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Аннотация. Несмотря на широкий охват вакцинацией детского населения, коклюш остается 
актуальной инфекцией, в последние годы отмечается тенденция к росту заболеваемости при сохране­
нии трехлетней цикличности. Трудности в регистрации случаев заболевания коклюшем объяснимы 
различием подходов к его лабораторной диагностике. Представлен ретроспективный анализ резуль­
татов лабораторного обследования с целью подтверждения диагноза «Коклюш» у 438 стационарных 
и амбулаторных пациентов с характерной клинической картиной в лечебно-профилактических учре­
ждениях Самарской области. Проведен сравнительный анализ одиночного и комбинированного при­
менения методов иммуноферментного анализа и полимеразной цепной реакции, а также преаналити- 
ческого этапа лабораторной диагностики. В группе с комбинированным обследованием зафиксиро­
вана наибольшая доля подтвержденной этиологии Bordetella spp. При исследовании методом имму- 
ноферментного анализа в подавляющем большинстве случаев для подтверждения достаточно изуче­
ния одиночной сыворотки. Возможно увеличение рекомендованных ранее сроков взятия материала 
для лабораторной диагностики коклюшной инфекции методом полимеразной цепной реакции.
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Abstract. Whooping cough remains a relevant infection, despite the high vaccination coverage of the 
child population. In recent years, there has been an upward trend while maintaining a three-year cycle. Reg­
istration of whooping cough cases is complicated by the difference in approaches to its laboratory diagnosis. 
The authors carried out a retrospective analysis of the results of laboratory examinations to confirm the diag­
nosis of whooping cough in 438 persons (n = 438) in medical institutions of the Samara region in inpatients 
and outpatients with a characteristic clinical picture. A comparative analysis of the single and combined ap­
plication of the methods of enzyme immunoassay and polymerase chain reaction, as well as the preanalytical 
stage of laboratory diagnostics, was carried out. The proportion of confirmed etiology of Bordetella spp. is 
the greatest in the group with the combined examination. A single serum study is sufficient to confirm at the 
study by ELISA in the overwhelming majority of cases. It is possible to increase the previously recom­
mended time for taking material for laboratory diagnosis of whooping cough infection by the polymerase 
chain reaction method.

Keywords: whooping cough, laboratory diagnostics, Bordetella spp., Bordetella pertussis, Bordetella 
parapertussis, Bordetella bronchiseptica, immunoglobulins, enzyme immunoassay, polymerase chain reac­
tion, interpretation.
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Введение. Коклюш (МКБ-11: 1C62.0, 1C62.1, 1C62.Y, 1C62.Z) - группа острых антропонозных 
инфекционных заболеваний, передающихся воздушно-капельным путем и характеризующихся спаз­
матическим кашлем, поражением дыхательной, сердечно-сосудистой и нервной систем.

Динамика заболеваемости коклюшем на территории России в последние 10 лет характеризуется 
колебанием показателей. В 2015 г. она составила 4,42 на 100 тыс. населения, в 2016 г. - 5,63, в 2017 г. - 
3,69, соответственно. В 2018 г. был отмечен циклический подъем заболеваемости (7,10 на 100 тыс. насе­
ления), продолжившийся в 2019 г. (9,8 на 100 тыс. населения). В целом по стране около 90 % случаев 
возникновения коклюша приходится на детей до 14 лет [1, 2].

Картина заболеваемости коклюшем на территории Самарской области за тот же период складыва­
ется аналогично: при трехлетней цикличности наблюдается явная тенденция к росту; в 2019 г. показа­
тель заболеваемости увеличился в 2,22 раза по сравнению с предыдущим годом. Более 90 % случаев 
возникновения коклюша приходится на детское население Самарской области [3]. Рост заболеваемости 
наблюдается на фоне высокого охвата населения прививками [4, 5, 6, 7]. Однако по результатам серомо- 
ниторинга поствакцинального иммунитета к коклюшу в Самарской области в 2015-2016 гг. 61 % детей 
3-4 лет не имеют лабораторнодетектируемого гуморального иммунитета. В 2017 г. доля серонегативных 
детей увеличилась на 5,6 % [8].

По данным научных публикаций, имеет место крайне неравномерное распределение заболе­
ваемости по территории страны [9, 10], одной из причин сложившейся ситуации могут быть различ­
ные подходы к лабораторной диагностике коклюша [11, 12]. В последнее десятилетие уровень под­
тверждения диагноза составляет не более 10-20 %. Применение бактериологического метода остает­
ся de jure «золотым стандартом», однако на практике специалисты сталкиваются с проблемой не­
стабильности качества расходных материалов, что существенно снижает чувствительность метода 
[13, 14]. Применяемая ранее реакция агглютинации характеризуется низкой чувствительностью и 
нестандартностью, так как используемые в ней поверхностные агглютинины не являются защитными 
антителами при коклюше, специфичность агглютининов остается невыясненной, а их титры зависят 
от бактериального штамма, используемого в качестве антигена [15]. Рекомендации по применению 
реакции агглютинации для диагностики коклюша в действующих нормативных документах противо­
речивы: в то время как в Методических рекомендациях 3.1.2.0072-13 реакция агглютинации реко­
мендована как метод диагностики [16], в Санитарных правилах 3.1.2.3162-14 она же не рекомендо­
вана для использования в диагностических целях [17]. Современные лабораторные методы - иммуно- 
ферментный анализ (ИФА) и полимеразная цепная реакция (ПЦР) позволяют обеспечить раннюю ди­
агностику коклюша, в том числе атипичные и легкие формы, вне зависимости от возраста и вакциналь­
ного статуса пациентов, что способствует своевременному и адекватному назначению терапии и прове­
дению противоэпидемических мероприятий [9, 12, 18, 19, 20].
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Цель: провести ретроспективный анализ результатов лабораторной диагностики коклюша в 
лечебно-профилактических учреждениях Самарской области у пациентов с характерной картиной 
заболевания методами ПЦР и ИФА за период 2016-2018 гг.

В задачи исследования были включены: оценка вероятности этиологического подтверждения 
при комбинированном и одиночном применении методов ИФА и ПЦР, оценка качества выполнения 
преаналитического этапа лабораторной диагностики коклюша, детализация применения методов ла­
бораторной диагностики данного заболевания и интерпретация результатов.

Материалы и методы исследования. За период 2016-2018 гг. исследованы пробы биомате­
риала от 438 лиц, из них 429 стационарных и амбулаторных пациентов с подозрением и клиническим 
диагнозом «Коклюш», а также 9 лиц, контактных по коклюшу. Из 438 обследуемых пациентов 93 че­
ловека - дети возрастной группы с рождения до 1 года.

Вошедшие в исследование лица были распределены на 3 группы с применением: 1) метода ИФА 
- 269 (61,4 %) пациентов, 2) метода ПЦР - 107 (24,4 %) больных, 3) двумя методами (ИФА+ПЦР) - 
62 (14,2 %) человека.

Кроме того, учитывали соблюдение рекомендованных сроков отбора материала у пациентов, а 
именно: мазки со слизистой ротоглотки и нижнего носового хода, отобранные с первых дней ката­
рального периода до 3-4 недели заболевания на момент обследования методом ПЦР; сыворотки кро­
ви, отобранные первично с 15 по 42 день заболевания. В группу пациентов, у которых был произве­
ден отбор биоматериала в рекомендованные сроки, вошли 159 (36,3 %) человек.

Отсутствие в направительном бланке предполагаемой даты заболевания и информации о сро­
ках взятия материала рассматривалось как несоблюдение сроков отбора биоматериала для исследо­
вания. В эту группу вошли 279 (63,7 %) пациентов, лабораторные показатели которых анализировали 
отдельно, поскольку предполагалось расширение рекомендованных сроков для взятия биоматериала.

Для исследований сывороток методом ИФА использовали наборы реагентов «RIDASCREEN® 
Bordetella» («R-Biopharm AG», Германия) для количественного определения IgG, IgA, IgM к возбуди­
телям коклюша и паракоклюша. Иммуноглобулины IgG определяли только к возбудителям 
Bordetella pertussis. Иммуноглобулины класса A и M устанавливали суммарно к возбудителям 
Bordetella pertussis и Bordetella parapertussis, при этом определение IgM проводили с использованием 
абсорбента «RIDA® RF-Absorbens» («R-Biopharm AG», Германия), позволяющего исключить ложно­
положительные результаты по показателю IgM из-за присутствия в сыворотке крови IgG к 
Bordetella pertussis или ревматоидного фактора. Для оценки количественного содержания использо­
вались автоматические фотометры и программное обеспечение «Ridasoft Win.NET»Version 1.85 («R- 
Biopharm AG», Германия), позволяющее рассчитывать количество IgG, IgA, IgM в образцах 
4-параметрическим методом.

Для оценки наличия Ig к Bordetella spp. использовали критерии, рекомендованные производи­
телем наборов реагентов, поскольку иные не разработаны. Содержание IgG > 18 Ед/мл, 
IgM > 17 Ед/мл и IgA > 26 Ед/мл оценивали как наличие иммуноглобулинов соответствующего клас­
са к возбудителю коклюша. Лабораторным подтверждением Bordetella spp. при использовании 
метода ИФА считали наличие IgM > 17 Ед/мл и/или наличие IgA > 26 Ед/мл в одиночной сыворотке 
или нарастание IgG в парных сыворотках обследуемого в 2 и более раз.

Для исследований мазков использовали «Набор реагентов для выявления и дифференциации 
ДНК возбудителей коклюша (Bordetella pertussis), паракоклюша (Bordetella parapertussis) и бронхи- 
септикоза (Bordetella bronchiseptica) в биоматериале методом ПЦР с гибридизационно­
флуоресцентной детекцией «АмплиСенс® Bordetella multi-FL» («ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос­
потребнадзора», Россия) для 4 и более канальных приборов RQ, IQ, CFX, ДТ, предназначенных для 
анализа кривых накопления флуоресцентного сигнала по четырем каналам (FAM, JOE, ROX и Cy5):

• по каналу для флуорофора JOE регистрируется сигнал, свидетельствующий о накоплении 
продукта амплификации фрагмента гена коклюшного токсина, имеющегося в геномах Bordetella 
pertussis, Bordetella parapertussis и Bordetella bronchiseptica;

• по каналу для флуорофора ROX регистрируется сигнал, свидетельствующий о накоплении 
продукта амплификации специфического участка генома Bordetella pertussis;

• по каналу для флуорофора Cy5 регистрируется сигнал, свидетельствующий о накоплении 
продукта амплификации специфического участка генома Bordetella bronchiseptica;

• по каналу для флуорофора FAM регистрируется сигнал, свидетельствующий о накоплении 
продукта амплификации ДНК ВКО STI-87.

8



Статистическую обработку полученных результатов осуществляли с использованием базовой 
программы Excel Windows7.

Результаты исследования и их обсуждение. Из 438 обследуемых пациентов этиология, обу­
словленная Bordetella spp., была подтверждена у 256 лиц (58,4 %). Из них: у 135 пациентов - методом 
ИФА, у 69 - методом ПЦР, у 52 - двумя методами (табл. 1).

Распределение пациентов по группам в зависимости от применяемого метода лабораторной диагностики
Таблица 1

Обследовано Метод ИФА Метод ПЦР Комбинация 
ИФА+ПЦР Всего

абс. % абс. % абс. % абс. %
Число пациентов 269 - 107 - 62 - 438 -
Из них с подтвер­
ждением 135 50,2 69 64,5 52 83,9 256 58,4

Примечание: абс. - абсолютные значения

Доля пациентов с подтвержденной этиологией Bordetella spp. была наибольшей в группе боль­
ных, обследованных двумя методами (ИФА и ПЦР) - 83,9 % от больных и контактных лиц.

В группу обследованных с соблюдением рекомендованных сроков отбора биоматериала вошли 
159 (36,3 %) больных с подозрением на коклюш, из них 146 стационарных, 13 амбулаторных пациен­
тов. Эти лица были обследованы методом ИФА и комбинированно методами ИФА и ПЦР, в 62,3 % 
случаев этиология Bordetella spp. была подтверждена (табл. 2).

Распределение пациентов по группам с учетом корректности сроков взятия материала
Таблица 2

Обследовано пациентов: Всего
абс. %

В рекомендованные сроки 159 -
Из них с подтверждением 99 62,3
Из них без подтверждения 60 37,7
С нарушением сроков или неизвестной датой начала заболевания 279 -
Из них с подтверждением 156 55,9
Из них без подтверждения 123 44,1
Всего 438 -
Из них с подтверждением 255 58,2
Из них без подтверждения 60 13,7
Из них потенциально ложноотрицательные результаты 123 28,1

Примечание: абс. - абсолютные значения

У 279 пациентов сроки отбора биоматериала в направительных документах не указаны или на­
рушены, у этой группы зафиксирован высокий процент подтверждения этиологии Bordetella spp. (55,9 
%). Однако интерпретация отрицательных результатов исследования затруднительна вследствие несо­
блюдения рекомендованных сроков взятия материала. Таким образом, у 28,1 % от числа обследован­
ных (123 из 438 больных) не представлялось возможным адекватно оценить отрицательные результаты, 
что может служить источником диагностических ошибок. Значительная доля таких результатов демон­
стрирует существенное влияние организации преаналитического этапа на эффективность лабораторной 
диагностики и регистрацию лабораторно подтвержденных атипичных форм согласно принятой класси­
фикации случаев коклюша [17].

Метод ПЦР в качестве диагностики был применен у 169 пациентов из 438: 35 человек обследо­
ваны в рекомендованные сроки, в 34 (97,1 %) случаях этиология Bordetella spp. подтверждена. У 134 
пациентов сроки отбора материала не соблюдены или нарушены, однако положительный результата 
получен у 87 (64,9 %) больных. Этот факт дает основание полагать, что сроки взятия мазка для диаг­
ностики коклюша методом ПЦР могут быть расширены (табл. 3).
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Объем исследований и доля положительных проб на основании результатов ПЦР
Таблица 3

Обследовано методом ПЦР Число пациентов
абс. %

В рекомендованные сроки 35 -
Из них с подтверждением 34 97,1
С нарушением сроков или неизвестной датой начала заболевания 134 -
Из них с подтверждением 87 64,9
Всего 169 -
Из них с подтверждением 121 71,6

Примечание: абс. - абсолютные значения

Метод ИФА в качестве диагностики был применен у 331 пациента из 438. В этой наиболее 
представительной группе обследованных подтвердить этиологию Bordetella spp. по первой сыворотке 
удалось у 131 из 135 пациентов (97 %) и у 4 пациентов - по парным сывороткам (3 %).

Комбинация серологического и молекулярно-биологического методов для лабораторного 
подтверждения коклюша была применялась у 62 пациентов из 438 (табл. 4).

Объем исследований и доля положительных проб на основании результатов ИФА и ПЦР
Таблица 4

Обследованы комбинированно методами ИФА и ПЦР ИФА + ПЦР
абс. %

В рекомендованные сроки 35 -
Из них с подтверждением 34 97,1
С нарушением сроков или неизвестной датой начала заболевания 27 -
Из них с подтверждением 18 66,7
Всего 62 -
Из них с подтверждением 52 83,9

Примечание: абс. - абсолютные значения

В группе обследованных с комбинированным применением лабораторных методов ИФА и ПЦР 
и соблюдением рекомендованных сроков этиология Bordetella spp. подтверждена у 34 из 35 пациен­
тов, из них: методом ИФА - у 21, методом ПЦР - у 9, двумя методами - у 4 обследованных; при этом 
результаты 2 обследуемых из 4 (50 %) являются противоречивыми. В сыворотках крови данных па­
циентов методом ИФА были обнаружены IgG, специфичные к Bordetella pertussis, а в мазках со сли­
зистой ротоглотки и нижнего носового хода методом ПЦР выявлено ДНК Bordetella parapertussis. 
Таким образом, комбинированное применение методов ИФА и ПЦР для лабораторной диагностики 
коклюша позволяет высокоэффективно подтверждать этиологию, однако может привести к противо­
речивым результатам по видовой принадлежности возбудителя Bordetella spp.

Выводы.
• Комбинированное применение двух методов (иммуноферментного анализа и полимеразной 

цепной реакции) позволяет с большей вероятностью подтвердить постановку диагноза «Коклюш».
• Для подтверждения методом иммуноферментного анализа в 97 % случаев достаточно одной 

сыворотки и в 3 % случаев необходимо исследовать парные сыворотки.
• Нарушения на преаналитическом этапе являются серьезным затруднением для интерпретации 

итогов диагностики. Результаты 28,1 % обследованных для лабораторного подтверждения коклюша ме­
тодами иммуноферментного анализа и полимеразной цепной реакции могут стать причиной диагности­
ческих ошибок в практике врача из-за несоблюдения рекомендованных сроков отбора материала, а так­
же отсутствия информации в направительных документах о дате начала заболевания. Доля подтвержде­
ния коклюша в группах с корректным сроком отбора проб и с нарушенным сроком сопоставима.

• Метод полимеразной цепной реакции - инструмент ранней диагностики и этиологической 
расшифровки. Возможно увеличение рекомендованных ранее сроков взятия материала для лабора­
торной диагностики коклюшной инфекции методом полимеразной цепной реакции.

• Иммуноферментный анализ - метод ретроспективной диагностики коклюша, он не всегда 
может рассматриваться как способ этиологической расшифровки.
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