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Резюме
Цель: выявить и оценить распространенность 

B. holmesii среди больных, госпитализированных в ста-
ционар с подозрением на коклюш и коклюшеподобные 
заболевания. 

Материалы и методы. Исследовано 424 пробы клини-
ческого материала от больных с подозрением на коклюш 
и коклюшеподобные заболевания, госпитализированных 
в Инфекционную клиническую больницу № 1 в 2017–
2018 гг. Выявление фрагментов генома бордетелл осу-
ществляли в ПЦР-РВ с «АмплиСенс® Bordetella multi-FL». 
Для идентификации фрагментов генома B. holmesii ис-
пользовали ПЦР-РВ с праймерами IS481, IS1001 и hIS1001. 

Результаты. В исследование включено 424 пациен-
та, из них 57,6% детей до 1 года, 42,3% детей стар-
ше 1 года и 2,6% взрослых. При использовании тест-
системы обнаружено 60,4% образцов, содержащих 
ДНК B. pertussis; 1,9% образцов – ДНК B. parapertussis; в 
34,9% образцов получен отрицательный и в 2,8% – со-
мнительный результаты. Исследование 424 образцов в 
ПЦР-РВ с помощью IS481, IS1001 и hIS1001 праймеров по-
казало, что 61,1% образцов содержали ДНК B. pertussis; 
0,7% образцов – ДНК В. parapertussis и 3,8% образцов – 
ДНК B. holmesii. В 143 образцах результат был отрица-
тельным. Из 16 ДНК B. holmesii, 9 образцов ранее были 
отрицательными, в 2 образцах – сомнительный резуль-
тат и 1 образец был ранее идентифицирован как ДНК B. 
parapertussis, в 4 образцах обнаружена ДНК B. pertussis и 
B. holmesii. 

Заключение. Исследование свидетельствует о цир-
куляции B. holmesii на территории России, что под-

Abstract
Purpose. To reveal and estimate prevalence of B. holmesii 

among the patients hospitalized with suspicion pertussis and 
pertussis-like illnesses. 

Materials and methods. 424 clinical samples received 
from patients with of pertussis and pertussis-like illnesses in 
GBUZ IKB № 1 DZM in 2017–2018 are investigated. Identi-
fication of fragments of a genome of Bordetella was carried 
out in PCR-RT with “Amplisens® Bordetella multi-FL”. For 
identification of fragments of a genome of B. holmesii used 
PCR-RT with primers of IS481, IS1001 and hIS1001. 

Results. The research included 424 patients, from them 
56,1% of children aged till 1 year, 41,3% of children – are 
more senior than 1 year and 2,6% of adults. When using test 
system 60,4% of the samples containing DNA of B. pertus-
sis are revealed; 1,9% of samples – DNA of B. parapertussis; 
in 34,9% of samples it is received negative and in 2,8% – 
doubtful results. The research of 424 samples in PCR-RT by 
means of IS481, IS1001 and hIS1001 primers showed that 
61,1% of samples contained DNA of B. pertussis; 0,7% of 
samples – DNA of B. parapertussis and 3,8% of samples – 
DNA of B. holmesii. In 143 samples the result was negative. 
From 16 DNA of B. holmesii – positive samples, 9 samples 
were negative in test system earlier, in 2 samples – the doubt-
ful result, 1 sample was earlier identified as DNA of B. parap-
ertussis and in 4 samples DNA of B. pertussis and B. holmesii 
are found. 

Conclusion. The research demonstrates circulation of 
B. holmesii in the territory of Russia that is confirmed by 
identification of positive samples in 3,8% of cases among the 
sick children and adults hospitalized in a hospital with suspi-
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с коклюшеподобными симптомами значительно 
возросло. 

За последние пять лет случаи коклюшеподобного 
заболевания, этиологическим агентом которых была 
B. holmesii, зарегистрированы на территории Ав-
стралии, Северной и Южной Америки, Азии, Афри-
ки и Европы [5–18]. Так, у 20% взрослых и подрост-
ков, проживающих во Франции, коклюшеподобное 
заболевание вызвано инфицированием B. holmesii 
[8]. Наибольшее число заболевших зарегистриро-
вано в 2010 г. в США, штат Огайо [5], где примерно 
у трети обследованных взрослых и детей от 11 до 
18 лет выделена B. holmesii. В Испании у пациентов 
с лабораторно подтвержденным коклюшем в тече-
ние 2013–2016 гг. [14] обнаружено 4,1% респиратор-
ных образцов, которые были положительными на 
B. holmesii, причем количество положительных слу-
чаев заражения B. holmesii удвоилось с 3,9% в 2015 г. 
до 8,8% в 2016 г. В Марокко описаны случаи выде-
ления B. holmesii в семейных очагах у младенцев и 
их матерей, в Японии – у детей, посещающих одно 
образовательное учреждение, что свидетельствует о 
возможности высокого риска передачи возбудителя 
от человека к человеку [6, 17]. В некоторых странах, 
например Нидерландах, ранее B. holmesii не выде-
лялась, в то время как в последних данных также за-
регистрирована циркуляция этого возбудителя [12]. 
В то же время при проведении аналогичных исследо-
ваний в Финляндии и Дании в клиническом матери-
але от пациентов с коклюшеподобными симптомами 
B. holmesii не выделялась [21]. По мнению зарубеж-
ных авторов, респираторная инфекция, связанная 
с B. holmesii, часто ошибочно идентифицируется как 
коклюш с выделением B. pertussis. Однако, несмотря 
на то, что не сообщалось о смертельных случаях за-
болевания B. holmesii, инвазивные инфекции, свя-
занные с этим возбудителем, могут вызывать суще-
ственную патологию даже у ранее здоровых людей 
[13, 15, 20, 22].

Bordetella spp. можно идентифицировать с по-
мощью бактериологического и молекулярно-гене-
тического методов [23]. В бактериологическом ме-
тоде при выделении культуры бордетелл широко 
используется цефалексин, который добавляется 

Введение

Коклюш – воздушно-капельная инфекция, 
вызываемая бактериями Bordetella pertussis и со-
провождающаяся характерным клиническим те-
чением со спазматическим кашлем. Это инфек-
ционное заболевание может тяжело протекать у 
детей раннего возраста и иметь затяжное течение 
у взрослых [1–4]. Самым эффективным методом 
профилактики и контроля за коклюшем является 
массовая (или поголовная) иммунизация детского 
населения, однако количество случаев коклюша в 
странах с высоким уровнем охвата профилакти-
ческими прививками с каждым годом увеличива-
ется (http://www.who.int/immunization/diseases/
pertussis/en/).

Известно, что к роду Bordetella относятся и 
другие виды, которые могут вызывать коклюше-
подобные заболевания [1]. К таким видам отно-
сятся Bordetella parapertussis, которая вызывает 
заболевание, по клинической картине сходное 
с коклюшем, но протекающее в легкой форме и 
реже вызывающее развитие осложнений, а также 
Bordetella bronchiseptica, являющаяся причиной 
заболевания, протекающего с поражением респи-
раторного тракта с клиникой ОРВИ с приступами 
сухого кашля, усиливающегося перед сном. 

В последние годы в зарубежной литературе 
появилось значительное количество публикаций, 
свидетельствующих об увеличении циркуляции 
среди населения штаммов B. holmesii [5–18]. 

B. holmesii является мелкой грам-отрицательной 
палочкой, которая впервые была выделена в лабо-
ратории Центра по контролю и профилактике за-
болеваний США (Centers for Disease Control and 
Prevention, CDC) в 1995 г. Этот микроорганизм яв-
ляется медленнорастущим строгим аэробом [19]. 
Изначально выделение B. holmesii ассоциирова-
лось с септицемией, эндокардитом, пневмонией 
чаще у имуннокомпрометированных лиц (пациен-
ты со спленэктомией, серповидноклеточной ане-
мией) [20]. Первый случай выделения B. holmesii у 
пациента с коклюшеподобным заболеванием опи-
сан в 1999 г. [15], и до настоящего времени число 
случаев выделения этого возбудителя у пациентов 

тверждается выявлением положительных образцов в 
3,8% случаев среди больных детей и взрослых, госпита-
лизированных в стационар с подозрением на коклюш и 
коклюшеподобные заболевания. Для повышения эффек-
тивности лабораторного подтверждения клиническо-
го диагноза коклюша и коклюшеподобных заболеваний 
рекомендуется совершенствовать генодиагностику 
коклюшной инфекции с учетом идентификации ДНК 
B. holmesii.

Ключевые слова: коклюш, B. pertussis, B. holmesii, 
ПЦР-РТ, пациенты, возраст.

cion of pertussis and pertussis-like illnesses. For increase in 
efficiency of laboratory confirmation of the clinical diagnosis 
of pertussis and pertussis-like illnesses the genodiagnostic of 
a pertussis is recommended to improve taking into account 
identification DNA of B. holmesii.

Key words: whooping cough, B. pertussis, B. holmesii, 
PCR-RT, patients, age.



Оригинальное исследование

ЖУРНАЛ ИНФЕКТОЛОГИИ          Том 11, № 2, 2019 47

также случаи ко-инфекции при сочетанном выде-
лении двух возбудителей – B. holmesii и B. pertus-
sis, что приводит к усилению тяжести заболевания 
[5, 9, 10, 14, 16]. Случаи распространенности ко-
инфекции, обусловленной выделением двух воз-
будителей – B. pertussis и B. holmesii, отмечаются 
в Румынии, США, Чили и Аргентине. В настоящее 
время отсутствуют данные о распространенности 
B. holmesii на территории России.

Цель исследования – выявить и оценить рас-
пространенность B. holmesii среди больных, госпи-
тализированных в стационар с подозрением на ко-
клюш и коклюшеподобные заболевания. 

Материалы и методы 

Исследовано 424 пробы клинического мате-
риала, полученных от больных с подозрением на 
коклюш и коклюшеподобные заболевания, госпи-
тализированных в Инфекционную клиническую 
больницу № 1 (ИКБ № 1) в течение 2017–2018 гг.

Клинический материал от больных брали двумя 
сухими стерильными одноразовыми зондами-там-
понами (COPAN, Италия) с задней стенки ротоглот-
ки. Доставку и подготовку биологического матери-
ала к исследованию осуществляли в соответствии с 
методическими рекомендациями МР 3.1.2.0072-13 
«Диагностика коклюша и паракоклюша». 

Экстракцию ДНК из клинического материала 
осуществляли с помощью коммерческого набора 
«РИБО-преп» (ООО «НекстБио», Москва). Выде-
ленная из клинических образцов ДНК хранилась 
при – 20°С.

Выявление и дифференциацию специфичес-
ких фрагментов генома возбудителей коклюша, 
паракоклюша и бронхисептикоза в клиническом 
материале осуществляли методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией продуктов амплификации с использо-
ванием набора реагентов «АмплиСенс® Bordetella 
multi-FL» / «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 F 
(ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Москва) в со-
ответствии с инструкцией по его применению. 

Для идентификации фрагментов генома 
B. holmesii использовали ПЦР в режиме реального 
времени с праймерами, фланкирующими области 
IS481, IS1001 и hIS1001, согласно опубликованным 
последовательностям [11, 13]. Праймеры были 
синтезированы в ЗАО «Евроген» (Москва, Россия) 
(http://evrogen.ru/). Реакционная смесь в объеме 
содержала Platinum Quantitative PRC SuperMix-
UDG (Invitrogen, Lifetechnology, США). ПЦР в ре-
жиме реального времени проведена согласно опу-
бликованным протоколам [11, 13]. Амплификацию 
и интерпретацию результатов проводили с помо-
щью прибора Rotor-Gene Q 5 plex HRM (QIAGEN 

в питательную среду с целью ингибирования со-
путствующей флоры. Однако было показано, что 
цефалексин оказывает ингибирующее действие на 
рост B. holmesii, что, возможно, объясняет, почему 
большинство лабораторий не могли идентифици-
ровать B. holmesii в образцах пациентов до 2000 г. 
[24]. Последующие исследования показали, что в 
культуральную среду вместо цефалексина предпо-
чтительно добавление метициллина или оксацилли-
на [25]. Однако, наряду с этим, большое количес тво 
трудностей возникают на преаналитическом этапе 
взятия и доставки патологического материала на 
коклюш. Поэтому, по мнению зарубежных иссле-
дователей, несомненно приоритетным направлени-
ем в совершенствовании диагностики инфекции, 
вызванной представителями рода Bordetella, явля-
ется разработка амплификационных технологий, в 
том числе в реальном времени. 

Однако трудности диагностики инфекции, выз-
ванной B. holmesii, связаны и с наличием близко-
родственных геномов между B. holmesii и B. pertus-
sis, и, как результат, случаи, вызванные B. holmesii, 
докладываются как B.pertussis-положительные 
[7, 11, 13, 14, 18]. Согласно данным секвенирова-
ния, геном B. holmesii содержит гены, кодирую-
щие факторы вирулентности, аналогичные фак-
торам B. pertussis [26]. Большинство ПЦР-тестов 
основаны на обнаружении последовательностей 
вставки (IS), присутствующих в нескольких копи-
ях на один геном, что повышает чувствительность 
ПЦР-тестов. Вставка IS481 является мишенью для 
обнаружения B. pertussis и присутствует в боль-
шом количестве (50–200) копий в его геноме. Тем 
не менее, IS481 не является специфической мише-
нью для B. pertussis, потому что он также встречает-
ся и у других видов Bordetella, включая B. holmesii, 
у которого он представлен 8–10 копиями, что мо-
жет приводить к недооценке этого патогена в диаг-
ностических исследованиях [27, 28]. Поэтому для 
идентификации B. pertussis могут использоваться 
последовательности IS481 и промотора гена ко-
клюшного токсина, для B. parapertussis – IS1001 
и для B. holmesii – hIS1001 [5, 11, 13, 14, 23]. Ре-
троспективное исследование 177 образцов с ис-
пользованием ПЦР в реальном времени показало, 
что ДНК B. holmesii была обнаружена у 20,3% образ-
цов, собранных у подростков и взрослых [5, 8].

Из 24 европейских лабораторий, проводив-
ших скрининговые исследования на выявление 
B. holmesii, лишь одна лаборатория смогла иденти-
фицировать данный патоген [24, 29]. Однако, на-
пример, в США количество лабораторий, коррек-
тно идентифицирующих B. holmesii, постепенно 
увеличивается с 5% до 75% с 2012 г. по 2015 г. [23]. 
В других странах количество таких лабораторий 
растет значительно медленнее – 9% в европейских 
странах и 7% в Австралии [11]. Регистрируются 
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тей 4–6 мес. и 54 (32,6%) – у детей 7–12 мес. У детей 
старше 1 года положительных образцов обнаружено 
у 86 (33,6%) человек, в том числе 57 (66,3%) – у детей 
1 года 1 мес. – 3 лет, 13 (15,1%) – у детей 4–7 лет, 10 
(11,6%) – у детей 8–12 лет и 6 (7%) – у детей стар-
ше 12 лет. В образцах, полученных от взрослых, в 4 
(1,6%) случаях обнаружена ДНК B. pertussis. 

GmbH, Германия). Интерпретацию результатов 
проводили путем оценки по кривым накопления 
флуоресцентного сигнала по каждому из заданных 
для образцов каналов – Green (FAM), Yellow (HEX), 
Red (Cy5). При наличии положительных сигналов 
по каналам Green (FAM) и Red (Cy5) так же, как и у 
контрольного образца ДНК B. holmesii ATCC 51541, 
данные образцы идентифицировались как образ-
цы, содержащие ДНК B. holmesii; при наличии по-
ложительного сигнала по каналу Yellow (HEX), так 
же, как и у контрольного образца ДНК B. paraper-
tussis 38б, такие образцы идентифицировались как 
образцы, содержащие ДНК B. parapertussis; при на-
личии положительного сигнала по каналу Red (Cy5), 
так же, как и у контрольного образца ДНК B. pertus-
sis № 143, такие образцы идентифицировались как 
образцы, содержащие ДНК B. pertussis.

Результаты и обсуждение

Проведенное обследование показало, что среди 
424 больных с подозрением на коклюш и коклю-
шеподобные заболевания 413 (97,4%) составили 
дети и только 11 (2,6%) – взрослые. Из 413 детей 
большинство были в возрасте до 1 года (57,6%), 
в том числе от 0 до 3 мес. – 98 (23,7%), 4–6 мес. – 
65 (15,7%), 7–12 мес. – 75 (18,2%). Детей старше 
1 года было 175 (42,3%), в том числе 1 год 1 мес. – 
3 лет – 98 (23,7%), 4–7 лет – 25 (6,1%), 8–12 лет – 
20 (4,8%), старше 12 лет – 32 (7,7%). 

Диагноз коклюша устанавливался на основа-
нии характерной клинической картины, данных 
лабораторного обследования и оценки эпидемио-
логической ситуации в окружении больного. 

При использовании коммерческой тест-
системы «АмплиСенс® Bordetella multi-FL» обна-
ружено 256 (60,4%) образцов, содержащих ДНК 
B. pertussis; 8 (1,9%) образцов, содержащих ДНК 
B. parapertussis; и 0 образцов, содержащих ДНК 
B. bronchiseptica. В 148 (34,9%) образцах получен 
отрицательный результат и в 12 (2,8%) образцах – 
сомнительный результат.

Среди образцов, содержащих ДНК B. pertussis 
(рис.), больше всего положительных образцов обна-
ружено у детей возрасте до 1 года – 166 (64,8%), в том 
числе 64 (38,5%) – у детей 0–3 мес., 48 (28,9%) – у де-

Рис. Выявление ДНК B. pertussis в клинических 
образцах у больных разных возрастных групп

Таблица 

Результаты исследования клинического материала, полученного при обследовании больных 
с подозрением на коклюш и коклюшеподобные заболевания

Используемые варианты ПЦР-РВ Результат исследования

ДНК B.pertussis ДНК
B. parapertussis

ДНК B. holmesii Отрицательный Сомнительный

«АмплиСенс® Bordetella multi-FL» 256 (60,4%) 8 (1,9%) Не включено в 
тест-систему

148 (34,9%) 12 (12,8%)

ПЦР-РВ с праймерами IS481, IS1001, hIS1001 259 (61,1%) 3 (0,7%) 16 (3,8%) 150 (35,4%) –

Среди образцов, содержащих ДНК B. paraper-
tussis, 3 положительных образца обнаружено у де-
тей 4–7 лет и по одному положительному образ-
цу – у детей 0–3 мес., 4–6 мес., 7–12 мес., 1 года 
1 мес. – 3 лет и 8–12 лет. 

В связи с появлением многочисленных данных 
о выделении B. holmesii у пациентов с коклюше-
подобными заболеваниями ДНК, выделенная из 
клинического материала пациентов, была изучена 
с помощью ПЦР-РВ с праймерами, фланкирующи-
ми области IS481, IS1001 и hIS1001 [11, 13]. Иссле-
дование 424 клинических образцов в ПЦР-РВ с по-
мощью этих праймеров показало, что 259 (61,1%) 
образцов содержали ДНК B. pertussis; 3 (0,7%) 
образца – ДНК В. parapertussis и 16 (3,8%) образ-
цов – ДНК B. holmesii. В 150 клинических образ-
цах результат был отрицательным (табл.). 

Как видно из данных таблицы, сопоставление 
результатов, полученных с помощью коммерчес-
кой тест-системы «АмплиСенс® Bordetella multi-
FL» и ПЦР-РВ с праймерами IS481, IS1001, hIS1001, 
показало, что во всех 256 образцах, которые ранее 
были идентифицированы как содержащие ДНК 
B. pertussis, нами с помощью набора праймеров 
также была обнаружена ДНК этого микроорганиз-
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обходимости усиления внимания к этому микро-
организму как возбудителю коклюшеподобно-
го заболевания. В настоящее время отсутствуют 
четкие рекомендации по лечению респиратор-
ных инфекций, связанных с коклюшем, вызван-
ных B. holmesii. Так, по данным зарубежных ис-
следователей, противомикробное лечение этой 
инфекции малоэффективно, поскольку воспри-
имчивость B. holmesii к макролидам и цефалоспо-
ринам третьего поколения оказалась ниже, чем 
ожидалось [15, 20, 21]. С другой стороны, никаких 
доказательств осложнений или рецидивов у паци-
ентов после лечения азитромицином не наблюда-
лось [14, 21]. 

Также интересным представляются дан-
ные зарубежных исследователей о том, что в 
B. holmesii отсутствует большинство антигенов, 
присутствующих в бесклеточной коклюшной вак-
цине, или продуцируемые ею белки фенотипиче-
ски отличаются от вакцинных [21]. На мышах было 
показано, что как цельная (wP), так и бесклеточная 
(aP) коклюшные вакцины не обеспечивали защиту 
против B. holmesii. Хотя Т-клеточный иммунный 
ответ, индуцированный wP или aP, перекрестно 
реагировал с B. holmesii, антитела, индуцирован-
ные вакцинами, не смогли эффективно связывать-
ся с B. holmesii [30]. 

Таким образом, рост заболеваемости коклю-
шем в странах с высоким уровнем охвата профи-
лактическими прививками может быть связан не 
только с низкой эффективностью коклюшной бес-
клеточной вакцины или ослаблением иммунитета, 
как сообщалось ранее, но и с появлением таких па-
тогенов, как B. holmesii [23, 25, 29].

Заключение 

Проведенное нами исследование свидетель-
ствует о циркуляции B. holmesii на территории 
России, что подтверждается выявлением положи-
тельных образцов в 3,8% случаев среди больных 
детей и взрослых, госпитализированных в стацио-
нар с подозрением на коклюш и коклюшеподоб-
ные заболевания. Необходимо проведение иссле-
дований с целью оценки роли этого возбудителя в 
эпидемическом процессе коклюшной инфекции, 
что должно найти отражение в составлении соот-
ветствующих рекомендаций по вакцинопрофи-
лактике. Для повышения эффективности лабора-
торного подтверждения клинического диагноза 
коклюша и коклюшеподобных заболеваний ре-
комендуется совершенствовать генодиагностику 
коклюшной инфекции с учетом идентификации 
ДНК B. holmesii.
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