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Резюме. Цель исследования: оценка эффективности применения молекулярно-генетической диагностики 

при обследовании контактных лиц в очагах коклюшной инфекции. Материалы и методы. Под наблюдением 

находилось 4930 человек из 8 общеобразовательных учреждений г. Москвы и Московской области в период 

с 2012 по 2015 гг. Изучено 430 проб клинического материала. В исследование были включены учащиеся 1–9, 

11 классов и работники образования различных категорий. Исследования проводили согласно методическим 

рекомендациям МР 3.1.2.0072-13. Экстракцию ДНК B. pertussis из исследуемых образцов проводили с помощью 

тест-системы «АмплиПрайм® ДНК-сорб-АМ». Выявление специфических фрагментов генома возбудителя 

коклюша осуществляли методом ПЦР-РТ с помощью тест-системы «Амп лиСенс® Bordetella multi-FL» и мето-

дом ПЦР при изотермальных условиях с оригинальной комбинацией праймеров. Результаты. Из обследуемых 

контактных лиц в очагах коклюшной инфекции в 80,9% были дети и 19,1% — взрослые. В трех из восьми об-

разовательных учреждений ранее были выявлены случаи коклюша у 7 детей в возрасте 7, 9, 11 и 15 лет. Диагноз 

коклюша у них был подтвержден в одном случае с помощью бактериологического метода и в шести случаях — 

с помощью серологических методов (ИФА и РНГА). Обнаружено 33 положительных ДНК-образца (7,7% от об-

щего числа проб). ДНК-положительные образцы выделены от 18 учащихся и 15 работников образовательных 

учреждений. Среди учащихся положительные образцы в основном обнаружены у учеников 4-х классов в воз-

расте 10–11 лет. Среди работников образовательных учреждений ДНК-положительные образцы в большин-

стве (33,3%) случаев выделены от педагогов, а также от медицинского персонала и работников столовой. В двух 

очагах, где ранее были установлены источники инфекции, обнаружено 15 ДНК-положительных образцов, при 

этом у троих обследованных с ДНК-позитивными пробами наблюдались клинические проявления. В тех оча-
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гах, где ранее не был установлен источник инфекции и проводили обследования длительно кашляющих детей, 

обнаружено 18 ДНК-положительных образцов, причем у двух обследованных c ДНК-положительными проба-

ми отмечались клинические проявления в виде кашля. Заключение. Проведенные исследования подтвердили 

высокую эффективность применения молекулярно-генетических методов при обследовании очагов коклюш-

ной инфекции для установления источника инфекции и при наличии длительно кашляющих детей.

Ключевые слова: коклюш, молекулярно-генетическая диагностика, полимеразная цепная реакция (ПЦР), ПЦР в режиме реального 

времени, изотермальная амплификация, Bordetella pertussis.

EFFECTIVENESS OF MOLECULAR-GENETIC DIAGNOSTICS DURING PERTUSSIS INFECTION FOCI 

EXAMINATION
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Abstract. Purpose: whooping cough diagnostics by molecular-genetic methods. Materials and methods. Under observa-

tion there were 4930 people during the period from 2012 to 2015. All samples were received in 8 schools of Moscow 

and the Moscow region: in 3 schools had been found children with whooping cough, in other 5 schools – only children 

with prolonged cough. Whooping cough diagnosis had been given earlier by bacteriological and serological methods. 

430 clinical samples were studied by 2 methods: PCR with fluorescent hybridized detection of amplified products and 

isothermal amplification. Results. In three of eight schools whooping cough cases at 7 children at the age of 7, 9, 11 and 

15 years were revealed earlier. The diagnosis of whooping cough at them was confirmed by means of bacteriological and 

serological methods. 33 positive DNA samples (7.7%) are revealed. DNA-positive samples are allocated from 18 pupils 

and 15 employees of schools. In two schools where earlier infection sources were established, 15 DNA-positive samples 

from which in three cases clinical manifestations were observed are revealed. In those schools where it wasn’t earlier es-

tablished a source of an infection and examinations conducted it is long the coughing children, 18 DNA-positive samples 

are revealed, and in two cases clinical manifestations in the form of cough were observed. Conclusion. Performed research 

confirmed high efectiveness of molecular-genetic methods during pertussis infection foci examination in schools for 

infection source identification also amongst long coughing children.

Key words: whooping cough, molecular-genetic methods, polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR, isothermal amplification, 

Bordetella pertussis.

Введение

Коклюш — инфекционное респираторное 

заболевание человека, вызываемое грамотри-

цательными бактериями Bordetella pertussis, ха-

рактеризующееся тяжелым течением, высокой 

летальностью у новорожденных и детей перво-

го года жизни, которая обусловлена развити-

ем различного вида осложнений. Передача 

инфекции происходит воздушно-капельным 

путем и возможна только при тесном общении 

с больным или носителем; индекс контагиоз-

ности колеблется от 0,7 до 1,0.

Несмотря на успехи вакцинации, коклюш 

остается причиной детской морбидности и ле-

тальности и серьезной проблемой обществен-

ного здравоохранения во всем мире. По данным 

ВОЗ, в мире ежегодно заболевает коклюшем 

около 60 млн человек и умирает около 1 млн 

детей, преимущественно в возрасте до 1 года 

жизни [15].

Массовая специфическая иммунопро-

филактика коклюша в Российской Федера-

ции привела к значительному улучшению 

эпидемио логической обстановки и показала 

социально-экономическую значимость вакци-

нопрофилактики для поддержания санитарно-

эпидемио логического благополучия по этой 

инфекции в России [1, 3]. Благодаря достиже-

нию и поддержанию высокого охвата вакцина-

цией и ревакцинацией АКДС-вакциной, забо-

леваемость коклюшем в Российской Федерации 

за последние 5 лет стабилизировалась на уровне 

3,0–5,0 на 100 тыс. населения [4]. Во внутри-

годовой динамике наблюдается сглаживание 

цикличности, что свидетельствует о сниже-

нии роли сезонных факторов в поддержании 

эпидемического процесса коклюша. Несмотря 

на это, регистрируются локальные вспышки 

с формированием очагов разной интенсив-

ности в школьных коллективах. Как извест-

но, в очагах коклюшной инфекции прививки 
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контактным лицам не проводятся, а противо-

эпидемические мероприятия в соответствии 

с Санитарно-эпидемио логическими прави-

лами 3.1.2.3162-14 «Профилактика коклюша» 

сводятся к медицинскому наблюдению и выяв-

лению кашляющих детей для бактериологичес-

кого или молекулярно-генетического обследо-

вания с диагностической целью.

Учитывая, что технологии, основанные 

на различных вариантах амплификации фраг-

ментов генома возбудителей инфекционных 

заболеваний, получили широкое распростра-

нение [1, 8, 9, 10, 12] благодаря возможности 

ускоренной прямой детекции микроорганиз-

ма, высокой чувствительности, специфичнос-

ти и воспроизводимости, целью работы яви-

лась оценка целесообразности и эффективнос-

ти применения молекулярно-генетической 

диагностики при обследовании контактных 

лиц в очагах коклюшной инфекции.

Материалы и методы

Исследовано 430 проб клинического мате-

риала, полученных в 2012–2015 гг. от контакт-

ных лиц из очагов коклюшной инфекции в об-

разовательных учреждениях г. Москвы и Мос-

ковской области.

В исследование были включены учащиеся 

1–9, 11 классов и работники образования раз-

личных категорий (административно-управ-

ленческий персонал, педагогические работ-

ники, медицинские работники, работники 

столовой, технический и обслуживающий 

персонал), что составило 80,9 и 19,1% соот-

ветственно. Среди обследованных 59,1% при-

ходился на долю женщин, а 40,9% — на долю 

мужчин. Возрастной состав был представлен 

следующим образом: в возрасте 6–7 лет — 6 

(1,4%), 8–9 лет — 97 (22,6%), 10–11 лет — 106 

(24,6%), 12–13 лет — 46 (10,7%), 14–15 лет — 

92 (21,4%), 16–17 лет — 1 (0,2%), 20–29 лет — 5 

(1,2%), 30–39 лет — 18 (4,2%), 40–49 лет — 19 

(4,4%), 50–59 лет — 27 (6,3%), 60–69 лет — 11 

(2,5%) и 70–79 лет — 2 (0,5%). У 10 (2,3%) об-

следуемых на момент забора биологического 

материала отмечалось наличие клинических 

проявлений респираторной инфекции.

Взятие клинического материала с задней 

стенки ротоглотки производили двумя сте-

рильными одноразовыми сухими коммер-

ческими тампонами («Copan», Италия) с по-

следующим их помещением в пробирку типа 

эппендорф с транспортной средой; доставку, 

хранение и подготовку биологического ма-

териала к ПЦР-исследованию осуществляли 

в соответствии с МР 3.1.2.0072-13 «Диагно-

стика коклюша и паракоклюша». Экстракцию 

ДНК B. pertussis из исследуемых образцов про-

водили согласно инструкции по применению 

комплекта реагентов «АмплиПрайм® ДНК-

сорб-АМ» (ООО «НекстБио», Москва).

Выявление специфических фрагментов 

генома возбудителя коклюша осуществляли 

методом ПЦР с гибридизационно-флуорес-

центной детекцией продуктов амплификации 

в соответствии с инструкцией по примене-

нию набора реагентов «АмплиСенс® Bordetella 

multi-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, 

Москва). Анализ и интерпретацию результатов 

проводили с помощью программного обеспе-

чения прибора для проведения ПЦР в режиме 

«реального времени» Rotor-Gene Q 5 plex HRM 

(«QIAGEN GmbH», ФРГ) согласно методичес-

ким рекомендациям по применению набора 

реагентов «АмплиСенс® Bordetella multi-FL» 

(ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Москва).

Также специфические фрагменты генома 

возбудителя коклюша выявляли методом ПЦР 

при изотермальных условиях с оригинальной 

комбинацией праймеров. Реакционная смесь 

содержала 10х буфер ПЦР, 25 mM MgCl2, 2 mM 

dNTP, Bst полимеразу и три пары праймеров — 

BP-F3 и BP-B3, BP-FIP и BP-BIP, BP-LF и BP-

LB — в окончательном объеме 27 мкл. Ампли-

фикацию выполняли в изотермальном режи-

ме: 65°С — 60 мин; 80°С — 2 мин. Детекцию 

продуктов амплификации проводили путем 

горизонтального электрофореза в 2,0% агароз-

ном геле при 120 В в течение 1 ч с последующим 

сравнением электрофоретической подвижно-

сти полученных фрагментов ДНК B. pertussis 

с подвижностью контрольного образца. В ка-

честве положительного контроля ПЦР ис-

пользовали ДНК B. pertussis №143 (ФБУН ГНЦ 

ПМБ Роспотребнадзора, Оболенск). Учет ре-

зультатов реакции осуществляли с помощью 

гель-документирующей системы с выдвиж-

ным трансиллюминатором Quantum-ST-4-

1100/26M («Vilber Lourmat», Франция).

Рисунок 1. Возрастная структура обследуемых 

учащихся

Figure 1. Age structure of examined pupils
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Результаты

Проведено первичное обследование кон-

тактных лиц в 8-ми очагах коклюшной инфек-

ции в образовательных учреждениях г. Моск-

вы и Московской области в период с 2012 

по 2015 гг. Под медицинским наблюдением 

в общей сложности находилось 4930 человек. 

Клинический материал получен от 430 людей.

Из обследуемых контактных лиц в оча-

гах коклюша 80,9% составили дети и 19,1% — 

взрослые. Среди обследуемых детей, боль-

шинство (84,8%) составили дети возрастных 

групп — 8–9, 10–11 и 14–15 лет (рис. 1).

Среди взрослых преобладали (64%) лица 

в возрасте 30–39, 40–49 и 50–59 лет (рис. 2).

В трех из восьми образовательных учреж-

дениях ранее были выявлены случаи коклюша 

у 7 детей в возрасте 7, 9, 11 и 15 лет, которые 

были учениками 1, 3–5 и 9 классов, из них чет-

веро детей были из одного очага. Диагноз ко-

клюша у них был подтвержден в одном случае 

(14,3%) с помощью бактериологического мето-

да и в 6 случаях (по 42,8%) — с помощью серо-

логических методов (ИФА и РНГА). В осталь-

ных пяти образовательных учреждениях были 

проведены обследования  контактных лиц 

с целью выявления больных на разных стади-

ях заболевания и источника инфекции с помо-

щью молекулярно-генетических методов диа-

гностики.

Выявление специфических фрагментов 

генома возбудителя коклюша осуществляли 

двумя методами — методом ПЦР с гибридиза-

ционно-флуоресцентной детекцией продуктов 

амплификации с помощью тест-системы «Ам-

плиСенс® Bordetella multi-FL» и методом изо-

термальной амплификации с оригинальной 

комбинацией праймеров.

В очаге № 1 всего под наблюдением нахо-

дилось 263 человека и обследовано 28 человек, 

из них в возрасте 20–29 лет — 3,6%, 30–39 лет — 

28,6%, 40–49 лет — 17,8%, 50–59 лет — 28,6%, 

60–69 лет — 17,8% и старше 70 лет — 3,6% че-

ловек. В данном очаге ранее было выявлено 

4 больных коклюшем, из них 1 ребенок 7 лет, 

2 детей 9 лет и 1 ребенок 15 лет, которые яв-

лялись учениками 1, 2 и 9 классов соответ-

ственно. Диагноз коклюша был установлен 

с помощью серологических методов иссле-

дования (в одном случае — с помощью ИФА 

и в трех случаях — с помощью РНГА). Обсле-

дование проведено на 35 день существования 

очага коклюшной инфекции. При обследова-

нии данного очага у 5 (17,8%) человек наблю-

дались клинические проявления в виде каш-

ля. Среди них 3 человека были педагогами, 

1 библиотекарь и 1 воспитатель. ДНК возбуди-

теля коклюша была выявлена с помощью двух 

методов в 12 (42,8%) случаях, причем в двух 

случаях у лиц, имевших клинические про-

явления. Результаты, полученные с помощью 

тест-системы «АмплиСенс® Bordetella multi-

FL» и метода изотермальной амплификации, 

полностью коррелировали. Положительные 

ДНК-образцы обнаружены у 8 педагогов, ме-

дицинской сестры и трех работников столовой, 

возрастной состав: 30–39 лет — 4, 40–49 лет — 

1, 50–59 лет — 5 человек и по одному челове-

ку в возрасте 60–69 лет и старше 70 лет. У всех 

остальных обследованных лиц были отрица-

тельные результаты ПЦР-диагностики.

В очаге № 2 под наблюдением находилось 

406 человек и обследовано 30 человек, из них 19 

(63,3%) учащихся и 11 (36,7%) работников шко-

лы, 40% — мужского и 60% — женского пола. 

Все учащиеся были учениками одного клас-

са. В этом классе был ранее выявлен больной 

коклюшем ученик (11 лет), у которого диагноз 

установлен серологически с помощью ИФА. 

Возрастной состав обследованных лиц — 11–

14 лет (63,3%), 30–39 лет 27,3%, 40–49 лет — 

27,3%, 50–59 лет — 27,3%, 60–69 лет — 18,1% 

человек. На основании эпидемиологического 

расследования число контактных лиц было 

увеличено за счет сотрудников школы, кото-

рые имели контакт с большим числом учащих-

ся (работники столовой и групп продленного 

дня, классные руководители). При обследо-

вании данного очага с помощью двух молеку-

лярно-генетических методов положительных 

ДНК-образцов не было обнаружено.

В очаге № 3 под наблюдением находилось 

706 человек и обследовано 30 человек, все 

были учащимися. Из них в возрасте 6–7 лет — 

6 (20%), 8–9 лет — 19 (63,3%) и 10–11 лет — 5 

(16,7%) человек, которые являлись учениками 

1, 2, 3 и 4 классов; мальчиков и девочек было 

равное количество — по 15 человек (50%). Ра-

нее в этом очаге не было выявлено больных ко-

Рисунок 2. Возрастная структура обследуемых 

взрослых лиц

Figure 2. Age structure of examined adults
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клюшем, однако регистрировались длительно 

кашляющие дети. При обследовании очага об-

наружено два ребенка из одного класса, у ко-

торых выявлена ДНК возбудителя коклюша, 

причем у одного из них на момент взятия па-

тологического материала были клинические 

проявления в виде кашля. У остальных обсле-

дованных лиц результаты, полученные с помо-

щью двух методов, были отрицательные.

В очаге № 4 всего под наблюдением нахо-

дилось 649 человек и обследовано 26 человек, 

из них 25 (96,2%) учащихся и 1 (3,8%) учитель, 

65,4% — мужского и 34,6% — женского пола. 

Все учащиеся были учениками одного 4 клас-

са в возрасте 9–10 лет и учитель (классный ру-

ководитель) в возрасте 30 лет. В данном очаге 

ранее было выявлено 2 больных коклюшем, 

из них 1 ребенок 11 лет 1 ребенок 15 лет, кото-

рые являлись учениками 4 и 9 классов соот-

ветственно. Диагноз коклюша был установлен 

с помощью ИФА у ученика 4 класса и ученика 

9 класса — с помощью бактериологического 

метода. Обследование проведено на 20 день 

существования очага коклюшной инфекции. 

При обследовании данного очага у одного ре-

бенка (3,8%), ученика 4 класса, наблюдались 

клинические проявления в виде кашля. ДНК 

возбудителя коклюша была выявлена в 2 (7,7%) 

случаях (ученики 4 класса) с помощью двух ме-

тодов, причем в обоих случаях у этих лиц кли-

нические проявления не наблюдались, и в од-

ном случае (3,5%) ДНК возбудителя коклюша 

обнаружена с помощью метода изотермальной 

амплификации у ребенка 4 класса с клиничес-

кими проявлениями. У всех остальных обсле-

дованных лиц результаты ПЦР-диагностики 

были отрицательные .

В очаге № 5 под наблюдением находилось 

352 человека и обследован 31 человек, все были 

учащимися 2 класса, из них 51,6% — мужского 

и 48,4% — женского пола. Обследование прово-

дилось по первому случаю, подозрительному 

на коклюш, при этом в классе находились дли-

тельно кашляющие дети. При обследовании 

данного очага с помощью двух молекулярно-

генетических методов положительных ДНК-

образцов не было обнаружено.

В очаге № 6 всего под наблюдением нахо-

дилось 985 человек и обследовано 130 человек, 

из них 96 (73,8%) учащихся и 34 (26,2%) ра-

ботников школы, 42 (32,3%) — мужского и 88 

(67,7%) — женского пола. Возрастной состав 

обследованных учащихся распределился сле-

дующим образом: в возрасте 8–9 лет — 2 (1,5%), 

10–11 лет — 42 (32,3%), 12–13 лет — 32 (24,6%), 

14–15 лет — 19 (14,6%), которые были ученика-

ми 3, 4, 6, 7, 8, 9 и 11 классов. Возрастной состав 

обследованных взрослых: 20–29 лет — 4 (3,1%), 

30–39 лет — 4 (3,1%), 40–49 лет — 9 (6,9%), 50–

59 лет — 13 (10%), 60–69 лет — 3 (2,3%) человек 

и старше 70 лет — 1 (1,6%) человек. Наряду с уче-

никами были обследованы сотрудники образо-

вательного учреждения, среди которых 91,2% 

педагогов, 2,9% работников административно-

управленческого аппарата и 5,9% технический 

персонал и буфетчицы. Обследование не толь-

ко длительно кашляющих, но и контактных 

лиц было организовано по первым случаям, 

подозрительным на коклюш. При обследова-

нии данного очага с помощью метода изотер-

мальной амплификации обнаружено 12 поло-

жительных ДНК-образцов, из них 7 образцов 

у детей, учеников 4, 6, и 9 классов, и 2 — у взрос-

лых (учителя). Из 12 ДНК-положительных об-

разцов, с помощью тест-системы «АмплиСенс® 

Bordetella multi-FL» обнаружено 9 положитель-

ных результатов. В трех случаях выявлены рас-

хождения: в одном случае (ученик 6 класса) 

обнаружено ДНК представителя рода Bordetella 

spp. и в двух случаях (1 ученик 4 класса и 1 учи-

тель) получен отрицательный результат. Во всех 

остальных случаях с помощью двух молекуляр-

но-генетических методов получены отрица-

тельные результаты.

В очаге № 7 всего под наблюдением нахо-

дилось 514 человек и обследовано 45 человек, 

из них 43 (95,6%) учащихся и 2 (4,4%) учителя, 

44,4% — мужского и 55,6% — женского пола. 

Все учащиеся были учениками 3 классов в воз-

расте 8–9 лет и учителя (классные руководи-

тели) в возрасте 39 и 45 лет. Ранее в этом очаге 

не было выявлено больных коклюшем, одна-

ко регистрировались длительно кашляющие 

дети. При обследовании данного очага с помо-

щью двух молекулярно-генетических методов 

положительных ДНК-образцов не было обна-

ружено. При обследовании данного очага с по-

мощью метода изотермальной амплификации 

обнаружено 2 положительных ДНК-образца 

у детей, причем у одного из них на момент об-

следования были клинические проявления 

в виде кашля. Данные образцы с помощью 

тест-системы «АмплиСенс® Bordetella multi-

FL» оказались отрицательными. Во всех 

остальных случаях (95,6%) с помощью обоих 

методов выявлены отрицательные результаты 

ПЦР-диагностики.

В очаге № 8 всего под наблюдением нахо-

дилось 1055 человек и обследовано 110 чело-

век, из них 104 (94,5%) учащихся и 6 (5,5%) ра-

ботников школы, 49 (44,6%) — мужского и 61 

(55,4%) — женского пола. Возрастной состав 

обследованных учащихся распределился сле-

дующим образом: в возрасте 8–9 лет — 5 (4,5%), 
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10–11 лет — 20 (18,2%), 12–13 лет — 7 (6,4%), 

14–15 лет — 72 (65,4%), которые были учени-

ками 4-х, 8-х, 9-х классов. Возрастной состав 

обследованных взрослых: 31, 49, 50, 53 и 61 лет. 

Все обследованные взрослые были классными 

руководителями. Ранее в этом очаге не было 

выявлено больных коклюшем, однако реги-

стрировались длительно кашляющие дети. 

На момент обследования очага у двух детей 

(учеников 4-х классов) были клинические 

проявления в виде кашля. При обследовании 

данного очага с помощью двух молекулярно-

генетических методов обнаружено 2 положи-

тельных ДНК-образца у учеников 4 классов 

и один положительный ДНК-образец (у уче-

ника 8 класса) обнаружен в методе изотер-

мальной амплификации, который с помощью 

тест-системы «АмплиСенс® Bordetella multi-

FL» идентифицирован как ДНК представи-

теля рода Bordetella spp. Во всех трех случаях 

у обследованных лиц клинических проявле-

ний не было.

Обсуждение

Несмотря на высокий уровень иммуниза-

ции, коклюш остается актуальной инфекцией 

во всем мире. В последние 10 лет высокая за-

болеваемость коклюшем регистрируется в стра-

нах с высоким уровнем охвата профилактиче-

скими прививками (Австрия, Норвегия, Поль-

ша, Нидерланды, Великобритания, Австралия 

и США) [5, 6, 7, 13, 14]. Так, около 5000 случаев 

коклюша было зарегистрировано в 2012 г. в Ва-

шингтоне, что является максимальным показа-

телем за последние 70 лет. В Японии наиболь-

ший эпидемический подъем заболеваемости 

был 2008–2010 гг., когда было зарегистрировано 

17 349 случаев коклюша [11, 12]. Рост заболева-

емости коклюшем объясняется целым рядом 

фактором, в том числе недостатками вакцина-

ции ацеллюлярными вакцинами, адаптацией 

возбудителя под селективным давлением имму-

низации [6], а также широким внедрением мо-

лекулярно-генетических методов диагностики. 

Кроме того, были показаны возможности и до-

казана эффективность применения с диагно-

стической целью молекулярно-генетических 

методов  одновременной детекции возбудителя 

коклюша и возбудителей воздушно-капельных 

вирусных инфекций [10, 12, 13].

В настоящее время лабораторная диа-

гностика коклюша в России основывается 

на использовании трех методов — бактерио-

логического, молекулярно-генетического и се-

рологического, которые применяются в зави-

симости от сроков начала заболевания. Однако 

проведение бактериологического исследова-

ния имеет целый ряд недостатков: занимает 

продолжительное время (от 5 до 7 дней); эф-

фективность выделения в практических усло-

виях не превышает 10–15%; трудности культи-

вирования, связанные с сниженной выжива-

емостью во внешней среде, биологическими 

свойствами возбудителя коклюша; отсутствие 

в настоящее время диагностических агглюти-

нирующих сывороток. Кроме того, результа-

тивность бактериологической диагностики за-

висит от сроков обследования: в более поздние 

сроки и на фоне антибиотикотерапии высева-

емость возбудителя коклюша резко снижает-

ся, кроме того могут быть ошибки на этапах 

взятия и транспортировки исследуемого мате-

риала. Поэтому применение бактериологичес-

кой диагностики ограничено использованием 

ее на ранних сроках заболевания (в первые 

2–3 недели от начала заболевания).

Серологическая диагностика коклюша про-

водится с помощью ИФА и применяется для 

определения уровня специфических противо-

коклюшных антител классов IgM, IgA, IgG. 

Данный метод имеет ограничения по срокам 

использования, так как результативен не ранее 

3–4 недели от начала заболевания, и информа-

тивен для невакцинированных детей старше 

1 года и взрослых. Также существует сложность 

интерпретации результатов серологичес кого 

обследования у привитых детей и отмечает-

ся низкая продукция противококлюшных 

антител у детей в возрасте до 1 года. Поэтому 

бактериологические и серологические мето-

ды исследования, несмотря на многолетний 

успешный опыт их применения, имеют ряд 

ограничений, главное из которых — продол-

жительность исследования, что существенно 

затрудняет раннюю диагностику инфекции, 

раннее начало этиотропной терапии и своев-

ременное проведение противоэпидемических 

мероприятий в очагах инфекции.

В последнее десятилетие технологии, ос-

нованные на различных вариантах амплифи-

кации фрагментов генома возбудителей ин-

фекционных заболеваний, получили широкое 

распространение благодаря возможности пря-

мой детекции микроорганизма, высокой чув-

ствительности, специфичности и воспроизво-

димости методов. Кроме того, сами методики 

тестирования достаточно просты и могут быть 

использованы в любой лаборатории, проводя-

щей ПЦР-исследования, и в последние годы 

активно автоматизируются, с целью миними-

зации прямого участия исследователя. В по-

следнее десятилетие разработано значительное 

количество вариантов методов амплификации 
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нуклеиновых кислот для идентификации воз-

будителя коклюша, основанные на выявлении 

различных мишеней в геноме B. pertussis как 

в классическом варианте с электрофорезом, 

так и в режиме реального времени и изотер-

мальной амплификации [2, 8, 9, 10, 11, 12].

В настоящей работе нами изучена и показа-

на целесообразность и эффективность приме-

нения молекулярно-генетической диагностики 

при обследовании в очагах коклюшной инфек-

ции не только длительно кашляющих детей, 

но и здоровых контактных лиц. Всего под на-

блюдением находилось 4930 человек из 8 обще-

образовательных учреждений г. Москвы и Мос-

ковской области в период с 2012 по 2015 гг. Изу-

чено 430 проб клинического материала.

В ходе проведенных исследований обна-

ружено 33 положительных ДНК-образца, что 

составило 7,7% от общего числа исследован-

ных проб. ДНК-положительные образцы были 

выделены от 18 (54,5%) учащихся и 15 (45,5%) 

работников образовательных учреждений раз-

личных категорий. Среди учащихся положи-

тельные образцы обнаружены у учеников 2–4, 

6 и 9 классов в возрасте 8–9 лет — 15,1%, 10–

11 лет — 27,3%, 12–13 лет — 9,1% и 14–15 лет — 

3,0%, то есть среди обследованных по контакту 

детей основная доля приходилась на учеников 

4-х классов в возрасте 10–11 лет. Среди работ-

ников образовательных учреждений ДНК-

положительные образцы выявлены в материа-

ле лиц в возрасте 30–39 и 50–59 лет — по 15,1%, 

40–49 и 60–69 — по 6,1%, и старше 70 лет — 3,0%; 

из них большинство (33,3%) были педагогами; 

медицинские работники и работники столо-

вой составили 3,0 и 9,1% соответственно. В трех 

очагах, где ранее были установлены источники 

инфекции, нами обнаружено 15 (17,9%) ДНК-

положительных образцов, при этом у троих 

обследованных с ДНК-позитивными пробами 

наблюдались клинические проявления.

В тех очагах, где не был ранее установлен ис-

точник инфекции и проводили обследования 

длительно кашляющих детей, обнаружено 18 

(5,2%) ДНК-положительных образцов, причем 

у двух обследованных c ДНК-положительными 

пробами отмечались клинические проявления 

в виде кашля.

Анализ результатов по обследуемым очагам 

показал, что в двух из них, где ранее не был 

установлен источник инфекции, но были об-

следованы длительно кашляющие дети, поло-

жительные ДНК-образцы с помощью двух мо-

лекулярно-генетических методов не обнару-

жены, что может свидетельствовать о наличии 

в этих очагах респираторных инфекций другой 

этиологии.

Интересным является тот факт, что при 

обследовании очагов в общеобразовательных 

учреждениях положительные ДНК-образцы 

(33,3% случаев от общих положительных на-

ходок) выявляются не только среди детей, 

но и у взрослых, большинство из которых это 

педагогические работники, имеющие наи-

больший контакт с детьми.

При изучении клинического материала с по-

мощью метода изотермальной амплификации 

у 33 лиц обнаружена ДНК возбудителя коклю-

ша и при использовании коммерческой тест-

системы ДНК возбудителя выявлена у 27 лиц. 

Причем в 5 (15,2%) случаях применение мето-

да изотермальной амплификации позволило 

обнаружить ДНК возбудителя коклюша у лиц 

с клиническими проявлениями, в то время 

как при использовании коммерческой тест-

системы только в трех из этих пяти случаев 

были получены положительные результаты. 

У лиц без клинических проявлений с помо-

щью изотермальной амплификации обнару-

жено 28 положительных образцов, в то время 

как из них, с помощью коммерчес кой тест-

системы, в двух случаях не было положитель-

ных результатов и в одном случае результатом 

исследования явилось обнаружение ДНК мик-

роорганизмов рода Bordetella spp. Расхождения 

между результатами, полученными с помощью 

метода изотермальной амплификации и мето-

да ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной 

детекцией продуктов амплификации в режиме 

реального времени, по-видимому объясняется 

тем, что метод изотермальной амплификации 

обладает более высокой чувствительностью 

за счет использования трех пар специфических 

праймеров на один фрагмент генома возбуди-

теля коклюша, кодирующего ген коклюшно-

го токсина. В одном случае в результате изо-

термальной амплификации был получен от-

рицательный результат, а при использовании 

коммерческой тест-системы обнаружена ДНК 

микроорганизма рода Bordetella spp., что может 

быть обусловлено наличием в одном очаге раз-

ных видов бордетелл.

Положительные результаты молекулярно-

генетических исследований не всегда свиде-

тельствуют о наличии заболевания; для поста-

новки окончательного диагноза коклюша не-

обходимо учитывать клинические проявления 

инфекции, наличие эпидемиологической свя-

зи с лабораторно-подтвержденным случаем.

Для оценки эффективности молекулярно-

генетических методов мы сравнили резуль-

тативность ПЦР-диагностики и бактериоло-

гического методов на примере Московской 

области в ранее проведенных исследованиях. 
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В 7 очагах 317 контактных лиц обследовали 

с использованием ПЦР-диагностики на раз-

ных сроках существования очага, границы 

очагов были расширены, и медицинское на-

блюдение проводилось за 3875 детьми в те-

чение инкубационного периода (21 день). 

При обследовании было выявлено 23 больных, 

что составило 7,3%, тогда как при бактериоло-

гическом обследовании около 1,5 тысяч кон-

тактных было выявлено всего 0,3% (5 человек).

Если предположить, что метод ПЦР ис-

пользовался бы в 338 очагах, при обследовании 

более 10 тысяч контактных лиц, то было бы 

выявлено более 700 больных коклюшем, в том 

числе, легкими и субклиническими формами. 

Все это существенно приблизило бы к истин-

ному числу заболевших коклюшем, сократив 

число возможных пропущенных случаев забо-

левания.

Следовательно, применение молекулярно-

генетических методов лабораторной диагно-

стики при обследовании очагов коклюшной 

инфекции позволяет выявить ДНК возбуди-

теля коклюша у контактных лиц при их об-

следовании и установить больных со стертой, 

атипичной формой заболевания. Кроме того, 

исследования с помощью этих технологий 

в качестве противоэпидемических мероприя-

тий в очагах дает возможность в короткие сро-

ки обнаружить источник инфекции, а также 

выявить скрытый источник инфекции в виде 

бактерионосителей.

Заключение

Проведенные исследования подтвердили це-

лесообразность и эффективность применения 

молекулярно-генетических методов при обсле-

довании не только кашляющих, но и контакт-

ных в очагах коклюшной инфекции, а также 

показали преимущества данного метода перед 

бактериологическим и серологическим лабо-

раторными исследованиями. В очагах коклюш-

ной инфекции, где было зарегистрировано вто-

ричное распространение инфекции, удалось 

выявить 17,9% ДНК-положительных образцов 

возбудителя коклюша и в очагах при обследова-

нии по первым случаям, подозрительным на ко-

клюш, обнаружено 5,2% ДНК-положительных 

образцов возбудителя коклюша.
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