) и полоска «В» с низки
ми концентрациями препарата (диапазон в мкг: 
2 – 0.0001; уровни в мкг: 2, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 
0.005, 0.0001), эритромицин – полоска «А» с высо
кими концентрациями препарата (диапазон в мкг: 
240 – 0.01; уровни в мкг: 240, 120, 60, 30, 10, 5, 
0.1, 0.01) и полоска «В» с низкими концентрация
ми препарата (диапазон в мкг: 4 – 0.001; уровни 
в мкг: 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.01, 0.001). В про
бирку с 0,9% физиологическим раствором вноси
ли исследуемую культуру B. pertussis и готовили 
инокулюм, соответствующий по плотности 0,5 по 
стандарту МакФарланда. Полученную суспензию 
наносили зондом из полистирола с вискозным 
тампоном «COPAN» (Италия) на поверхность плот
ной питательной среды «Бордетелагар» (Россия) 
с добавлением 10% крови крупного рогатого ско
та, тщательно втирая штриховыми движениями. 
Аппликацию дисков проводили с помощью сте
рильного пинцета. Чашки Петри термостатирова
ли при температуре 37 °С в течение 7 суток [12]. 
Диаметр зон задержки роста измеряли через 3, 
5 и 7 дней инкубации штангенциркулем с точно
стью до 1 мм. При постановке МИК теста при
готовление чашек Петри с плотной питательной 
средой и инокуляцию бактериальной суспензии 
осуществляли описанным выше способом. После 
полного впитывания инокулюма в агар на его по
верхность помещали два вида полосок: тип «А» 
и тип «В». Затем термостатировали при темпера
туре 37 °С в течение 72 ч. Результаты, получен
ные в ходе постановки МИК теста, анализировали 
с расчетом показателя МПК

50
. В исследованиях 

по оценке антибиотикочувствительности в каче
стве контрольных использовали следующие ти
повые штаммы: Bordetella pertussis ATCC 9797, 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 и Haemophilus 
influenzae ATCC 49247.

Выделение хромосомной ДНК из бактериаль
ных клеток проводили кипячением, используя 
72часовую культуру B. pertussis. В 150 мкл де
ионизованной воды суспензировали полную ми
кробиологическую петлю культуры. Полученную 
суспензию инкубировали 20 мин при 95 °С, после 
чего осаждали центрифугированием при 9600 g 
в течение 5 мин. Выделенную ДНК хранили в замо
роженном виде при минус 20 °С.

Амплификацию фрагментов гена 23S rRNA проводили 
согласно опубликованному протоколу [2] с использова
нием праймеров 1907U (5’TTCCTTGTCGGGTAAGTTCC3’) 
и 2408L (5’GCGGTATCAGCCTGTTATCC3’). Детекцию 
продуктов амплификации осуществляли методом 
горизонтального электрофореза в агарозном геле 
в 50x ТАЕбуфере в камере «SUBCELL® GT» (США) 
с применением источника питания «Power Supply 
Model 2002/2.0» (США). Продукты ПЦР смешива
ли с 6x «DNA Loading Dye» (США) и 10000x «SYBR 
Green I» (Германия), после чего образцы помещали 
в лунки 1,5% агарозного геля. Электрофорез про
водили при напряжении 160 V в течение 60 мин. 
Продукты амплификации визуализировали с помо
щью гельдокументирующей системы «QuantumST4
1100/26M» (Франция). Секвенирование продуктов 
ПЦР размером 521 п.н., фланкированных прайме
рами 1907U и 2408L, проводили на базе компании 
«Евроген» (Россия).

Постановку ПЦР с последующим анализом по
лиморфизма длины рестрикционных фрагментов 
(ПЦРПДРФ) осуществляли, следуя опубликованно
му протоколу [2], в соответствии с которым про
дукты амплификации длиной 521 п.н., полученные 
в ПЦР при использовании праймеров 1907U 
и 2408L, расщепляли при помощи эндонуклеазы 
рестрикции BbsI фирмы «Thermo Fisher Scientific» 
(США), после чего с целью детекции результатов 
проводили электрофорез в 2% агарозном геле 
при условиях, указанных ранее.

Мультиплексную аллельспецифическую ПЦР 
(МАСПЦР) выполняли согласно опубликованно
му протоколу [5] с использованием праймеров FP 
(5’GTGATGGGGTGCAAGCTCTT3’),  RP (5’TCTGGCGACTCGGTTCTGC3’),  
MP (5’ATCTACCCGCGGCTAGACAG3’), WP (5’ATCTACCCGCGGCTAGACAGA3’).  
Детекцию продуктов амплификации осуществляли 
методом, описанным выше.

Результаты и обсуждение
Макролиды во всем мире используются для 

лечения и профилактики коклюша более 50 лет. 
Препаратами выбора являются эритромицин 
и азитромицин [6]. Первый случай выявления ре
зистентного к эритромицину штамма B. pertussis 
зарегистрирован в Юме (штат Аризона) в 1994 г. 
[7]. В последующем резистентные штаммы воз
будителя коклюша выделены в других регио
нах США, Франции, Таиланде, Иране и Вьетнаме 
[2,5,8, 9–12]. По данным исследователей из Китая 
[13–17], клинические изоляты B. pertussis, цирку
лировавшие в 1970х и в 2000–2008 гг., были чув
ствительны к макролидам, в то время как 91,9% 
штаммов, выделенных в 2013–2014 гг., оказа
лись устойчивыми к этим антибиотикам (МПК > 
256 мкг/мл). Такой высокий уровень резистентно
сти клинических изолятов в Китае объясняется ши
роким использованием азитромицина для лечения 
инфекций верхних и нижних дыхательных путей, 
которое привело к «эндемичному» распростра
нению мутации в последовательности 23S rRNA 
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[17]. При этом во многих странах мира штаммы 
B. pertussis попрежнему чувствительны к эритро
мицину, например, в Великобритании, Австралии, 
Японии, Румынии, Канаде, Чехии, на Тайване, 
а также в некоторых регионах США [18–26].

Нами проведен скрининг антибиотикочувстви
тельности клинических изолятов B. pertussis, цир
кулирующих на территории России в 2014–2020 гг. 
Чувствительность к эритромицину и азитромици
ну изучена у 165 штаммов, выделенных от боль
ных коклюшем в различных регионах Российской 
Федерации: Москве, Челябинской, Новосибирской, 
Свердловской, Воронежской, Ульяновской об
ластях, Пермском и Хабаровском краях, Ханты
Мансийском округе – Югре. Возрастная структура 
лиц, от которых были высеяны штаммы B. pertussis, 
представлена следующим образом: дети в возрас
те до 1 года – 15 чел. (9,1%), дети в возрасте от 1 
до 3 лет – 34 чел. (20,6%), дети 4–6 лет – 18 чел. 
(10,9%), дети 7–17 лет – 89 чел. (53,9%), взрос
лые – 9 чел. (5,5%).

В ходе эксперимента по определению чув
ствительности штаммов B. pertussis к антибак
териальным препаратам группы макролидов 
дискодиффузионным методом было установлено, 
что диаметр зоны задержки роста к эритромици
ну у исследуемых изолятов варьировал в преде
лах 25–62 мм (нижний квартиль 38 мм, медиана 
44 мм, верхний квартиль 48 мм). При этом диаметр 
зоны задержки роста к азитромицину у изучаемых 
штаммов колебался в пределах 22–80 мм (нижний 
квартиль 44 мм, медиана 50 мм, верхний квартиль 
56 мм) (табл. 1).

До настоящего времени критерии оценки анти
биотикочувствительности непосредственно штаммов  

B. pertussis к макролидам не разработаны 
ни Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI), ни European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Test (EUCAST) [27,28]. Поэтому на эта
пе интерпретации результатов мы ориентирова
лись на работы зарубежных авторов, которые 
проводят скрининговые исследования антибио
тикочувствительности циркулирующих штаммов 
B. pertussis [2,7–9,12,29,30]. Согласно опублико
ванным протоколам [2,7,8,29], наличие зоны за
держки роста диаметром ≥ 42 мм после 7 дней 
инкубации свидетельствует о чувствительности 
изучаемого штамма к эритромицину и азитроми
цину. На основании вышеуказанного критерия 
было установлено, что среди исследованных кли
нических изолятов 57 (34,5%) штаммов B. pertussis 
оказались резистентными к эритромицину и 23 
(13,9%) штамма – к азитромицину. Также опреде
лено, что все штаммы B. pertussis, вошедшие в экс
перимент, проявляли гомозиготный фенотип.

Нами проанализирована антибиотикочувстви
тельность изолятов B. pertussis к эритромицину 
и азитромицину в течение исследуемого периода 
(табл. 1). Установлено, что диаметр зоны задержки 
роста у штаммов B. pertussis с 2014 г. по 2020 г. 
колебался в одних и тех же пределах с незначи
тельными отклонениями.

Далее нами проведено исследование по уста
новлению МПК эритромицина и азитромицина 
для клинических изолятов B. pertussis с помощью 
МИКтеста. В эксперимент включены штаммы, у ко
торых при определении чувствительности к выше 
указанным антибактериальным препаратам дис
кодиффузионным методом была зафиксирована 
зона задержки роста диаметром < 42 мм. В группу 

Таблица 1. Результаты определения чувствительности штаммов B. pertussis, выделенных на территории России, 
к эритромицину и азитромицину диско-диффузионным методом
Table 1. The results of determination the sensitivity of B. pertussis strains isolated in Russia to erythromycin and 
azithromycin by disk diffusion method

Год
Year

Число 
штаммов
Number 

of strains

Диаметр зоны задержки роста 
к эритромицину  у штаммов B. pertussis, мм

Disk diffusion zone diameters 
for erythromycin in the studied B. pertussis 

strains, mm

Диаметр зоны задержки роста 
к азитромицину 

 у штаммов B. pertussis, мм
Disk diffusion zone diameters for azithromycin 

in the studied B. pertussis strains, mm

Интервал
значений

Range 
of values

Q1 Me Q3

Интервал
значений

Range 
of values

Q1 Me Q3

2014 9 43–54 48 49 52 44–60 50 51 55

2015 8 38–48 39 42,5 44 42 – 60 43,5 44,5 51,2

2016 26 25 - 54 34 40,5 46 22 – 62 42 45,5 51

2017 28 26–50 35 39 44 34–60 40,5 43,5 48,2

2018 41 29–58 39 45 47 33–71 44 50 55

2019 14 41–62 42 45 51 42–80 48 53 60

2020 39 29–58 42 45 50 40–70 49,5 56 61,5

2014 – 2020 165 25–62 38 44 48 22–80 44 50 56
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сравнения вошли изоляты B. pertussis, относящие
ся по результатам предыдущего исследования к ка
тегории чувствительных. Значение МПК равное 
0,12 мкг/мл, рассматривалось в качестве поро
гового значения (cutoff) для антибиотикочувстви
тельности штаммов [2,7,8,12,29,30] (рис. 1).

МПК эритромицина и МПК азитромицина для 
изученных клинических изолятов B. pertussis на
ходились в пределах 0,01–0,001 мкг/мл и 0,01–
0,0001 мкг/мл соответственно, и, согласно 
опубликованным протоколам [2,7,8,12,29,30], все 
исследованные штаммы оказались чувствительны
ми к этим антибиотикам (табл. 2).

Для 32 (56,1%) штаммов B. pertussis, которые 
имели зону задержки роста диаметром < 42 мм, 
МПК эритромицина составила 0,01 мкг/мл, а для 
25 (43,9%) штаммов – 0,001 мкг/мл. Для вошед
ших в группу сравнения 31 штаммов B. pertussis, 
которые имели зону задержки роста диаметром 
≥ 42 мм, были получены противоположные резуль
таты. Для большинства (23, 71,3%) таких штам
мов МПК эритромицина была 0,001 мкг/мл и для 
8 (28,1%) штаммов – 0,01 мкг/мл. В отношении 
азитромицина для изолятов B. pertussis, которые 
имели зону задержки роста диаметром < 42 мм, зна
чения МПК распределились следующим образом: 
для 1 (4,3%) штамма МПК составила 0,01 мкг/мл,  
для 9 (39,1%) – 0,005 мкг/мл и для 13 (56,5%) – 
0,0001 мкг/мл. Также в качестве сравнения 
были изучены МПК азитромицина для 48 штам
мов B. pertussis, которые имели зону задержки 
роста диаметром ≥ 42 мм, и получены противо
положные результаты. Так, для большинства (34, 

Рисунок 1. Определение значений МПК эритромицина (А) и азитромицина (Б), задерживающей видимый рост 
бактериальных культур B. pertussis, градиентным методом с помощью МИК теста
Figure 1. Determination of MIC values of erythromycin (A) and MIC values of azithromycin (B) for the studied B. pertussis 
strains using the MIC test

А Б

71,3%) таких штаммов МПК азитромицина со
ставила 0,0001 мкг/мл, для 10 (23,8%) штам
мов – 0,005 мкг/мл и для 4 (4,9%) – 0,01 мкг/мл. 
При расчете МПК

50
 эритромицина и МПК

50 
ази

тромицина для изученных штаммов B. pertussis 
были установлены значения равные 0,006 мкг/мл 
и 0,0059 мкг/мл соответственно.

Также проведен анализ динамики значений 
МПК макролидов в течение исследуемого периода 
для клинических изолятов B. pertussis. Выявлено, 
что значения МПК эритромицина сохранялись 
практически на одинаковом уровне (табл. 3). 
При этом отмечается незначительная тенденция 
роста МПК азитромицина с 0,001 мкг/мл в 2014 г. 
до 0,004 мкг/мл в 2020 г. (см. табл. 3).

Аналогичные исследования, проведенные в дру
гих странах (США, Великобритании, Австралии, 
Китае) [8,16,19,24,29], продемонстрировали более 
выраженную динамику снижения чувствительности 
циркулирующих штаммов B. pertussis к эритроми
цину и азитромицину (табл. 4).

Высокий уровень резистентности к эритро
мицину у клинических изолятов B. pertussis объ
ясняется наличием мутации в позиции A2047G 
последовательности 23S rRNA [2,10,15–17]. 
При этом у резистентного штамма B. pertussis, вы
деленного в Иране [9], не были обнаружены му
тации в гене 23S rRNA, что, по мнению авторов, 
свидетельствует о возможном наличии других мо
лекулярных механизмов резистентности.

С целью выявления мутации А2047G в гене 
23S rRNA у изолятов B. pertussis, которые имели 
зону задержки роста диаметром < 42 мм, нами 
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Таблица 2. Результаты определения значений МПК эритромицина и МПК азитромицина для штаммов B. pertussis 
градиентным методом с помощью МИК теста
Table 2. The results of determination of MIC values of erythromycin and MIC values of azithromycin for B. pertussis 
strains isolated in Russia using the MIC test

Таблица 3. Значения МПК эритромицина и МПК азитромицина для штаммов B. pertussis, выделенных 
на территории России 
Table 3. MIC values of erythromycin and MIC values of azithromycin for B. pertussis strains isolated in Russia 

Категория резистентных 
к эритромицину штаммов B. pertussis*

Erythromycin-resistant strains of B. pertussis*

Категория чувствительных 
к эритромицину штаммов B. pertussis*

Erythromycin-sensitive strains of B. pertussis*

Всего изучено 
штаммов

Total strains 
studied

Установленные значения 
МПК эритромицина 

для изученных штаммов
MIC values of erythromycin for the 

studied strains

Всего изучено 
штаммов

Total strains 
studied

Установленные значения 
МПК эритромицина 

для изученных штаммов
MIC values of erythromycin for the 

studied strains

0,01
мкг/мл
mcg/ml

0,001
мкг/мл
mcg/ml

0,01
мкг/мл
mcg/ml

0,001
мкг/мл
mcg/ml

57 32 25 31 8 23

Категория резистентных 
к азитромицину штаммов B. pertussis*

Azithromycin-resistant strains of B. pertussis*

Категория чувствительных 
к азитромицину штаммов B. pertussis*

Azithromycin-sensitive strains of B. pertussis*

Всего 
изучено 

штаммов
Total strains 

studied

Установленные значения 
МПК азитромицина 

для изученных штаммов
MIC values of azithromycin 

for the studied strains

Всего 
изучено 

штаммов
Total strains 

studied

Установленные значения 
МПК азитромицина 

для изученных штаммов 
MIC values of azithromycin 

for the studied strains

0,01 мкг/мл
mcg/ml

0,005
мкг/мл
mcg/ml

0,0001
мкг/мл
mcg/ml

0,01
мкг/мл
mcg/ml

0,005
мкг/мл
mcg/ml

0,0001
мкг/мл
mcg/ml

23 1 9 13 48 4 10 34

Примечание: *результаты получены в ходе исследования по определению чувствительности штаммов B. pertussis к антибактериальным 
препаратам группы макролидов диско-диффузионным методом
Note: *the results were obtained in the course of a study to determine the sensitivity of B. pertussis strains to antibacterial drugs of the macrolide 
group by the disk diffusion method

Примечание: *выделенные в 2014 г. штаммы B. pertussis исключены из эксперимента, так как у всех 9 изолятов на этапе определения чув-
ствительности к эритромицину и азитромицину диско-диффузионным методом была зафиксирована зона задержки роста диаметром ≥ 42 
мм (см. табл. 1)
Note: *strains of B. pertussis isolated in 2014 were excluded from the experiment, since in all 9 isolates were considered as susceptible to 
erythromycin and azithromycin by the disk diffusion method (table 1)

Год
Year

МПК эритромицина 
для штаммов B. pertussis, мкг/мл

MIC value of erythromycin 
for B. pertussis strains, mcg/ml

МПК азитромицина 
для штаммов B. pertussis, мкг/мл

MIC value of azithromycin 
for B. pertussis strains, mcg/ml

Число изученных 
штаммов

Number of strains 
studied

Среднее 
арифметическое

Arithmetic 
mean

Число изученных 
штаммов

Number of strains 
studied

Среднее
Арифметическое

Arithmetic 
mean

2014 –* –* –* –*

2015 5 0,005 5 0,001

2016 17 0,004 12 0,002

2017 22 0,007 19 0,002

2018 23 0,005 18 0,004

2019 13 0,003 13 0,0005

2020 8 0,006 4 0,004

2014 – 2020 88 0,005 71 0,002
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проведена амплификация и секвенирование фраг
мента этого гена длиной 521 п.н. Полученные 
последовательности были сопоставлены с опубли
кованной в GenBank последовательностью рези
стентного штамма B. pertussis (X68323). У всех 
изученных клинических изолятов мутации в пози
ции A2047G последовательности 23S rRNA не об
наружено.

В качестве дополнительного метода был ис
пользован ПЦРПДРФ, основанный на том, что 

замена в A2047G у устойчивых к эритромицину 
изолятов B. pertussis приводит к добавлению сай-
та рестрикции BbsI. В результате исследования 
у контрольного эритромицинустойчивого штам
ма B. pertussis получили ожидаемые продукты 
в 128 п.н. и 393 п.н., что свидетельствует о нали
чии мутации в позиции A2047G. У всех изученных 
клинических изолятов B. pertussis после ПЦРПДРФ 
был выявлен фрагмент в 521 п.н. Это свиде
тельствует о том, что расщепление нуклеиновой 

Таблица 4. Динамика изменения значений МПК макролидов для штаммов B. pertussis в некоторых странах мира
Table 4. Dynamics of changes in MIC values of macrolides for B. pertussis strains in some countries of the world

Страны мира
Countries of the world

МПК макролидов, мкг/мл
MIC values of macrolides, mcg/ml

1960–1989 гг. 1990–2000 гг. 2005 - 2019 гг.

Великобритания [19]
United Kingdom – ≤ 0,064 ≤ 0,125

Китай [16]
China 0,064–0,25 0,047–0,125 0,064 – ≥ 256

США [8,20,29]
USA ≤ 0,06 ≤ 0,016–0,094 ≤ 0,016–0,19

Тайвань [26]
Taiwan – – ≤ 0,016

Австралия [24]
Australia ≤ 0,032 ≤ 0,032 ≤ 0,047

Япония [21]
Japan – – ≤ 0,023

Чехия [22]
Czech Republic 0,03–0,125 0,06–0,125 0,06–0,125

Рисунок 2. Фореграмма результатов МАС-ПЦР
Figure 2. Electropherogram of PCR-RFLP results

Примечание: М – маркер молекулярных весов ДНК GeneRuler 50 bp DNA Ladder; 1–3 – штаммы B. pertussis, выделенные от пациентов 
при обследовании с диагностической целью; 4 – отрицательный контроль амплификации (ПЦР-смесь)
Note: М – GeneRuler 50 bp DNA Ladder; 1–3 – B. pertussis strains isolated from patients; 4 – negative amplification control
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кислоты рестриктазой BbsI не произошло и, следо
вательно, отсутствует данная мутация (рис. 2).

В качестве альтернативного метода для выявле
ния мутации A2047G в гене 23S rRNA нами прове
дена МАСПЦР с двумя парами праймеров: FPRP 
и MPRP; FPRP и WPRP. Праймер МР комплемен
тарен 2047G последовательности 23S rRNA, что 
характерно для нуклеотидной последовательности 
резистентного к эритромицину штамма B. pertussis, 
в то время как праймер WP комплементарен 
A2047 последовательности 23S rRNA, что присуще 
нуклеотидной последовательности чувствительного 
к эритромицину штамма B. pertussis. При постанов
ке МАСПЦР с парами праймеров FPRP и MPRP 
(рис. 3) у чувствительных штаммов B. pertussis вы
является только один фрагмент длиной 286 п.н., 
при этом у резистентных штаммов с мутацией в по
зиции А2047G дополнительно идентифицируется 
фрагмент размером 121 п.н. При проведении МАС
ПЦР с парами праймеров FPRP и WPRP (рис. 3) 
у чувствительных штаммов идентифицируются два 
фрагмента длиной 286 п.н. и 121 п.н., а у рези
стентных штаммов – один фрагмент размером 

286 п.н. Выполненное исследование показало, что 
у всех изученных штаммов B. pertussis отсутствует 
мутация в данной позиции.

Выводы
Проведенное исследование показало, что в на

стоящее время штаммы B. рertussis, выделенные 
в России, сохраняют свою чувствительность in vitro 
к эритромицину и азитромицину. Все изученные 
клинические изоляты проявляли гомозиготный фе
нотип с отсутствием мутации в позиции А2047G 
последовательности 23S rRNA. Однако можно гово
рить о том, что намечается тенденция к снижению 
чувствительности in vitro циркулирующих штаммов 
B. рertussis к азитромицину.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что необходимо определить критерии оценки ан
тибиотикочувствительности штаммов B. pertussis 
с помощью дискодиффузионного метода и исполь
зовать его только в качестве скринингового ме
тода при мониторинге за возбудителем коклюша 
с обязательной последующей оценкой МПК анти
биотиков.

Рисунок 3. Фореграмма результатов МАС-ПЦР с праймерами FP-RP и MP-RP (А) и FP-RP и WP-RP (Б)
Figure 3. Electropherogram of MAS-PCR results with primers FP-RP and MP-RP (A) and FP-RP and WP-RP (B)

Примечание: М – маркер молекулярных весов ДНК GeneRuler 100 bp DNA Ladder; 1 – 4 – штаммы B. pertussis, выделенные от пациентов 
при обследовании с диагностической целью; 5 – отрицательный контроль амплификации (ПЦР-смесь); 6 – положительный контроль ампли-
фикации (ДНК типового штамма B. pertussis № 143, чувствительного к антимикробным препаратам группы макролидов); 7 – положительный 
контроль амплификации (ДНК типового штамма B. pertussis ATCC 9797, резистентного к антимикробным препаратам группы макролидов)
Note: М – GeneRuler 100 bp DNA Ladder; 1 – 4 – B. pertussis strains isolated from patients; 5 – negative amplification control; 6 – positive 
amplification control (DNA of macrolide-sensitive strain of B. pertussis № 143); 7 – positive amplification control (DNA of macrolide-resistant strain 
of B. pertussis ATCC 9797)
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