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ВСТУП 

 

Гострі респіраторні захворювання (ГРЗ) і в 21 столітті залишаються 

найпоширенішими інфекційними захворюваннями серед усіх вікових груп 

населення планети. Щорічно в світі реєструється близько 1 млрд хворих на ГРЗ. 

Залучення в епідемічний процес такої великої кількості людей, інколи важкі 

наслідки, значні економічні збитки зумовлюють актуальність респіраторних 

інфекцій для людства [1].  

В Україні на ГРЗ щорічно хворіє 10-14 млн. осіб, що становить 25-30 % від 

усієї та близько 75-90 % інфекційної захворюваності в країні . Особливо великого 

значення набувають ГРЗ у дітей, займаючи провідну роль в структурі дитячої 

захворюваності — до 90 % всієї інфекційної патології [2].  

Експерти Всесвітньої організації охорони здоров’я зазначають, що ця 

найпоширеніша в людській популяції група захворювань останніми роками 

постійно зростає [3].  

Тільки за останні 15 років прогрес у галузі молекулярно-генетичних 

технологій призвів до відкриття більше 10 «нових» респіраторних збудників 

вірусної природи, серед яких велику зацікавленість науковців та практикуючих 

лікарів викликають: метапневмовірус людини (HMpV), коронавіруси людини 

(MERS-HCoV і SARS-HCoV) та бокавіруси людини (HBoV) [4–9].  

Вперше бокавірус людини був виявлений та ідентифікований в 2005 році у 

дітей з ГРЗ в Швеції [10].  

За період з 2006 по 2010 роки послідовно були відкриті ще три типи 

бокавірусів людини [11]. 

Всі чотири бокавіруси людини (HBoV1, HBoV2, HBoV3, HBoV4) були 

віднесені до родини Parvoviridae, підродини Parvovirinae, роду Bocavirus [12].  

За останні роки HBoV1 був виявлений у 1,5-19,0 % хворих з ГРЗ дітей 

Німеччини, Італії, Фінляндії, США, Канади та країн Близького Сходу [13-18]. 

Встановлено, що бокавірусна інфекція зайняла одне з перших місць серед гострих 

респіраторних вірусних інфекцій (ГРВІ) у дитячого населення Європи. [19]. 



7 
 

Описані випадки захворювань у дітей з клінічними проявами гострої 

кишкової інфекції (ГКІ), при цьому, були виявлені HBoV2, HBoV3, HBoV4 [20].  

Є окремі повідомлення про виділення та ідентифікацію бокавірусів у хворих 

на негоспітальну пневмонію, бронхіальну астму (БА) та бронхообструктивний 

синдром (БОС) [21, 22].  

Через те, що бокавіруси людини були ідентифіковані та визнані, як «нові» 

збудники лише нещодавно епідеміологічні та клінічні прояви захворювань 

пов’язаних з ними ще не досить вивчені. Необхідно відмітити відсутність будь-

яких даних щодо біологічних, молекулярно-генетичних властивостей 

циркулюючих HBoV в Україні. Не визначені сезонність та вікові особливості 

бокавірусної інфекції, роль HBoV в етіологічній структурі ГРВІ та інфекційного 

загострення БА та БОС серед дитячого населення України та можливі наслідки.  

Відомо, що клінічні прояви ГРВІ, викликаних різними вірусами є практично 

однаковими. Крім того, схожі клінічні прояви можуть спостерігатися при 

захворюваннях, зумовлених бактеріальними збудниками. Відтак, в практиці 

охорони здоров’я вирішальну роль у підтвердженні клінічного діагнозу відіграє 

лабораторна діагностика.  

Не викликає сумнівів той факт, що тільки своєчасна та ефективна лабораторна 

діагностика здатна забезпечити правильний вибір тактики лікування і 

профілактики вірусних інфекцій.  

Неефективність традиційних методів лабораторної діагностики, що базуються 

на виділенні та ідентифікації респіраторних вірусів класичними методами, 

методами імуноферментного аналізу (ІФА) або методом флуоресціюючих антитіл 

(МФА), ставлять питання удосконалення етіологічної діагностики ГРВІ, в тому 

числі бокавірусної інфекції, в ряд найбільш актуальних задач сучасної медицини.  

Впровадження молекулярно-генетичних технологій може стати тим 

перспективним рішенням, що дозволить отримати вичерпну інформацію про 

етіологію ГРЗ. Молекулярно-генетичні методи, зокрема полімеразна ланцюгова 

реакція (ПЛР) в реальному часі та інші методи ампліфікації нуклеїнових кислот, 

характеризуються високими показниками чутливості та специфічності, дозволяють 
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використовувати практично будь-який біологічний матеріал для дослідження та 

отримувати результат за достатньо короткий період часу — 6-10 год.  

В умовах інтенсифікації лабораторної діагностики, детекції та ідентифікації 

«нових» респіраторних вірусів молекулярно-генетичними методами, надзвичайно 

важливими та своєчасними стають питання розробки алгоритму етіологічної 

діагностики, оптимізації умов та технології відбору, транспортування та зберігання 

зразків біологічного матеріалу на преаналітичному етапі досліджень. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація є 

фрагментом планової ініціативно-пошукової науково-дослідної роботи кафедри 

вірусології Національної медичної академії післядипломної освіти імені 

П.Л. Шупика «Оптимізація стратегій діагностики, профілактики та лікування 

актуальних вірусних інфекцій на основі клініко-лабораторних та 

фармакоекономічних досліджень» № держреєстрації 0115U002161. 

Мета роботи: дослідити роль бокавірусів людини в етіологічній структурі 

гострих респіраторних вірусних інфекцій у госпіталізованих дітей України та 

удосконалити лабораторну діагностику бокавірусної інфекції на основі 

використання сучасних молекулярно-генетичних методів.  

Задачі дослідження: 

1. Встановити роль бокавірусів людини в етіологічній структурі гострих 

респіраторних вірусних інфекцій у дітей. 

2. Вивчити роль бокавірусів людини в етіологічній структурі інфекційного 

загострення бронхіальної астми та бронхообструктивного синдрому у дітей. 

3. Дослідити молекулярно-генетичні особливості бокавірусу людини. 

4. Удосконалити лабораторну діагностику бокавірусної інфекції. 

5. Розробити та науково обґрунтувати алгоритм лабораторної діагностики 

бокавірусної інфекції у дітей на основі застосування сучасних молекулярно-

генетичних методів. 

6. Розробити метод культивування та виділення бокавірусу людини в 

перещеплюваних культурах клітин в умовах in vitro для поглибленого вивчення 

біологічних властивостей збудника.  
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Об’єкт дослідження: бокавірусна інфекція, гострі респіраторні вірусні 

інфекції, бронхіальна астма і бронхообструктивний синдром, лабораторна 

діагностика. 

Предмет дослідження: діагностичні тести, технології, молекулярно-

генетичні методи, бокавіруси людини та інші респіраторні віруси, культури клітин. 

Методи дослідження: вірусологічні, експрес-методи, молекулярно-

генетичні, статистичний аналіз результатів. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше в Україні встановлено 

роль HBoV1 в етіологічній структурі ГРВІ, при інфекційному загостренні БА та 

БОС у дітей і отримані нові дані щодо молекулярно-генетичних особливостей 

бокавірусу людини. 

Науково обґрунтовано доцільність проведення лабораторної діагностики 

бокавірусної інфекції з використанням методу ПЛР у моноплексному та 

мультиплексному форматах. 

Вперше розроблено та запропоновано алгоритм етіологічної діагностики, 

який включав в себе комплекс сучасних молекулярно-генетичних технологій на 

платформі ПЛР у мультиплексному форматі та експрес-діагностику швидкими 

ІХА-тестами. Алгоритм дає можливість не тільки підвищити ефективність 

лабораторної діагностики та ідентифікувати бокавірус людини, але й виявляти 

одночасно інші респіраторні збудники. 

Вперше, на основі скринінгових досліджень перещеплюваних культур клітин 

в умовах in vitro розроблено метод культивування та виділення HBoV1, який дає 

можливість поглибленого вивчення біологічних властивостей цього вірусу для 

моніторингу за циркуляцією збудника, вивчення противірусної дії хіміопрепаратів 

і дезінфектантів.  

Практичне значення одержаних результатів. Удосконалено лабораторну 

діагностику бокавірусної інфекції у дітей, оптимізовано преаналітичний етап 

дослідження на бокавіруси та інші респіраторні віруси, надані рекомендації та 

запропоновано метод ПЛР у мультиплетному форматі на виявлення 12-16 

респіраторних вірусів.  
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Розроблено алгоритм етіологічної діагностики бокавірусної інфекції, що дає 

можливість встановити причину захворювання в 90,3 % випадків, а також зробити 

оптимальний вибір молекулярно-генетичних методів і швидких ІХА-тестів та їх 

комбінації для виявлення мікст-інфекції респіраторних вірусів і бактеріальних 

збудників з отриманням результату в термін від 15 хвилин до 12 годин.  

Результати дослідження впроваджено в практику вірусологічних лабораторій 

ДУ «Київський міський лабораторний центр МОЗ України» і Національної дитячої 

спеціалізованої лікарні «ОХМАТДИТ», клініко-діагностичну лабораторію 

«Київського міського центру профілактики та боротьби зі СНІДом». 

По матеріалам дисертації підготовано та впроваджено інформаційні листи 

про нововведення в систему охорони здоров`я: № 72-2016 «Алгоритм лабораторної 

діагностики вірусних і бактеріальних інфекцій у дітей з бронхообструктивним 

синдромом» і № 73-2016 «Детекція та ідентифікація вірусу грипу та інших 

респіраторних збудників методом полімеразної ланцюгової реакції в 

мультиплексному форматі у реальному часі». 

Розроблені та впроваджені в практику охорони здоров’я методичні 

рекомендації «Фармакоекономічні підходи до раціонального використання засобів 

лабораторної діагностики респіраторних вірусних інфекцій» (Київ 2016). 

Матеріали дисертації використовуються в навчальному процесі кафедр 

вірусології та педіатрії № 1 НМАПО імені П. Л. Шупика. Крім цього, матеріали 

дослідження увійшли до навчально-методичного посібника для лікарів, лікарів-

інтернів і лікарів-слухачів закладів (факультетів післядипломної освіти) «По-

лімеразна ланцюгова реакція в лабораторній діагностиці інфекційних хвороб» 

(Київ 2012) та у «Збірних тестових завдань з вірусології» (Київ 2015). 

Особистий внесок здобувача. Дисертація є особистою працею автора. 

Дисертантом самостійно здійснено патентно-інформаційний пошук, опрацьовані 

дані літератури за темою дисертаційної роботи, обрано та обґрунтовано етапи та 

методи дослідження, їх виконання та аналіз отриманих результатів.  

Здобувачем самостійно проведено дослідження біологічного матеріалу, 

розроблено алгоритм лабораторної діагностики, проведені експериментальні 
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дослідження щодо оптимізації преаналітичного та аналітичного етапів.  

Автор висловлює щиру подяку науковому керівнику д.мед.н професору 

Дзюблик І. В. за сприяння та допомогу у виконанні дисертаційної роботи. 

Провідному науковому співробітнику ЦНДЛ НМАПО імені П. Л Шупика 

к.б.н. Трохименко О. П. за проведення експериментальних досліджень у культурах 

клітин.  

Старшому науковому співробітнику ЦНДЛ НМАПО імені П. Л Шупика 

к.б.н. Соловйову С. О. за допомогу консультативного характеру при роботі над 

методичними рекомендаціями.  

Співробітниками кафедри педіатрії № 1 НМАПО імені П. Л. Шупика, 

завідувачу кафедри, д.мед.н професору Охотніковій О. М., асистенту, к.мед.н. 

Руденку С. М. і співробітникам кафедри дитячих інфекційних хвороб Львівського 

національного медичного університету імені Данила Галицького, завідувачу 

кафедри, д.мед.н. професору Надразі О. Б., клінічному ординатору Гладченко О. І. 

за здійснення клінічних обстежень дітей.  

Апробація результатів дисертації. Основні положення та результати 

дисертаційної роботи були представлені доповідями на науково-практичних 

конференціях: «Актуальні інфекційні захворювання: клініка, діагностика, 

лікування та профілактика» (22–23 листопада 2012р., м. Київ); 7-й міжнародній 

конференції «Біоресурси та віруси» (10–13 вересня 2013 р., м. Київ); науково-

практичній конференції молодих вчених з міжнародною участю «Наукова та 

інноваційна діяльність молодих вчених: сьогодення та перспективи» (25 квітня 

2013р., м. Київ); Scientific and Practical Conference «Respirology» (2014р., 

Stockholm); науково-практичній конференції молодих вчених з міжнародною 

участю «Сьогодення і майбутнє науки в практичній медицині» (22 травня 2014р., 

м. Київ); 8-й Всероссийской научно-практической конференции с международным 

участием «Лабораторная диагностика 2014» (28–29 марта 2014р., г. Москва); 

науково-практичній конференції молодих вчених з міжнародною участю «ХИСТ» 

(26–27 лютого 2015р., м. Чернівці); науково-практичній конференції молодих 

вчених з міжнародною участю «Сучасна медицина: актуальні питання» (17–18 
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листопада 2015р., м. Одеса); науково-практичній конференції молодих вчених 

НМАПО імені П.Л. Шупика, «Науково-практична діяльність молодих вчених 

медиків: досягнення і перспективи розвитку» (20 травня 2016р., м. Київ). 

Публікації. Матеріали дисертації були висвітлені у 20 наукових працях, з 

них 11 статей у фахових журналах і збірниках наукових праць (1 – одноосібна, 10 

– у співавторстві), 4 тез у збірниках матеріалів наукових конференцій та з’їздів, 2 

навчально-методичних посібника, 1 методичні рекомендації та 2 інформаційні 

листи. 

Структура і обсяг роботи. Робота викладена на 140 сторінках друкованого 

комп`ютерного тексту, складалася зі вступу, огляду літератури, розділу матеріалів 

і методів, трьох розділів власних досліджень, аналізу і узагальнення отриманих 

результатів, висновків, практичних рекомендацій. Список літератури налічує 210 

джерел, з них 177 опубліковані латиницею. Робота ілюстрована 37 малюнками, 

містить 12 таблиць.  
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РОЗДІЛ 1 

 

БОКАВІРУСНА ІНФЕКЦІЯ: СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ  

ТА ХАРАКТЕРИСТИКА ЗБУДНИКА, МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ 

ОСОБЛИВОСТІ, ЛАБОРАТОРНА ДІАГНОСТИКА 

ТА КЛІНІЧНІ ПРОЯВИ ІНФЕКЦІЇ 

(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ) 

 

 

1.1. Сучасні уявлення про бокавіруси людини, їх місце в класифікації, 

загальна характеристика та біологічні властивості  

 

Восени 2005 року шведською дослідницькою групою на чолі з Тобіасом 

Алландером було виявлено «новий» вірус у дітей хворих на ГРЗ невизначеної 

етіології, який отримав назву «Бокавірус людини» (Human Bocavirus, HBoV).  

У своїх дослідженнях вчені застосовували метод молекулярно-вірусного 

скринінгу. За допомогою якого провели обробку зразків біологічного матеріалу 

розчином ДНК-зи з подальшою ампліфікацією методом ПЛР, клонуванням 

отриманих випадкових нуклеотидних послідовностей, їх секвенуванням і 

біоінформативним аналізом отриманих продуктів. У результаті біоінформативного 

аналізу за допомогою програми BLAST і бази даних (GenBank), яка містила усі 

відомі нуклеотидні послідовності ДНК/РНК, а також нуклеотидні послідовності 

закодованих в них білків. Співпадіння з послідовностями геному парвовірусів 

великої рогатої худоби (Bovine Parvovirus, BPV) і парвовіруси собак (Canine Minute 

Virus, CnMV). У результаті, «новий» вірусний збудник отримав назву- Human 

Bocavirus (бокавірусу людини) шляхом комбінації перших двох літер «Bo» із слова 

«Bovine» і «Ca» із слова «Canine» [23]. 

Оскільки, HBoV людини виявлено в біологічних матеріалах дихальних 

шляхів, дослідники висунули гіпотезу, що він викликає лише респіраторні 
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захворювання, а у 2007 році його було переіменовано у HBoV1 [24]. 

У грудні 2007 року іспанськими дослідниками під керівництвом Дієго 

Віценте виявлено HBoV людини в 58 % випадків у зразках випорожнень хворих на 

гострий гастроентерит дітей [25]. 

У 2009 році опубліковано працю американських дослідників на чолі з Амітом 

Капуром, в якій йшлося про виявлення HBoV нового типу в зразках випорожнень 

від дітей хворих на ГКІ невизначеної етіології. Проведений метагеномний аналіз 

нового збудника показав, що він має подібний геном з HBoV. Подібність 

визначалася для структурних білків (VP1 і VP2) у 80 % випадків відповідно і для 

неструктурних білків (NS1, NP1) у 78 % і 67 % відповідно [26].  

Дещо згодом у зв’язку з виділенням високої генетичної дивергенції тип 

HBoV2 розділили на три субтипи: HBoV2A, HBoV2B, HBoV2C [27]. 

У квітні 2009 року в австралійському медичному університеті, Джейн Артур 

і колеги дослідили 183 зразка випорожнень від дітей хворих на гастроентерит 

методом ПЛР. Результат дослідження показав наявність у 17 % випадків нового 

збудника HBoV. Для визначення типу HBoV, який спричинив захворювання на 

гострий вірусний гастроентерит, збудник клонували та секвенували. За 

результатами дослідження виявлений тип бокавірусу людини отримав назву - 

HBoV3 [28].  

Удослідженні Аміта Капура і співавторів, яке було опубліковано в 2010 році 

йшлося про ідентифікації нового бокавірусу людини у зразках випорожнень, які 

відбирали в рамках реалізації проекту ВООЗ «Ліквідація поліомієліту». Матеріал 

відбирали у дітей віком від 4 місяців до 15 років, які мали контакт з хворими на 

поліомієліт в Нігерії та Тунісі. Фекалії досліджували згідно стандартного 

протоколу, на наявність вірусів: поліомієліт, рота-, адено-, астро- та норовіруси. 

Негативні результати діагностики підштовхнули вчених дослідити зразки 

випорожнень на відомі типи бокавірусів людини. В результаті молекулярно-

генетичного скринінгу, клонування та секвенування було відкрито HBoV4. Новий 

тип бокавірусу людини був подібен до інших типів за організацією геному [29]. 
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1.1.1. Таксономія родини Parvoviridae 

 Родина Parvoviridae до складу якої у 2007 році були введені бокавіруси 

людини. До складу родини увійшли 56 вірусних збудника, які розподілено між 

двома підродинами: Densovirinae та Parvovirinae. 

Підродина Densovirinae нараховує 5 родів: Ambidensovirus, Brevidensovirus та 

Iteradensovirus (уражають комах), а Hepandensovirus і Penstyldensovirus (уражають 

креветок) [30]. 

До підродини Parvovirinae увійшли 8 родів: Amdoparvovirus (інфікують норок 

і лисиць), Aveparvovirus (інфікують індичок і курчат), Copiparvovirus (інфікують 

корів і свиней), Protoparvovirus (викликає гастроентерит у цуценят), Tetraparvovirus 

(інфікують летючих мишей, овець, свиней, корів і приматів), а Dependoparvovirus, 

Erythroparvovirus і Bocavirus (інфікують велику рогату худобу, собак, норок, 

приматів і людину) [31]. 

 

1.1.2. Структура бокавірусів людини 

 Бокавіруси людини мають такі ж особливості будови, що і всі інші 

представники родини Parvoviridae.  

Віріони парвовірусів являють собою прості безоболонкові ізометричні 

частинки розміром 18-26 нм (рис. 1.1 (a), (b) та (c)). 

 

 

a)                                                                      b) 
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c) 

Рис. 1.1. Електронна мікрофотографія частинок HBoV людини (a), (b) та (c) 

a) – препарат приготовано зі суспензії зразка (змиву з носоглотки хворого),  

 b) – препарат приготовано зі суспензії плазми і змиву від хворого на ГРВІ.  

Обидва препарати негативно пофарбовано розчином 2 % фосфоровольфрамової 

кислоти (PTA; pH 4,5) та проаналізовано за допомоги електронного мікроскопу 

(JEM 1200 EX II, Jeol, Japan) при збільшенні в х 200,000 [32]  

c) - електронна мікрофотографія часточок HBoV негативно пофарбованих 

ацетатом уранілу [33] 

 

Білкова оболонка (капсид) кубічного типу симетрії, надає віріону сферичної 

форми. Капсид HBoV людини складається з 60 симетрично розташованих 

капсомерів. Кожен капсомер побудований із 2-х капсидних білків, які позначаються, 

як Viral Protein 1 (VP1) і Viral Protein 2 (VP2).  

Білки капсиду складають 60-80 % всієї маси віріону. Молекулярна маса VP1 

(найбільшого капсидного білка) коливається в межах 83-96 кДа, для VP2 вона 

становить 58-85 кДа. Капсидні білки VP1 і VP2 є структурними білками. Вони 

розміщені на 3`-кінці геному і мають спільний С-кінець, проте, білок VP1 довший за 

VP2 на 129 нуклеотидів.  



17 
 

Стосовно структурного білка бокавірусу людини VP2 необхідно відмітити, що 

він багатофункціональний і здатен формувати у цитоплазмі клітини-господаря 

вірус-подібні часточки [34] (рис. 1.2 (a)  та (b)). 

 

 

a) 

 

b) 

Рис. 1.2. Структура бокавірусу людини (a)  та (b) 

a) – поверхня капсиду – кріо-реконструкція (зріз) [34] 

b) –зображення капсиду HBoV із застосуванням кріоелектронної мікроскопії  

та три-мірної реконструкції зображення з розширенням 7,9А  

(банк даних електронної мікроскопії [EMDB] ID 1739) [35] 
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По своїй будові геном HBoV представлено лінійною нефрагментованою 

молекулою ДНК. На обох кінцях ДНК є інвертовані послідовності, які містять сайти 

прикріплення неструктурного білка NS1 [36]. 

Геном має 5217 нуклеотидів і три відкриті рамки трансляції. Перша відкрита 

рамка трансляції на 5'-кінці кодує неструктурний білок NS1 масою 70-80 кДа, який 

під час циклу реплікації парвовірусів діє як багатофункціональний білок. До 

основної його функції можна віднести зупинку клітинного циклу. Білок інтерферує 

з реплікацією клітиної ДНК [37, 38].  

Друга відкрита рамка кодує другий неструктурний білок NP1 (маса 26 кДа). Її 

особливість полягає в тому, що вона є унікальною для представників роду Bocavirus.  

Відомо, що цей білок відіграє важливу роль в зупинці клітинного циклу [39]. 

Третя відкрита рамка в 3'-кінці кодує два структурні білки VP1 (84 кДа) VP1 і 

VP2 (65 кДа) [40]. 

Роль неструктурних білків і досі залишається предметом вивчення. 

Встановлено, що геном HBoV не кодує полімерази, а від так, його реплікація 

залежить виключно від ДНК-полімерази клітини-господаря [41].  

Схема геному бокавірусу представлена на рис. 1.3. (a)  та (b)). 

 

 

a) 
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b) 

Рис. 1.3. Схема геному бокавірусів людини (a)  та (b) 

a) -  умовне зображення геному HBoV з урахуванням положення і довжини трьох 

відкритих рамок трансляціх вірусних білків показані стрілками [43] 

b) - модель геному бокавірусу на прикладі шпильки, яка в русі заміняє 

нуклеотидну послідовність матричної шпильки шляхом комплементарності 

утворюючи дві форми «фліп» і «флоп», які постійно міняються [42] 

 

1.1.3. Репродукція бокавірусів 

Усі парвовіруси тропні до епітеліальних клітин, які швидко діляться та 

знаходяться в фазі синтезу ДНК, коли в клітині активна ДНК-полімераза, яка 

виконує реплікативну функцію. 

Цикл репродукції бокавірусів людини подібний до життєвого циклу інших 

парвовірусів. Механізм проникнення вірусу відбувається за рецепторним 

ендоцитозом. Роздягання вірусу відбувається в ядрі. Структурні білки та їх 

фрагменти ініціюють експресію вірусних генів [44, 45].  

Для реплікації бокавіруси людини використовують ДНК-синтезуючий апарат 

клітини-господаря. Всі парвовіруси мають унікальний геном, представлений 

однонитчастою лінійною нефрагментованою молекулою ДНК, на обох кінцях якої 

наявні інвертовані послідовності.  

У багатьох представників родини парвовірусів геномна ДНК має негативну 
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полярність і позначається, як ДНК-мінус, а в інших - позитивну полярність (ДНК-

плюс). Позитивна та негативна нитки ДНК у парвовірусів комплементарні одна 

одній і в умовах in vitro можуть утворювати повнорозмірну двониткову ДНК [46]. 

Репродукція HBoV людини, як і у всіх членів родини Parvoviridae 

відбувається в чутливій клітині та включає в себе наступні етапи:  

- взаємодію вірусу з рецепторами клітини-господаря, шляхом прикріплення 

рецептору вірусу до чутливого рецептору клітини-господаря; 

- проникнення вірусу до чутливої клітини за механізмом рецепторного 

ендоцитозу. З цитоплазматичної мембрани за допомогою комплексу 

мікротрубочок віріон транспортується до ядра клітини-господаря. Далі, 

відбувається інтеграція вірусу в ядро клітини;  

- «роздягання» у ядрі клітини, перетворення однониткової молекули ДНК у 

двониткову під дією ДНК-полімерази клітини-господаря та власних білків; 

- транскрипція неструктурних білків NS1 і NP1 та ініціація циклів реплікації 

однониткової молекули ДНК;  

- транскрипція структурних білків VP1 і VP2 під контролем неструктурних 

білків;  

- збирання вірусних часток під контролем NS1 в ядрі клітини-господаря, 

міграція зрілих вірусних часток у цитоплазму та вихід в міжклітинний простір в 

результаті лізису інфікованої клітини [47] див. рис. 1.4. 
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Рис. 1.4. Схематичне зображення життєвого циклу та основні етапи репродукції 

бокавірусу людини [48] 

Взаємодія вірусу з рецепторами клітини 

2. Проникнення вірусу в клітину 

3. Транскрипція 

4. Трансляція 

5. Реплікація геномної ДНК 

6. Збирання 

7. Вихід вірусу з клітини 

 

1.1.4. Біологічні властивості бокавірусів людини 

Проста будова бокавірусів людини забезпечила їм надзвичайно високу 

стійкість у навколишньому середовищі та до дії різних фізико-хімічних чинників.  
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Поза межами організму людини, в навколишньому середовищі HBoV здатні 

тривало, протягом багатьох місяців, зберігати свою інфекційну активність. Віруси 

стійкі до прогрівання при температурі 56о С впродовж години, до перебування у 

кислому середовищі (рН 3,0) впродовж 30 хвилин, до дії формаліну у концентрації 

0,1 %, органічних розчинників (хлороформу, спиртів, жовчі, трипсину) і впливу 

фізичних методів інактивації [49].  

Майже миттєво бокавіруси людини руйнуються при кип’ятінні, чутливі до 

обмеженої кількості дезінфікуючих засобів (гіпохлорид, глутаральдегід, 

формальдегід, β-пропіон-лактон та деяких інших). У 0,5 % розчині формаліну 

HBoV людини гинуть впродовж 24 годин [50, 51].  

До тепер, виявити бокавіруси людини можна було лише за допомоги методу 

ПЛР, однак, на сьогодні описпано декілька спроб культивувати вірус в 

епітеліальних клітинах дихальних шляхів. Були спроби культивувати бокавіруси 

людини, в яких вчені досягли як невдачі, так і успіху. 

Перший досвід вивчення біологічних властивостей парвовірусів було 

розпочато у 2010 році. Група вчених під керівництвом Ані Чен виділяли парвовірус 

собак (CnMV) у культурі клітин WRCC (Walter Reed Canine Cell). Через 18 годин під 

електронним мікроскопом дослідники спостерігали цитопатичну дію (ЦПД), яка 

формувалось за механізмом апоптозу. Окрім апоптозу, вчені спостерігали 

прогресуючу затримку клітинного циклу у фазах G2 / M в інфікованій CnMV 

культурі клітин WRCC. В результаті дослідження встановлено, що рівень клітинної 

смерті тісно корелював із рівнем реплікації вірусу [52-54]. 

Групою дослідників з Нідерландів під керівництвом Роналда Дайкмана 

проведено експеримент із культивування HBoV1 в модифікованій культурі клітин 

людського епітелію дихальних шляхів. Реплікацію вірусу в культурі клітин 

контролювали під електронним мікроскопом, а наявність HBoV1 в аліквотах 

відібраних під час експерименту - методом ПЛР. Вчені прийшли до висновку, що 

використання запропонованої ними культури клітин, може виявитися корисним в 

подальшому для вивчення патогенезу бокавірусної інфекції [55-57]. 

 



23 
 

У 2015 році Шен Вейран і колеги досліджували акцепторні і донорські сайти 

сплайсингу, а саме, A1' та D1', в області кодування неструктурного білка (NS1) 

мРНК попередника HBoV1. В результаті експерименту було підтверджено, що два 

нові сайти сплайсингу генерують транскрипти мРНК, а нові NS-білки (NS2, NS3 і 

NS4) призводять до експресії після трансфекції інфекційної парвовірусної плазміди 

HBoV1 в культурі клітин НЕК 293 (ембріональна нирка людини) [58]. 

В роботі Бін Сан і колег «The nonstructural protein NP1 of Human Bocavirus 1 

induces cell cycle arrest and apoptosis in Hela cells» показано, що неструктурний білок 

HBoV1 людини NP1 призводить до апоптозу клітин культури Hela [59].  

Вдала спроба виділення бокавірусу в чутливій культурі клітин належала 

Джеймсу Дайкману і колегам у 2009 році, вони досліджували біологічні 

властивості бокавірусів людини. У дослідженні використовували культуру 

епітеліальних клітин бронхіального дерева людини для культивування HBoV1. В 

результаті проведеного дослідження вчені зареєстрували та описали характер ЦПД 

вірусу через 4 дні після інокуляції клітин зразками назофарингеальних аспіратів 

хворих, які за даними ПЛР містили бокавірус. При цьому спостерігалося два типи 

ЦПД – виражена округло клітинна дегенерація та формуванні синцитіїв. Здатність 

HBoV1 розмножуватись в бронхіальних епітеліальних клітинах людини 

контролювалась за допомогою реакції гемадсорбції та методом 

імунофлюоресценції [60].  

Філогенетичний аналіз вивчених штамів бокавірусів людини 1-4 типів 

показав рівномірне виявлення різних типів при різних патологіях, так бокавірус 1 

типу виявляли при захворюваннях респіраторного тракту без кишкової патології, а 

типи 2-4 при гострих гастроентеритах. Більш детальний аналіз геномів HBoV1, 

HBoV2 і HBoV4 показав, що HBoV3 походить від HBoV1 і HBoV4. Філогенетичне 

дерево побудовано шляхом поєднання сусідніх максимальних сумарних відступів 

між нуклеотидними послідовностями бокавірусів людини. Найменування послідо-

вностей наведених на рис. 1.5. є кодами доступу в Genbank, за ними позначені 

штами видів HBoV [61]. Дерево побудовано методом максимального співпадіння з 

використанням моделі заміни GTR + G [62].  
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Рис. 1.5. Філогенетичне дерево бокавірусів людини [61] 

 

1.2. Молекулярно-епідеміологічні, клінічні особливості HBoV та 

підходи до лікування бокавірусної інфекції 

 

Характеризуючи молекулярно-епідеміологічні особливості бокавірусної 

інфекції людини, важливо підкреслити, що на сьогодні у світі циркулюють чотири 

типи бокавірусів людини: HBoV1, HBoV2, HBoV3, HBoV4 [63].  
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В Європі у дітей хворих на ГРВІ виявляли HBoV1 у 2,8-44,0 % випадків [64-

72].  

В Північній Америці у хворих з ГРВІ виявляли HBoV1 в 43,0 % дітей та у 

13,8 % дорослих [73-77]. У Канаді в 2007 році у дітей віком до одного року з 

проявами ГРВІ присутність HBoV1 була доведена тільки у 5,1 % випадків [78-85]. 

Встановлена циркуляція HBoV1 серед дитячого та дорослого населення 

Австралії, ДНК HBoV1 людини виявлено в 52,1 % дітей та у 44,3 % дорослих, 

хворих на ГРВІ [86-89]. Перші повідомлення про захворювання верхніх дихальних 

шляхів у дітей африканських країн стали надходити з 2006 року [90-95].  

У 2007 році надійшло перше повідомлення про виявлення HBoV1 у 

дорослого та дитячого населення в країнах Близького Сходу [96-103]. 

Вченими з Південної Кореї було проведено дослідження по виявленню 

HBoV1 у 5,6 % хворих на ГРВІ дітей віком до 5 років [104].  

Ендо Рі та колеги у своїй роботі «Seroepidemiology of human bocavirus in 

Hokkaido Prefecture of Japan» досліджували матеріал, відібраний у хворих із 

захворюваннями нижніх дихальних шляхів, на наявність HBoV1 методом ПЛР із 

застосуванням специфічних праймерів. За результатами дослідження бокавірус 

людини було виявлено в 78,1 % випадків [105].  

Встановлено, що в 2013–2014 роках HBoV-інфекція зайняла одне з перших 

місць серед ГРВІ у дитячого населення Європи. Так, у Німеччині ГРВІ, що 

викликані HBoV1 посіли друге місце після респіраторно-синцитіальної інфекції 

(РС-інфекції), в Італії – третє місце, поступаючись лише РС-вірусній та 

риновірусній інфекціям, у Голандії – четверте місце [106-108].  

В публікаціях найближчих сусідів, які межують з територією України, 

описано виявлення HBoV1 людини у дітей хворих на ГРВІ [108-116]. Серед дітей, 

віком від одного місяця життя до 15 років госпіталізованих в стаціонари міста 

Москви, HBoV1-інфекція була виявлена у 14,0 % із них як моноінфекція, та в 10,1 

% – як мікст-інфекція з іншими респіраторними вірусами. Часто бокавірусну 

інфекцію було діагностовано та лабораторно підтверджено у дітей при 

менінготрахеїтах, а також, при бронхіті та негоспітальній пневмонії [117, 118]. 
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В країнах Південної Америки, Північної Африки та Австралії у хворих дітей 

з клінічними проявами ГКІ виявляли HBoV2 [119-123]. 

Для країн Південно-Східної Азії характерна циркуляція HBoV3. Збудник 

виявляли приблизно у 1 % випадків хворих дітей на гострий гастрит невизначеної 

етіології [124, 125]. 

У статті автора Маноло Альбукерке з Бразилії HBoV4 виявляли у хворих на 

гострі респіраторні інфекції дітей у 0,4 % випадків [126]. 

Ряд авторів у своїх дослідженнях відмічали випадки вірусно-вірусної мікст-

інфекції, так HBoV1 виявлено з риновірусами та з аденовірусами. Дослідження у 

хворих з ускладненим перебігом ГРЗ покладено наявність у 25 % випадків 

бокавірусної інфекції у вигляді мікст-інфекції з двома та більше збудниками, а у 

одного хворого – мікст-інфекцію HBoV1 зі шістьма патогенами бактеріально та 

вірусної природи [127-131].  

Уцілому, діапазон мікст-інфекцій HBoV з іншими респіраторними 

збудниками вірусної і бактеріальної природи коливається в досить широких межах, 

що і на сьогодні не знаходить чіткого науково обґрунтованого пояснення [132].  

Характеризуючи епідеміологічні особливості HBoV1-інфекції, більшість 

дослідників відмічають сезонний підйом захворюваності, принаймні у Північній 

півкулі. Це взимку, частіше з грудня по березень місяць [133-135]. 

Проте, Маноло Гарсія [136] та Норі Каплан [137] відмічають підйом 

захворюваності в осінні місяці року та вказують на реєстрацію випадків 

зумовлених HBoV1 у літні місяці року.  

Механізми і шляхи передачі HBoV1 остаточно не визначені. Є припущення, 

що основним механізмом передачі збудника інфекції є повітряно-крапельний, а в 

якості резервного – може виступати фекально-оральний механізм [138-146].  

Більшість пацієнтів з підтвердженою HBoV1-інфекцією, що приймали участь 

у дослідженнях мали наступні клінічні симптоми: кашель (78,9 %), гарячку (67,1 

%) і нежить (66,2 %). Фарингіт і висипання зустрічалися рідко – в 11-13 % випадків. 

Крім того, пацієнти часто, скаржилися на біль у вухах. Підвищення температури 

тіла спостерігали в межах від 37,5 до 40,2° С, ринорея могла тривати від 2 до 23 діб 
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[147].  

Важливо підкреслити, що не описано жодного смертельного випадку, 

пов’язаного з HBoV1 [148].  

В багатьох дослідженнях показано, що у майже 25 % пацієнтів, які мали 

HBoV1-інфекцію верхніх та нижніх дихальних шляхів, реєструвалися симптоми 

ураження шлунково-кишкового тракту - це діарея (14 %), зневоднення, нудота, 

блювання (23,9 %) та інші прояви. Також потрібно зазначити, що кількість HBoV1, 

що виявляється у зразках випорожнень у хворих була значно меншою, порівняно зі 

зразками відібраними з дихальних шляхів у пацієнтів [149].  

В публікаціях авторів відмічалось, що HBoV1 людини виявляли у дітей 

госпіталізованих з діагнозами: ГРВІ, бронхіоліт, загострення бронхіальної астми, 

ринофарингіт, ларинготрахеїт, гострий бронхіт [150-152].  

Утруднене дихання було помічене у більш ніж 50 % дітей, у яких HBoV1 

визнаний в якості єдиного збудника захворювання. Встановлена етіологічна роль 

HBoV1 у розвитку негоспітальної пневмонії [153]. 

Бокавірусну інфекцію було виявлено у пацієнтів з імунодефіцитом при 

респіраторних і шлунково-кишкових захворюваннях, у пацієнтів після 

трансплантації гемопоетичних стовбурових клітин, у дітей з гострим 

лімфобластним лейкозом, у дорослих осіб з ВІЛ-інфекцією [154-156].  

Можна зазначити також, що на часі, ще не встановлено тривалість 

інкубаційного періоду при респіраторній бокавірусній інфекції. Наявність в 

респіраторному тракті малих концентрацій HBoV та виявлення вірусу у пацієнтів 

при повторній госпіталізації з інтервалом в 1-6 місяців можуть свідчити про 

можливість формування хронічної форми інфекції [157-160]. 

Проте, подібність клінічних проявів, які спичинюються різними 

респіраторними вірусами та відсутність патогномонічних симптомів при більшості 

з них не дозволяє поставити діагноз без лабораторних досліджень.  

Нажаль сьогодні ще не розроблено підходи до лікування бокавірусної 

інфекції. Проте, симптоматичне лікування можна призначати при важкому 

перебігу хвороби.  
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1.3. Сучасні методи лабораторної діагностики бокавірусів людини 

 

Сьогодні не викликає сумніву той факт, що рання етіологічна діагностика 

гострих респіраторних інфекцій необхідна для проведення раціональної 

етіотропної терапії, прогнозування важкості захворювання та профілактики 

внутрішньо-лікарняних інфікцій.  

До недавнього часу вважалося, що методи лабораторної діагностики гострих 

респіраторних вірусних інфекцій людини включають в себе: виділення та 

ідентифікацію збудника в живих системах, виявлення та визначення наростання 

титрів противірусних антитіл в сироватці крові, детекцію антигенів респіраторних 

вірусів в зразках біологічного матеріалу та мікроскопічні дослідження. Безумовно, 

що «золотим» стандартом лабораторної діагностики ГРВІ вважається класичний 

метод виділення збудника на курячих ембріонах та у культурі клітин, з наступною 

ідентифікацією типоспецифічними сироватками реакціями: нейтралізації, 

зв’язування комплементу та гальмування гемаглютинації [161, 162].  

На часі, прогрес у галузі лабораторної діагностики широко застосовуються 

молекулярно-генетичні методи, специфічність яких заснована на унікальності 

нуклеотидних послідовностей вірусних геномів. Завдяки впровадженню методу 

ПЛР в лабораторну практику було відкрито багато «нових» респіраторних вірусів, 

у тому числі і бокавірусів людини. Дослідники вибирали метод завдяки його 

превалюючим характеристикам: специфічності, чутливості, швидкості у виконанні 

(6-8 годин), виявленню збудників, які не культивуються в умовах in vitro або in vivo. 

Принцип методу ПЛР розроблений Кері Муллісом у 1983 році. Простота 

виконання, надзвичайно високі показники чутливості та специфічності принесли 

автору та його методу величезну популярність у 21 столітті, завдяки чому ПЛР 

зайняла особливе місце в лабораторній діагностиці найбільш актуальних вірусних 

і бактеріальних інфекцій. За короткий термін часу ПЛР, як метод почали 

застосовувати у всьому світі. Згодом, метод вийшов за межі лабораторій, наукових 

установ і перетворився на «діагностичний інструмент третього тисячоліття» [163, 

164]. 
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В основу методу ПЛР покладено багатоступеневий процес реплікації ДНК, а 

сам аналіз включає в себе ряд послідовних етапів, до яких належать денатурація 

або розплітання подвійної спіралі ДНК, відпал праймерів і полімеризація ланцюгів 

ДНК, що проходять при різних температурних режимах. Саме перехід від одного 

етапу до іншого відбувається за рахунок зміни температурного режиму в суміші та 

забезпечує багаторазове збільшення числа копій специфічної ділянки, наприклад, 

геномної ДНК вірусу, що каталізується ферментом ДНК-полімеразою. 

Як правило, весь процес відбувається в пробірці, в циклічному режимі 

контрольованого молекулярного копіювання певної ділянки ДНК. Кожний цикл 

ампліфікації має три етапи (рис. 1.6). 

 

 

Рис.1.6. Етапи постановки ПЛР [165] 

 

На часі, розроблено ряд комерційних тестових систем, більшість з яких здатні 

якісно виявити бокавіруси людини (див табл. 1.1.). 

 

 

Денатурація ДНК  
(93–95 оС) 

Відпалювання праймерів 
(37–65 оС) 

Елонгація ланцюгів  
ДНК полімеразою 
(70–72 оС) 
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Таблиця 1.1 

Методичні підходи та варіанти ПЛР для виявлення бокавірусів людини 

 

Автор, 

рік 

проведення 

дослідження 

Кількість 

досліджених 

зразків та 

позитивні 

результати у 

% 

Біоматеріал  

для 

дослідження 

Метод 

ПЛР 

(варіант 

методу) 

Мішень  

для ПЛР 

Застосована  

тест-система 

L. Xu 

2012 [166] 

3460 (67,4 

%) 

Мазки  

із носу 

ПЛР з 

«гарячим 

стартом» 

(Hot-start 

PCR) 

Inf-A, Inf-B, Inf-C, 

HPiV1-4, HRsV, 

HMpV, HCoV, 

HAdV, HBoV 

QIAamp MiniElute 

Virus Spin 

(QIAGEN, 

Німеччина) 

Праймери від 

компанії 

“Invitrogen, Life 

Technology», 

(США) 

Y. Deng  

2012 [167] 

186 (24,6 %) Мазки  

із носу 

ПЛР у 

режимі 

реальног

о часу 

Inf-A, Inf-B, 

HPiV1-4, HRV, 

HRsV, HMpV, 

HCoV, HAdV, 

HBoV 

QIAamp DNA 

mini kit «Qiagen», 

(США) 

V. Schildgen  

2013 [168] 

60 (18,0 %) Мазки  

із носу 

ПЛР у 

мультипл

ексному 

форматі 

Inf-A, Inf-B, 

HPiV1-4, HRV, 

HRsV, HMpV, 

HCoV, HAdV, 

HBoV 

Maxwell 16 FFPE 

tissue kit 

«Promega, 

Mannheim», 

(Німеччина) 

J. Proenca-

Modena  

2014 [169] 

18 (5,3 %) Мазки  

із носу 

ПЛР у 

режимі 

реальног

о часу 

Inf-A, Inf-B, 

HPiV1-4, HRV, 

HRsV, HMpV, 

HCoV, HAdV, 

HBoV 

AllPrep DNA 

minikit «Qiagen 

GmbH, Hilden», 

(Німеччина) 

G. Salmón-

Mulanovich 

2014 [170] 

568 (35,2 %) Мазки 

із носу 

ПЛР HPiV1-4, HRV, 

HRsV, HMpV, 

HCoV, HAdV, 

HBoV 

aqMan®Universal 

PCR Master Mix 

Reagent kit 

«Applied 

Biosystems, Foster 

City», (США) 

S. J. Tozer 

2009 [171] 

149 (25,8 %) Мазки  

із носу 

ПЛР HPiV1-4, HRV, 

HRsV, HMpV, 

HCoV, HAdV, 

HBoV 

QIAamp viral RNA 

kit «Qiagen, 

Hilden, Germany)  

 

У дослідженні Джорджа Джерна «The human bocavirus role in acute respiratory 

tract infections of pediatric patients as defined by viral load quantification» було 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20Y%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schildgen%20V%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Proenca-Modena%20JL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Proenca-Modena%20JL%5Bauth%5D
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показано, що вірусне навантаження при бокавірусній інфекції у дітей становить 

більше 1,0105 ДНК копій/мл. Такий рівень вірусного навантаження спостерігали 

у 42,5 % позитивних пацієнтів без розвитку клінічних симптомів захворювання. 

Найбільш високе вірусне навантаження виявляли в перші дні від початку 

захворювання y дітей з важким перебігом захворювання [172].  

У лабораторній діагностиці бокавірусної інфекції крім ПЛР може викорис-

товуватись метод NASBA (Nucleic Acids Sequence Based Amplification) [173]. 

NASBA у реальному часі – це метод, адаптований до ампліфікації як РНК, так і 

ДНК і заснований на одночасній дії ферментів з трьома активностями: зворотної 

транск-риптази, РНК-ази, РНК-полімерази. Принцип цього варіанту ампліфікації 

полягає у тому, що така ампліфікація є транскрипційно опосередкованою (рис. 1.7).  

В ході такої ампліфікації відбувається збільшення кількості РНК, яка 

транскрибується зі спеціального промотора для РНК-поолімерази бактеріофага Т7, 

не в 2, а в 1000 і більше разів за один цикл. Вказаний промотор входить до складу 

специфічного праймера, який приєднується у визначеному місці до РНК або ДНК 

мішені. Якщо первинною мішенню є РНК-матриця збудника, то на перших стадіях 

реакції відбувається зворотна транскрипція її, в ході якої будується ДНК-копія 

РНК-матриці і виникає ДНК-РНК-гібрид. Далі завдяки наявності у зворотної 

транскриптази РНК-азної активності матрична РНК видаляється після синтезу 

першого ланцюга ДНК і отже, відбувається процес «денатурації» ДНК-РНК 

гібриду (за рахунок гідролізу РНК), який автоматично відтворюється в кожному 

подальшому циклі ампліфікації.  

Для добудовування другого ланцюга ДНК також використовується фермент 

зворотна транскриптаза, яка має і ДНК-залежну-ДНК-полімеразну активність. 

Таким чином, сформована дволанцюгова ДНК-копія має повноцінну структуру 

промотора ДНК-залежної РНК-полімерази (транскриптази) фага Т 7 для ініціації 

транскрипції і функціювання транскриптазного комплексу [174]. 
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Рис. 1.7. Принцип методу NASBA [175] 

 

Фермент ДНК-залежна РНК-полімераза транскрибує за один цикл (5-15 хв) 

105 копій фрагментів РНК. Отже, протягом 40-50 хв такої ізотермічної 

транскрипційно опосередкованої ампліфікації ДНК або РНК в розчині утворюється 

108-109 копій НК. 

На відміну від ПЛР, NASBA базується на техніці ізотермічної ампліфікації 

НК, проводиться при температурі +41° С та дозволяє відмовитися від устаткування, 

яке забезпечує циклічну зміну високих температур. Праймери, цільові гени і 

прогнозовані розміри амплікону, що використовуються для виявлення бокавірусів 

людини методами NASBA та ПЛР . 

В РФ розроблено та впроваджено в практику охорони здоров’я діагностичну 

тест-систему «ГРВІ-Скрин-FL» для виявлення 12 респіраторних вірусних 

збудників методом мультиплексної ПЛР у режимі реального часу. Для виділення 

ДНК/РНК було розроблено універсальні набори реагентів «Рибо-Сорб» і «Рибо-
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Преп» («AmpliSens», Росія) [176].  

У 2012 році, в Новосибірську розроблено мультиплексну ПЛР тест-систему з 

електрофоретичною детекцією продуктів ампліфікації для діагностики бокавірусів 

2-4 генотипів з метою розширення спектру вірусів, які виявляються при ГКІ [177, 

178].  

В умовах широкого впровадження молекулярно-генетичних методів 

дослідження в лабораторну діагностику інфекційних захворювань надзвичайної 

ваги набуває правильний, якісний відбір біологічного матеріалу на 

преаналітичному етапі.  

З 2005 року і по сьогодні, матеріалом для дослідження бокавірусів людини 1 

типу є мазки з порожнини носу, змиви, аспірати та харкотиння. 

При будь якому вибраному методі ампліфікації нуклеїнових кислот для 

діагностики респіраторних вірусів, в тому числі і HBoV, одним з найважливіших 

факторів виступає саме правильний вибір тампонів для відбору біологічного 

матеріалу.  

Питання про якість відбору біологічного матеріалу, його зберігання та 

транспортування до лабораторій вже досить давно бентежить, як науковців так і 

практикуючих лікарів-вірусологів. Дослідження щодо адсорбційних властивостей 

тампонів для відбору біологічного матеріалу вчені підняли ще у 2006 році.  

Так, у 2006 році Пітером Делай і колегами з Регіональної лабораторії 

Гамельтона (Каліфорнія, США) досліджували адсорбційні властивості тампонів 

для відбору біологічного матеріалу. В своїй роботі «Comparison of Flocked and 

Rayon Swabs for Collection of Respiratory Epithelial Cells from Uninfected Volunteers 

and Symptomatic Patients», дослідники порівнювали види тампонів від різних 

виробників.  Це були тампони з шовку («Copan Diagnostics», Каліфорнія) і з 

віскозного волокна («Copan Diagnostics», Каліфорнія). У дослідження було 

включено хворих на ГРВІ дітей різного віку. Випадковим шляхом їх було поділено 

на дві групи. В одній групі хворих матеріал відбирали тампонами з шовку, а в іншій 

групі – тампонами із віскози. Відібрані проби досліджували на наявність вірусних 

респіраторних збудників методом ПЛР, кількість адсорбованих клітин 
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підраховували в гемоцитометрі. Результат експерименту показав, що різні тампони 

відбирають різну кількість епітеліальних клітин при однаковій технології відбору 

матеріалу. Найбільше клітин було відібрано тампонами з шовку (58,6 %), значно 

менше – тампонами із віскози (23,9 %). Було встановлено, що вплив адсорбуючих 

властивостивостей тампонів та відібрана ними кількість клітин впливали на 

результати ПЛР дослідження [179]. 

Вченими з Китаю на чолі з Лі Лі у своїй роботі по порівнянню адсорбуючих 

властиаостей тампонів для відбору біологічного матеріалу «Comparison among 

nasopharyngeal swab, nasal wash, and oropharyngeal swab for respiratory virus detection 

in adults with acute pharyngitis» було досліджено мазки з носу та ротоглотки і 

назофарингеальні змиви для виявлення респіраторних вірусних збудників у дітей 

хворих на ГРЗ. Мазки із носу забирали тампонами з віскози, мазки з ротоглотки – 

велюр-тампонами, назофарингеальні змиви відбирали назофарингеальніми велюр-

тампонами («Copan Diagnostics», Італія). Виявлення респіраторних вірусів здійс-

нювали методом ПЛР. Експеримент показав, що велюр-тампони для відбору мазків 

із ротоглотки та назофарингеальних змивів мали найбільшу адсорбуючу здатність 

порівняно з тампони із віскози [180]. 

Дослідники зі США порівнювали вплив не тільки адсорбуючі властивості 

тампонів, але й локалізацію відбору матеріалу (мазки з носу та ротоглотки) у 

хворих на ГРЗ немовлят. Мазки забирали стерильними тампонами із котронової 

фібри «Infant Mucus Extractor» («Vygon Pharmaceutiques», Франція) в універсальне 

транспортне середовище («Gly medium», Франція). Відбір здійснювали згідно з 

протоколом дослідженя методом ПЛР на наявність респіраторних вірусів. В 

результаті дослідження встановлено, що віруси частіше виявлялися в мазках із 

ротоглотки ніж із носу (97 % проти 75 % випадків відповідно), а застосування 

тампонів із котронової фібри було найбільш безпечним та зручним при роботі з 

немовлятами [181].  
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На сьогодні, відомо багато різних молекулярно-генетичних підходів 

діагностики, які застосовуються для виявлення HBoV в зразках біологічного 

матеріалу у всьому світі на всіх шести континентах. 

Так в публікації Артура Брунінга і колег «Detection and monitoring of human 

bocavirus 1 infection by a new rapid antigen test» (2016) йшлося про розробку нового 

підходу до діагностики бокавірусу людини 1 типу. Дослідники використовували 

якісний експрес-тест mariPOC («ArcDia International Oy Ltd., Turku», Фінляндія) 

для виявлення in vitro антигенів до 8 респіраторних вірусів, в тому числі і HBoV1. 

Завдяки даному тесту вченим вдалося встановити інкубаційний період бокавірусу 

людини терміном в 1 тиждень [182]. 

Серологічна діагностика бокавірусної інфекції, яка спрямована на виявлення 

та визначення наростання титрів антитіл, застосовується вкрай рідко. Так, для 

визначення специфічних антитіл до бокавірусів людини розроблені, проте 

обмежено використовуються методи ІФА та ІБ [183-187].  

Джеймс Ліндер та колеги тестували зразки сироватки крові відібраної від 

дітей методом ІБ з використанням рекомбінантних капсидних антигенів HBoV1: 

VP1 і VP2. В результаті проведеного дослідження було встановлено, що 24 з 49 

дітей, позитивних на ДНК HBoV методом ПЛР, мали IgM, у решти дітей було 

виявлено IgG. Було встановлено, що високий рівень ДНК HBoV свідчить про 

гостру первинну інфекцію, в той час як низький рівень має менше клінічне 

значення [188].  

В публікації Джеймса Ліндера і співавторів «CD4+ T Helper Cell Responses 

against Human Bocavirus Viral Protein 2 Viruslike Particles in Healthy Adults» 

показано, що HBoV-специфічні IgM були виявлені у дітей, з підтвердженою 

бокавірусною інфекцією у ПЛР, у 42 % випадків, тоді як у 52 дітей з негативним 

результатом досліджень методом ПЛР на HBoV, IgM виявлені не були. Аналогічні 

результати були отримані і в групі здорових дорослих донорів крові: IgM були 

ідентифіковані лише у 2 (1 %) з 299 зразків сироваток [189].  
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Дві групи дослідників повідомили про отримання вірусоподібних частинок, 

утворених капсидним білком VP2 HBoV, які можуть бути використані для 

розробки ІФА з метою виявлення специфічних антивірусних антитіл. 

Високоочищені вірусоподібні частки використовувалися також для отримання 

кролячої антисиворотки до VP2 для подальшого використання в 

імунофлюоресцентному аналізі. Вчені з США зробили подібні вірусні частки на 

основі трьох капсидних білків – VP1, VP2 і VP3. Кроляча антисироватка проти 

капсидного білку HBoV, яка не мала перехресної реактивності з адено-

асоційованим вірусом 2-го типу, була використана для розробки методу ІФА [190]. 

 

Висновок до розділу 1. 

 

Таким чином, за перші 15 років вченими було відкрито щонайменше 11 

«нових» вірусних збудників ГРВІ у людини. Серед них особливу увагу приділено 

«новим» парвовірусам людини, які отримали назву бокавіруси людини.  

Встановлено місце бокавірусів людини в сучасній класифікації вірусів, їх 

структура та геном, визначені особливості їх репродукції. Проте, ще багато питань 

не висвітлено та залишилось поза увагою дослідників, а саме, клінічне значення 

HBoV1, HBoV2, HBoV3 та HBoV4, питання щодо циркуляції, сезонності та вікових 

особливостей бокавірусної інфекції. 

Через те, що бокавіруси людини були виявлені та визнані, як «нові» 

респіраторнв збудники не так давно, то в літературних джерелах відсутні будь-які 

дані (дослідження) щодо біологічних та молекулярно-генетичних властивостей 

циркулюючих в Україні штамів HBoV.  

Не описані клінічний перебіг та епідеміологічні особливості бокавірусної 

інфекції. Не встановлена роль бокавірусів в етіологічній структурі захворювань 

верхніх та нижніх дихальних шляхів у дітей та дорослих. Не розроблена та не 

впроваджена лабораторна діагностика HBoV. 

Також нагальним залишається питання пошуку якісних тампонів для відбору 

біологічного матеріалу у дітей до 6 років, що дуже важливо для ідентифікації 
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бокавірусів у дитячого населення України метадами ПЛР. У сучасних умовах 

інтенсифікації та оптимізації лабораторних досліджень важливим завданням є 

розробка науково-обгрунтованого алгоритму етіологічної діагностики 

бокавірусної інфекції. 

Важливим та невирішеним питанням залишається виділення бокавірусів 

людини в культурах клітин в умовах in vitro, адаптація та культивування збудника. 

Нова модель HBoV у культурі клітин може відкрити великі можливості для вивчення 

еволюції вірусів та патогенезу інфекції на клітинному рівні.  

Розробка доступної моделі бокавірусної інфекції людини в умовах in vitro 

дасть у руки вчених ефективний інструмент для оцінки противірусної дії препаратів 

етіотропної терапії та дезінфектантів. Бокавіруси, як і інші парвовіруси, маючи 

унікальний геном та високу стабільність, можуть становити надзвичайно високу 

небезпеку в плані контамінації вакцин та препаратів крові, що також потребує нових 

досліджень. На сьогодні, актуальність поглибленого вивчення бокавірусів є 

незаперечною.  

За матеріалами розділу опубліковано праці: 

 

1. Обертинська О. В. Бокавіруси та захворювання, що вони викликають: 

структура та систематика збудника, епідеміологія, клінічні прояви, особливості 

лікування та методи діагностики / О. В. Обертинська, Ю. О. Бойко 

(Соломко) // Збірник наукових праць НМАПО імені П. Л. Шупика. – К., 2014. – Вип. 

23, кн. 3. – С. 626-642. 

2. Дзюблик І. В. Бокавірус людини – новий інфекційний патоген в етіології 

гострих респіраторних захворювань / І. В. Дзюблик, О. В. Кукало, Ю. О. Соломко, 

С. О. Соловйов // Мистецтво лікування. – 2015. – № 1-2 (117-118). – С. 4-10. 

3. Полімеразна ланцюгова реакція в лабораторній діагностиці інфекційних 

хвороб: Навчально-методичний посібник для лікарів / І.В. Дзюблик, Н. Г. 

Горовенко, О. В. Обертинська, Я. О. Дзюблик, І. Г. Костенко, І. Ф. Самборська, 

Т. В. Степченкова, С. Г. Вороненко, О. В. Ковалюк, Ю. О. Бойко (Соломко) – К.: 

тов. «Велес», 2012. – 219 с. 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

Виходячи із загальної мети і поставлених задач даної роботи, в її основу 

покладено принцип комплексного дослідження в якому поєднувались: експери-

ментальні, класичні вірусологічні, молекулярно-генетичні, експрес-методи та 

статистичні методи дослідження.  

 

2.1. Матеріали дослідження 

 

2.1.1. Культури клітин 

В роботі використано 6 ліній перещеплюваних субстрат-залежних культур 

клітин. Культури клітин HEP-2, HeLa, L41, MDCK були одержані із банку клітинних 

ліній Інституту експериментальної патології, онкології та радіології імені Р. Е. 

Кавецького НАН України. Культури клітин ПТП та СНЕВ були отримані з Інституту 

ветеринарної медицини НАН України (табл. 2.1). 

Таблиця 2.1 

Перещеплювані культури клітин, що були використані в роботі 

Назва культури клітин Середовище росту, індекс проліферації (ІП) 

HEP-2  

(аденокарцинома гортані) 

RPMI-1640 + 5 % ембріональної сироватки; 

ІП=4,0 

HeLa  

(аденокарцинома шийки матки) 

199 + 10 % ембріональної сироватки;  

ІП=5,0 

L41  

(моноцитарна лейкемія людини) 

RPMI-1640 + 10 % ембріональної сироватки; 

ІП=5,0 

MDCK  

(нирка собаки) 

ІГЛА МЕМ + 10 % ембріональної сироватки; 

ІП=4,0 

CHEВ (свиняча нирка  

ембріональна версенізована) 

RPMI-1640 + 10 % ембріональної сироватки; 

ІП=5,0 

ПТП  

(культура тестикул поросят) 

RPMI-1640 + 10 % ембріональної сироватки; 

ІП=5,0 
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Ведення культур клітин здійснювали при стаціонарному культивуванні у 

полістиролових матрасах «Sarstedt» та планшетах (США) у ростовому живильному 

середовищі з додаванням сироватки крові ембріонів корів («Sigma», США). 

Антибіотики використовували в кінцевій концентрації 100 Од/мл для пеніциліну та 

100 мкг/мл для стрептоміцину. Застосовували для зняття культури з 

полістиролового матрасу 0,02 % розчин Версену (рН 7,2–7,4). 

 

2.1.2. Барвники 

 Для фарбування препаратів клітинних культур використовували барвник 

Acridine Orange (0,1г), буфер розчин – Acetate Buffer, 0.5M (1000 мл), «Хлорантоїн» 

(«Хім-Екватор», Україна). 

 

2.1.3. Обладнання для проведення робіт з культурами клітин 

Для роботи з культурами клітин і вірусами використовували: ламінарний 

бокс «Jouan» (MSC9); інвертований мікроскоп «Биолам П-1»; дослідницько-

універсальний мікроскоп Axiovert 200/200M виробництва («Сarl ZEISS», 

Німеччина); СО2-інкубатор; флуоресцентний мікроскоп «Primo Star FL LED» на 

базі світлодіодів з галогеновим та світлодіодним освітленням («Сarl ZEISS», 

Німеччина). 

 

2.1.4. Інструменти для відбору біологічного матеріалу 

Для відбору зразків біологічного матеріалу (мазки з порожнини носу хворих) 

для дослідження методом ПЛР використовували тампони: велюр-тампони «FLOQ 

Swab» («COPAN», Італія) (рис. 2.1. а), цитощітки «ЗГУ-ЦМ» («Центрмед», Росія) 

(рис. 2.1 b) та тампони з віскози «JS» («Jiangsu Suyun Medical Materials Co., Ltd», 

Китай) (рис. 2.2 (a)  та (b)). 
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                                  а)                                                                   b) 

 

Рис. 2.1. Тампони для відбору мазків з порожнини носу 

 а) велюр-тампон «FLOQ Swab» («COPAN», Італія), b) цитощітка «ЗГУ-ЦМ» 

(«Центрмед», Росія) 

 

 

 

Рис. 2.2. Тампон для відбору мазка із порожнини носа «JS»  

(«Jiangsu Suyun Medical Materials Co., Ltd», Китай) 

 

 

2.1.5. Транспортне середовище 

 Для транспортування біологічних зразків викорис-товували транспортні 

середовища: універсальне транспортне середовище «UTM for the Collection and 

Preser-vation of Virus, Clamidia, Mycoplasma, Ureaplasma» («Copan Diagnostics», 

Італія) див. рис. 2.3 і рис. 2.4 «Транспортне середовище для зберігання 

респіраторних мазків» («AmpliSens», Росія). 
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Рис. 2.3. Універсальне транспортне середовище «UTM for the Collection and 

Preser-vation of Virus, Clamidia, Mycoplasma, Ureaplasma»  

(«Copan Diagnostics», Італія) 

 

 

 

Рис. 2.4. Транспортне середовище для зберігання респіраторних мазків 

(«AmpliSens», Росія) 

 

2.1.6. Набори для виявлення HBoV 

 Для виділення бокавірусу людини та інших респіраторних вірусів 

застосовували набори реагентів: «Рибо-преп» («AmpliSens», Росія), «Nucleo Spin 

Dx Virus, VACHEREY-NAGELTM» («Segene», Корея). Для зворотної транскрипції 

застосовували набори «Реверта-L» («AmpliSens», Росія) і «cDNA Synthesis Premix 

V1.1» («Segene», Корея). Ампліфікацію виділених зразків здійснювали за 

допомогою наборів: «ГРВІ-Скрин-FL-варіант-FRT» («AmpliSens», Росія), «Anyplex 

II RV 16 Detection (1.1)» («QIAGEN», Корея), «M. pneumonia LC PCR Kit» 
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(«Segene», Корея), «С. pneumonia LC PCR Kit» («Segene», Корея). Валідацію 

отриманих результатів дослідження здійснювали на приладах: для тест-систем 

«AmpliSens» застосовували Rotor Gene 6000 («Corbett Research», Австралія) для 

тест-систем «Segene» використовували CFX 96 («Bio-Rad», США). 

 

2.1.7. Набори реагентів для генотипування HBoV 

Для вивчення генетичних особливостей HBoV1 застосовували набір 

реагентів від компанії «CerTest», (Іспанія). Для виділення ДНК HBoV1 

використовували набір «Viasure RNA-DNA Extraction Kit», а для ампліфікації 

«Bocavirus «Bocavirus Viasure Real Time Detection Kit»». Валідацію результатів 

дослідження здійснювали за допомогою програми «Bocavirus Viasure Real Time» і 

приладу IQ 5 («Biorad», США). 

Для характеристики генотипу HBoV людини використовували метод 

Сенгера. Для проведення дослідження застосовували набори реагентів: «Big Dye 

Terminatorv 3.1 Cycle Sequencing Kit» («Appiled Biosystems», США); «Big Dye 

Terminator 5Х Sequencing Buffer» («Appiled Biosystems», США), використовували 

секвенатор «PacBio RS ІІ» (США). 

 

2.1.8. Експрес-тести (ІХА-тести) 

В роботі використовували експрес-тести на основі імунохроматографічного 

аналізу (швидкі ІХА-тести): «Cito Test Influenza A&B», «Cito Test Adeno Respi», 

«Cito Test HRsV Blister» («Фармаско», Україна); «Alere Binax NOW Streptococcus 

pneumoniae» і «Alere Binax NOW Legionella» («Alere», Іспанія). 

 

2.1.9. Обладнання для молекулярно-генетичних досліджень 

 Ламінарний бокс для проведення екстракції вірусів БАВ п-01-«Ламінар-С»; 

відсмоктувач хірургічний ОХ-10 М; термостат TDB-120; центрифуги: «Fuga/Vortex 

Micro-spin FV-2400» та «Multi-spin MSC-6000», центрифуга «Mini-spin + eppendorf»; 

термостат чотириканальний ТП4 ПЛР-01 – «Терцик» - МС2; холодильник класу 

«Snaigeclass A», (Україна); камера глибокої заморозки «Liebherr», (Німеччина).  
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2.2. Методи дослідження 

 

2.2.1. Ведення субстратзалежних перещеплюваних культур клітин 

 

Ведення субстратзалежних перещеплюваних культур клітин здійснювали 

макро- і мікрометодом, як описано [191].  

Для експериментальних досліджень культури клітин вирощували у 

культуральних планшетах на скляних або полістиролових покривних скельцях при 

температурі 37º С в атмосфері 5 % СО2 впродовж 18-24 годин. 

 

2.2.2. Метод фарбування клітинних моношарів 

 

В роботі застосовували гісто-хімічний метод фарбування клітинних 

моношарів акридиновим помаранчевим з наступним імунофлюоресцентним 

дослідженням під люмінесцентним мікроскопом. Для цього, після формування 

моношарів клітин середовище росту або вірусовмісну рідину із лунок планшета 

видаляли, клітини промивали фізіологічним розчином та фіксували. Клітини 

фіксували послідовно двічі у 70 % водному розчині етилового спирту упродовж 5 

хвилин та один раз у 96 % етиловому спирті впродовж 5 хвилин. Далі, клітини 

фарбували 0,01 % водним розчином акридинового помаранчевого впродовж 10 

хвилин при кімнатній температурі. Пофарбовані клітинні моношари двічі про-

мивали у дистильованій воді, підсушували і монтували на предметні скельця, 

герметизуючи їх парафіном.  

 

2.2.3. Полімеразна ланцюгова реакція у мультиплексному форматі  

 

ПЛР у мультиплексному форматі в режимі реального часу на бокавірус та 

інші респіраторні віруси здійснювали в три етапи: виділення вірусної нуклеїнової 

кислоти, реакція зворотної транскрипції, ампліфікація.  
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При роботі з тест-системою «АмпіСенс» на 12 збудників (риновірус, 

респіратоно-синцитіальний вірус, мета-пневмовірус, віруси парагрипу 1, 2, 3, 4 

типів, коронавіруси, аденовіруси В, С, Е типів та бокавірус людини) виділення 

вірусної нуклеїнової кислоти проводили із застосуванням набору реагентів «Рибо-

преп» («AmpliSens», Росія). Реакцію зворотної транскрипції проводили за 

допомогою набору реагентів «Реверта-L» («AmpliSens», Росія).  

Ампліфікацію здійснювали за допомогою набору реагентів «ГРВІ-Скрин-FL-

варіант-FRT» («AmpliSens», Росія). Валідацію резуль-татів проводили на приладі 

Rotor Gene 6000 («Corbett Research», Австралія). 

При застосуванні тест-системи «Segene» на 16 вірусних респіраторних 

вірусних збудника (віруси грипу А і В, респіратоно-синцитіальні віруси типів А, В, 

аденовірус, метапневмовірус, коронавіруси типів 229Е, NL63, ОС43, віруси 

парагрипу 1, 2, 3, 4 типів, риновіруси типів А, В, С, та бокавіруси 1, 2, 3, 4 типів) 

для виділення вірусної нуклеїнової кислоти застосовували набір реагентів 

«NucleoSpin Dx Virus, VACHEREY-NAGELTM» («Seegene», Корея).  

Реакцію зворотної транскрипції здійснювали набором «cDNA Synthesis 

Premix V 1.1» («Seegene», Корея), а ампліфікацію - набором «Anyplex II RV 16 

Detection (1.1)» («Seegene», Корея). Валідацію результатів проводили на приладі 

CFX 96ТМ («Bio-Rad», США).  

Дану методику застосовували для встановлення ролі бокавірусів людини в 

структурі ГРВІ та при інфекційному загостренні БА та БОС. Для розробки 

алгоритму лабораторної діагностики бокавірусної інфекції та інших респіраторних 

вірусів. Для встановлення адсорбуючих властивостей інструментів для відбору 

біологічного матеріалу для виявлення бокавірусів людини в тому числі і інших 

респіраторних вірусів. Для розробки методу культивування бокавірусу людини в 

умовах in vitro, а саме, для визначення ефективності даного методу на всіх етапах.  
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2.2.4. Полімеразна ланцюгова реакція у моноплексному форматі 

 

Для виділення ДНК бокавірусу людини 1 типу застосовували набір «Viasure 

RNA-DNA Extraction Kit» («Viasure», Іспанія).  

Ампліфікацію здійснювали набором «Bocavirus Real teme detection kit» 

(«Viasure», Іспанія). Валідацію результатів дослідження здійснювали за допомогою 

приладу IQ 5 («Biorad», США). Результати дослідження розраховували за 

допомогою програми, попередньо встановленої на персональний комп’ютер за 

допомогою приладу IQ 5 та методичних рекомендацій. 

Метод застосовували для дослідження молекулярно-генетичних 

особливостей бокавірусної інфекції, а саме, як підтверджуючий тест на наявність 

HBoV1. 

 

2.2.5. Метод Сенгера 

 

У дослідженні застосовували метод Сенгера, для якого в обмежених умовах 

проводили ПЛР у присутності всіх чотирьох типів dNTP (один з них був міченим 

по альфа-положенню фосфату), на виході, отримали набір продуктів неповного 

копіювання матричного фрагменту.  

Суміш очищали від незв’язаних дезоксинуклеозидтрифосфатів і ділили її на 

вісім частин. Після чого в "плюс" системі проводили чотири реакції у присутності 

кожного з чотирьох типів нуклеотидів, а у "мінус" системі – при відсутності 

кожного з них. В результаті, в "мінус" системі термінація відбувалася перед dNTP 

даного типу, а в "плюс" системі – після нього. Отримані таким чином вісім зразків 

розділяли за допомогою електрофорезу, "зчитували" сигнал і визначали 

послідовність вихідної ДНК. Цим способом була секвенована коротка ДНК фага 

фХ174, що складалася з 5386 нуклеотидних пар (рис. 2.3). 
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Рис. 2.3. Секвенування по Сенгеру методом «плюс-мінус» [192] 

 

Для проведення методу Сенгера в стерильну пробірку вносили 50 нг 

амплікону та 3,3 пмоль праймера, далі отриману суміш висушували у вакуумному 
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концентраторі Concentrator 5301 («Epрendorf», Германія) при температурі 60° С. в 

пробірку із сухим залишком вносили 1 мкл суміші «BigDye Terminatorv 3.1 Cycle 

Sequencing Kit» виробництва компанії «Appiled Biosystems», (США), 6 мкл «BigDye 

Terminator 5Х Sequencing Buffer» виробництва компанії «Appiled Biosystems», 

(США) та 23 мкл бідистильованої води. Температурний профіль реакції мав 

наступний вигляд: 98° С – 10 с, 50° С – 5 с, 60° С – 4 хвилини протягом 25 циклів, 

далі фінальне прогрівання до 98° С протягом 3 хвилин та зберігання при 20° С. 

Метод Сенгера застосовували для дослідження молекулярно-генетичних 

особливостей бокавірусної інфекції, а саме, визначення типу, який циркулюва на 

території України. 

 

2.2.6. Методи математичного та статистичного аналізу результатів 

дослідження. 

 

Математичний і статистичний аналіз отриманих результатів досліджень 

здійснювали за допомогою ліцензійного програмного пакету Statistica for Windows 

6.1. Оцінку достовірності отриманих результатів здійснювали за t-критерієм 

Ст`юдента. Для параметричних показників здійснювали розрахунок середнього 

арифметичного (М), помилки середньої (m). Результати оцінювали на рівні 

достовірності не більше p<0,05 (Лапач С. Н. та співав., 2000; Атомонов М. Ю., 

2006). 
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2.3. Характеристика обстеженої групи хворих 

 

З 2012 по 2014 роки було обстежено 163 хворих дитини віком від трьох 

місяців до п’ятнадцяти років. З них, хлопчиків було 121 (74,3 %), дівчаток – 42 (25,7 

%). Серед обстежених 97 дітей (59,5 %) хворіли на ГРВІ та 66 дітей (40,5 %) – на 

інфекційне загострення БОС. Контрольну групу склали 12 дітей І і ІІ груп здоров’я 

середній вік (36,9±3,8) місяця. Групи були рандомізовані за статтю та віком.  

 

Мазки з порожнини носу у хворих, які приймали участь у дослідженні 

відбирали двома різними тампонами з лівої ніздрі велюр-тампоном, а з правої – 

тампоном іх віскози. Переважно в перші 2 доби з моменту госпіталізації хворих. 

Відбір біологічного матеріалу здійнювали відповідно до вимог Наказу МОЗ 

України № 662 від 30.07.2013 року [193]. 

Перед проведенням досліджень, нами отримано згоду від комітету з етики 

НМАПО імені П. Л. Шупика (протокол засідання КЕ № 2 від 04.02.2013 р), яка 

дозволила відбирати матеріал від хворих з урахуванням інформованої згоди. 

Батьки пацієнтів, які приймали участь у дослідженні, були проінформовані 

про план проведення дослідження, його мету та методи. Ними було розроблено 

письмову інформовану згоду відповідно до вимог «Good Clinical Practice» та 

діючого законодавства України з питань біоетики медичних досліджень.  

У дослідження не включали хворих, батьки чи опікуни яких не дали 

письмової згоди. Кожному учаснику дослідження в ході експерименту 

присвоювали унікальний ідентифікаційний номер. Даний номер вносили до 

«форми обліку» [194] Конфіденційна інформація не використовувалась у звітах і 

публікаціях.  

Кількісну складову експериментальної частини дисертаційного дослідження 

подано в табл. 2.2. 
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Таблиця 2.2 

Обсяг виконаної роботи 

 

Задачі Методи Кількість 

Встановити роль бокавірусів 

людини в етіології ГРВІ 

ПЛР у мультиплексному форматі  

на 12-16 вірусних збудників 

194 

мазки з 

носу 

Встановити роль бокавірусів 

людини при інфекційному 

загостренні БА і БОС 

ПЛР у мультиплексному форматі  

на 12-16 вірусних збудників 

156 

мазків з 

носу 

Дослідити молекулярно-

генетичні особливості 

бокавірусної інфекції 

Метод секвенування геному HBoV1  

за Сенгером 

40 

зразків 

ДНК  

Підтверджуючий тест  

«Bocavirus Real-Time Detection Kit» 

48 

зразків 

ДНК 

Розробити та науково 

обґрунтувати алгоритм 

лабораторної діагностики 

бокавірусної інфекції 

ПЛР у мультиплексному форматі на 

2 збудника (S. pneumonae, L. 

pneumonae) 

78 

зразків 

Швидкі ІХА-тести на виявлення: 

вірусів грипу А і В, Аденовірусів, 

РС-вірусів, S. pneumonae, L. 

pneumonae 

400 

тестів 

Удосконалити лабораторну 

діагностику бокавірусної 

інфекції 

Відбір біологічного матеріалу 

велюр-тампонами, тампонами із 

віскози, цитощітками; фарбування 

препаратів, світлова мікроскопія, 

ПЛР на 16 збудників 

224 

препарати 

Розробити метод 

культивування та виділення 

бокавірусу людини в 

перещеплюваних культурах 

клітин в умовах in vitro 

Культивування культур клітин: 

CHEB, MDCK, HEP-2, HeLa, L41, 

ПТП; світлова мікроскопія; 

люмінісцентна мікроскопія; ПЛР на 

16 збудників 

1728 

моношарів 

 

З метою визначення клінічних особливостей бокавірусної інфекції у дітей 

збирали анамнестичні дані, проводили лабораторно-інструментальні методи 

дослідження: загальний аналіз крові, загальний аналіз сечі, бактеріологічний посів 

та інші. Результати реєстрували в історіях хвороби 
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РОЗДІЛ 3 

 

РОЛЬ БОКАВІРУСНОЇ ІНФЕКЦІЇ В ЕТІОЛОГІЧНІЙ СТРУКТУРІ 

ГОСТРИХ РЕСПІРАТОРНИХ ВІРУСНИХ ІНФЕКЦІЙ У ДІТЕЙ 

 

Відповідно до сучасних даних в Україні щорічно реєструється 4,5–5,0 

мільйони випадків грипу та ГРВІ серед дітей. До найбільш поширених класичних 

збудників ГРВІ належать: віруси грипу, парагрипу, респіраторно-синцитіальний 

вірус вірус (РС-вірус), аденовіруси, риновіруси, респіраторні коронавіруси та 

ентеровіруси. 

 У даний час у світі накопичена інформація про циркуляцію HBoV1 людини. 

Вірус виявляли переважно у дітей з ураженням верхніх і нижніх дихальних шляхів. 

Зареєстровано поодинокі випадки виявлення HBoV2 і HBoV3 у 

носоглоткових змивах пацієнтів із захворюваннями органів дихання.  

Згідно даних зарубіжних авторів, до основних клінічних форм бокавірусної 

інфекції у дітей відносять: риніт, гострий катаральний отит, тонзиліт, фарингіт, 

ларинготрахеїт, пневмонію, бронхіоліт, бронхіт, інфекційне загострення БА та 

БОС.  

Характерною рисою БА та БОС є варіабельність перебігу хронічного 

захворювання з періодичним розвитком епізодів прогресуючого наростання 

задишки, кашлю, появи свистячих хрипів і відчуття нестачі повітря, стиснення 

грудної клітки чи різної комбінації цих симптомів, які часто загрожують життю і 

саме через це є значною проблемою в медичній практиці.  

Серед багатьох внутрішніх і зовнішніх факторів, які сприяють розвитку БА 

чи БОС, особливе значення приділяється респіраторній вірусній інфекції, яка 

вважається одним з основних «тригерів» цих захворювань. 

Зв’язок між ГРВІ і бокавірусами, загостренням БА/БОС і бокавірусами 

розглядається в нашому дослідженні з точки зору уточнення ролі бокавірусів 

людини, як «нових» респіраторних збудників, в етіологічній структурі 

захворювань органів дихання у дітей в Україні. 
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3.1. Роль бокавірусів людини в етіологічній структурі ГРВІ у 

госпіталізованих дітей 

 

Досліджували роль бокавірусів людини в етіологічній структурі ГРВІ за 

період з жовтня 2012 року по грудень 2014 років.  

Обстежено 97 дітей віком від 3 місяців до 15 років, у середньому (39,5±2,5) 

місяця, які знаходилися на лікуванні в інфекційному відділенні у Львівській 

дитячій міській клінічній лікарні. Серед них хлопчиків було 51 (52,6 %), а дівчаток 

– 46 (47,4 %).  

Госпіталізованих пацієнтів рандомізовано за віком на чотири групи: перша 

група налічувала 12 дітей віком від 3 місяців до 1 року (12,4 %), друга – 

нараховувала 67 дітей віком 1-3 роки (69,0 %), третя - 10 дітей 3-5-річного віку (10,4 

%) і четверта - 8 дітей старше 5 років (8,2 %). 

Усім хворим проводили відбір біологічного матеріалу, при поступленні до 

стаціонару. Також їх проводили загально-клінічні, бактеріологічні та молекулярно-

генетичні дослідження (розділ 2 «Матеріали і методи»).  

За результатами досліджень, встановлено, що в етіологічній структурі ГРВІ, 

у дітей було виявлено респіраторні віруси в 53,6 % випадків.  

Встановлено, що значну перевагу серед виявлених респіраторних вірусних 

збудників в етіологічній структурі ГРВІ мали бокавіруси людини (42,3 %). Дещо з 

меншою частотою виявляли віруси парагрипу (21,2 %), аденовіруси (19,2 %), 

риновіруси (9,7 %), РС-віруси та метапневмовірус по 3,8 % відповідно (рис. 3.1). 
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Рис. 3.1. Етіологічна структура ГРВІ у дітей за період з 2012 по 2014 роки  

(результати наведені у відсотках від загальної кількості лабораторно 

підтверджених випадків) 

 

Бокавірусну моно-інфекцію визначали в 45,5 %, а мікст-інфекцію («бока-

вірус + риновірус», «бокавірус + аденовірус») у 54,5 % випадків. 

Досліджували частоту виявлення бокавірусів в етіологічній структурі ГРВІ у 

дітей різних вікових груп.  

Для цього дітей було рандомізовано за віком на 4 групи: перша група – діти 

від 4 місяців до одного року життя, друга – від 1 до 3 років життя, третя – діти віком 

від 3 до 5 років і в останню четверту групу увійшли діти старші 5 років 

(дошкільнята: 5-7 років). Такий розподіл дітей на групи обумовлений нагальною 

потребою в подальшому порівнянні наших результатів дослідження з результатами 

інших авторів. Особливості етіологічної структури ГРВІ у дітей чотирьох вікових 

груп на ведені на рис. 3.2. 

 

HBoV
42,30%

HPiV 21,20%

HAdV 19,20%

HRV 9,70%

HRsV 3,80% HMpV 3,80%
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Рис. 3.2. Особливості етіологічної структури ГРВІ у дітей різних вікових груп  

(результати наведені у відсотках від загальної кількості лабораторно 

підтверджених випадків) 

 

Як видно із наведених даних, у першій групі дітей (до 1 року) в структурі 

ГРВІ були виявлені РС-віруси, метапневмовіруси та віруси парагрипу (по 3,8 % від 

загальної кількості лабораторно підтверджених випадків) та аденовіруси в 1,9 % 

випадків. Бокавіруси не були ідентифіковані у жодному випадку. 

У другій групі від 1 до 3 років, бокавіруси людини було виявлено у 25,0 % 

випадків, віруси парагрипу 1-4 типів у 21,1 %, аденовіруси у 13,5 %, риновіруси – 

5,8 %, метапневмовірус – 3,8 %, а РС-вірус у 1,9 % випадків. 

В третій групі дітей віком від 3 до 5 років, бокавірус був виявлений у 15,4 %, 

риновіруси – 9,6 %, аденовіруси та метапневмовіруси по 5,8 %, а віруси парагрипу 

у 3,8 % випадків.  

25,00%

15,40%

1,90%

1,90%

13,50%

5,80%

5,80%

3,80%

3,80%

5,80%

5,80%

9,60%

3,80%

1,90%

3,80%

21,10%

3,80%

перша група (до 1 року)

друга група (1-3 роки)

третя група (3-5 років)

четверта група (старше 5 років)

Віруси парагрипу 1-4 РС-віруси Риновіруси
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У четвертій групі дітей старше 5 років протягом всього періоду 

спостереження реєструвався лише аденовірус у 5,8 % випадків та бокавірус людини 

у 1,9 % випадків, інші збудники ГРВІ виявлено не було. 

Як видно з представлених даних, найбільш часто бокавірусну інфекцію було 

виявлено у дітей другої групи. Бокавірус не виявляли в першій групі дітей до 1 

року. 

Оцінюючи особливості клінічного перебігу бокавірусної інфекції, нами 

відмічено, що більшість пацієнтів госпіталізовані на 6-18 годину від початку 

захворювання. Причинами звернення до стаціонару були: утруднене дихання, 

задишка, неспокій, висока температура тіла, сильний кашель.  

Основні симптоми ГРВІ у дітей з бокавірусною інфекцією в залежності від 

віку і статі представлено на рис. 3.3. 

 

 
 

 

Рис. 3.3. Основні симптоми ГРВІ у дітей з бокавірусною інфекцією в 

залежності від віку і статі (результати наведені у відсотках від загальної кількості 

лабораторно підтверджених випадків) 
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Оцінюючи особливості клінічного перебігу бокавірусної інфекції було 

відмічено, що більшість пацієнтів госпіталізовані на 6-18 годину від початку 

захворювання. Причиною звернення до стаціонарів було: утруднене дихання, 

задишка, неспокій, висока температура тіла, сильний кашель.  

За результататми проведеного дослідження, можна підвести підсумок, нами 

встановлено роль бокавірусу людини в етіологічній структурі ГРВІ у дітей. 

Бокавірус людини виявляли в структурі ГРВІ у 42,3 % від загальної кількості 

лабораторно підтверджених випадків.  

Було виявлено бокавірусну моно-інфекцію у 45,5 % випадків, а бокавірусну 

мікст-інфекцію у 54,5 % випадків. Визначали вірусно-вірусну мікст-інфекцію: 

«бокавірус + риновірус», «бокавірус + аденовірус», «бокавірус + риновірус + аден

о-вірус».  

Встановлено, що найбільш уразливими до HBoV виявились діти другої групи 

від 1 до 3 років, збудник було виявлено у 25,0 % випадків.  

Оцінювали клінічні особливості перебігу бокавірусної інфекції у дітей з 

ГРВІ: утруднене дихання, задишка, неспокій, висока температура тіла, сильний 

кашель. 

 

3.2. Роль бокавірусів людини при інфекційному загостренні бронхіальної 

астми та бронхообструктивного синдрому у госпіталізованих дітей 

 

З лютого 2012 року по квітень 2013 року обстежено 66 дітей віком від 3 

місяців до 6 років середній вік пацієнтів становив (36,3±2,5) місяців, 

госпіталізованих до Національної дитячої спеціалізованої лікарні «ОХМАТДИТ» в 

період з 2012-2013 роки.  

З діагнозом БА у дослідження включено 28 осіб (42,4 %), а з БОС – 38 осіб 

(57,6 %). Серед них хлопчиків було 46 (69,7 %), а дівчаток – 20 (30,3 %).  

Методом рандомізації, діти були розподілені на чотири групи за віком. 

Першу групу склали 17 осіб віком до 1 року, другу - 21 особа віком від 1 до 3 років, 

третю – 23 дитини від 3 до 5 років, четверту – 5 осіб старше 5 років. У контрольну 
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групу війшли 12 дітей І і ІІ груп здоров’я. Всього було обстежено 78 дітей. 

Відбір мазків з порожнини носа та загально-клінічні дослідження 

виконували, як це описано в другому розділі «Матеріали та методи дослідження».  

Діагноз БА встановлювали відповідно до Наказу МОЗ України № 767 від 

27.12.2005 року «Про затвердження протоколів діагностики та лікування алер-

гологічних хвороб у дітей» та № 868 від 08.10.2013 року «Про затвердження та 

впровадження медико-технологічних документів зі стандартизації медичної 

допомоги при бронхіальній астмі».  

Для виявлення вірусних респіраторних збудників, в тому числі, бокавірусів 

людини застосовували ПЛР у мультиплексному форматі на 12-16 збудників 

(табл. 3.1). 

Таблиця 3.1. 

Результати досліджень зразків біологічного матеріалу методом ПЛР  

у мультиплексному форматі в режимі реального часу у дітей  

із інфекційним загостренням БА та БОС 

Показник 

Бронхіальна астма 

 

(n=28) 

Бронхообструктивний 

синдром 

(n=38) 

абс.ч  %±m % абс.ч  %±m % 

Бокавірус 15 53,6±9,4 7 18,4±6,3 

Аденовірус 4 14,3±6,6 2 5,3±3,6 

Метапневмовірус 1 3,6±3,5 4 10,5±4,9 

Риновірус 2 7,1±4,8 4 10,5±4,9 

РС-вірус 5 17,8±7,2 4 10,5±4,9 

Віруси парагрипу 1–4 1 3,6±3,5 2 5,3±3,6 

Не виявлено 0 0 15 25,9±7,1 
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Етіологічна структура вірусних збудників у дітей при інфекційному 

загостренні БА (a) та БОС (b) представлена на рис. 3.4.((a)  та (b)). 

В результаті ПЛР-дослідження БА виявлено HBoV у 53,6 %, HRsV – 17,8 %, 

HAdV – 14,3 %, HRV – 7,1 %, а HMpV і HPiV по 3,6 % випадків.  

У пацієнтів із БОС HBoV був ідентифікований у 30,4 % випадків, HRsV, HRV 

та HMpV - у 17,4 % відповідно, а HAdV і HPiV - у 8,73 % випадків відповідно.  

 

    
 

                      a)                                                                 b)                                  

 

Рис. 3.4. Етіологічна структура вірусів при інфекційному загостренні  

БА (a) та БОС (b) (дані наведені у відсотках від загальної кількості 

лабораторно підтверджених випадків) 

 

Особливості етіологічної структури інфекційного загострення БА та БОС у 

дітей різних вікових груп з 2012 по 2013 роки наведені на рис. 3.5. 

В результаті проведеного дослідження встановлена чітка залежність 

індикації бокавірусу в залежності від віку дитини, так у першій віковій групі HBoV 

людини виявляли в 7,1 % випадків, у другій групі в 23,8 %, у третій групі в 19,0 %, 

а в четвертій – його взагалі не виявляли.  
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Серед хворих з інфекційним загостренням БА та БОС у яких виявляли бока-

вірус людини, моно-інфекцію встановлено у 86,4 % випадків, а мікст-інфекцію 

(«бокавірус + риновірус + аденовірус» і «бокавірус + РС-вірус + аденовірус») – у 

13,6 % випадків. 

Попередній аналіз показав, що частота епізодів ГРВІ у хворих на БА 

становила (1,5±0,2 епізоду) і була практично такою ж (p>0,05), як і у дітей (1,6±0,3 

епізоду).  

Середній вік появи перших епізодів ГРВІ у дітей з БА складав (21,0±1,5) 

місяця, а у дітей з БОС – (21,7±1,1) місяця, що свідчило про ранню маніфестацію 

хвороби.  

 
 

Рис. 3.5. Особливості етіологічної структури інфекційного загострення 

 БА та БОС у дітей різних вікових груп за весь період спостереження (у відсотках 

від загальної кількості лабораторно підтверджених результатів) 

 

Час, що проходив від маніфестації ознак БА до встановлення діагнозу, в 

середньому становив (19,7±1,6) місяця, що пов`язано з труднощами встановлення 

діагнозу у ранньому віці. Вікові особливості частоти основних клінічних симптомів 
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хвороби наведено у табл. 3.2. 

Як видно з таблиці, у всіх вікових групах були відмічені катаральні явища 

різних ступенів важкості. Достовірних відмінностей по частоті виявлення таких 

симптомів, як закладеність носа та ринорея не було виявлено (p>0,05). Гіперемію 

зіву відмічали в кожній віковій групі і особливо часто у пацієнтів віком від 3 до 5 

років.  

Наведені дані свідчать про те, що за клінічними симптомами встановити 

причину захворювання немає можливості, що підкреслює необхідність 

лабораторної ідентифікації збудника інфекції. 

Проводилась ідентифікація таких респіраторних патогенів, як віруси 

парагрипу, аденовіруси, риновіруси, метапневмовірус і бокавірус по раках. Так, у 

2012 році респіраторні віруси були виявлені в (72,2±5,3) % випадків, у 2013 році – 

в (53,6±7,8) %, у 2014 році – в (52,0±7,1) % випадків. 

Таблиця 3.2 

Характеристика основних клінічних симптомів (М±m%), бокавірусної 

інфекції у дітей із загостренням БА та БОС в залежності від віку 

 

 

Клінічні симптоми 

Вік обстежених дітей 

до 1 року 

 

n=17 

1-3 роки 

 

n=21 

3-5 років 

 

n=23 

старше 5 

років 

n=5 

Закладеність носа 88,2±7,8 90,5±6,4 91,3±5,8 60,0±21,9 

Ринорея 52,9±12,1 85,7±7,6 73,9±9,2 40,0±21,9 

Гіперемія зіву 47,0±12,1 52,4±10,8 86,9±7,0 60,0±21,9 

Кашель 17,6±9,2 61,9±12,0 65,2±9,9 20,0±17,9 

Ядуха 35,3±11,6 23,8±9,3 13,0±7,0 - 

 

Встановлено, що в різні роки серед всіх респіраторних вірусів частота 

виявлення бокавірусу при моно-інфекції варіювала в межах від (8,5±5,4) % до 

(36,5±6,7) %, а при мікст-інфекції - (8,0±5,5) % до (21±5,6) (табл. 3.3). 
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Таблиця 3.3. 

 

Частота виявлення бокавірусної моно- і бокавірусної мікст-інфекції та інших 

респіраторних вірусів у дітей за період спостереження по роках 

 

Рік 

Кількість 

обстежених 

хворих 

(n) 

Загальна кількість 

виявлених вірусів 

HBoV-моно 

інфекція 

HBoV-мікст 

інфекція 

абс.ч М±m% абс.ч.  М±m% абс. ч М±m% 

2012 72 52 72,2±5,3 19 36,5±6,7 11 21,1±5,6 

2013 41 22 53,6±7,8 8 36,4±10,2 2 9,1±3,0 

2014 50 25 50,0±7,1 2 8,0±5,4 2 8,0±5,5 

 

Отримані нами дані не зовсім узгоджуються з результатами закордонних 

досліджень, в яких встановлена провідна роль РС-вірусу та риновірусу в 

інфекційному загостренні БА та БОС, що може бути пов’язано з особливостями 

циркуляції цих збудників в країні. При цьому частота виявлення поєднання мікст-

інфекції бокавірусу з іншими вірусами-збудниками респіраторних захворювань 

людини дещо менша, ніж за даними літературних джерел в Європі. 

Таким чином, підводячи підсумки під цим підрозділом важливо відмітити, 

що бокавіруси людини вперше були виявлені, як «тригери» інфекційного 

загострення Ба та БОС у дітей України в період 2012-2013 років.  

Проведено ідентифікацію бокавірусу людини при інфекційному загостренні 

БА та БОС у дітей.  

Так, при БА бокавіруси людини було виявлено у 53,6 %, РС-віруси у 17,8 %, 

аденовіруси – 14,3 %, риновірус – 7,1 %, а метапневмовірус і віруси парагрипу по 

3,6 % випадків відповідно.  
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При БОС бокавіруси було ідентифіковано у 30,4 %, риновірус, РС-вірус і 

метапневмовірус по 17,4 %, а віруси парагрипу та аденовіруси по 8,7 % відповідно.  

Бокавірусна моно-інфекція була виявлена в 86,4 % випадків, а бокавірусна 

мікст-інфекція «бокавірус + риновірус + аденовіру» та «бокавірус + РС-вірус + 

аденовірус» у 13,6 % випадків.  

Найбільш часто бокавірусну інфекцію виявляли у вікових групах від 1 до 3 

років (23,8 %) і від 3 до 5 років (19,0 %).  

У дітей усіх вікових груп з інфекційним загостренням Ба та БОС відмічені 

катаральні явища різних ступенів важкості. Достовірних відмінностей по частоті 

виявлення основних симптомів не було виявлено (p>0,05). 

 

3.3. Епідеміологічні особливості бокавірусної інфекції  

 

В основу цього розділу покладено узагальнені результати обстежень 163 

хворих дітей, які перебували на стаціонарному лікуванні в інфекційних відділеннях 

з приводу захворювань ГРВІ та з інфекційним загостренням БА та БОС у 2012, 2013 

та 2014 роках. 

Встановлено, що з 2012 по 2014 роки в кожному епідемічному сезоні 

спостерігались такі респіраторні віруси, як віруси парагрипу, аденовіруси, 

риновіруси, метапневмовірус та бокавірус людини.  

Аналіз щомісячного виявлення бокавірусної інфекції та інших респіраторних 

вірусних збудників за період з 2012 по 2014 роки показано на рис. 3.6. ((a)  та (b)). 
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a) 

 

b) 

Рис. 3.6. Результати виявлення респіраторних вірусів по місяцям за період  

з 2012 по 2014 років (a  та b) 

 

Встановлено, що частота виявлення бокавірусу людини коливалася в 

широких межах упродовж року та чітко характеризувалася двома піками: один із 
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них припадав на вересень-жовтень, що спіпадало з даними російськиї і білоруських 

вчених [195, 196], щодо циркуляції HBoV1 серед дитячого населення цих країн, а 

другий - на весняний період з максимальним виявленням у квітні місяці, що за 

даними літератури більш характерно для країн Західної Європи [197]. 

 

3.4. Молекулярно-генетичні особливості бокавірусу людини 

 

Молекулярно-генетичні методи посідають провідне місце в діагностиці, 

епідеміологічному нагляді за інфекційними захворюваннями, оскільки 

відрізняються високою чутливістю, специфічністю, точністю та експресністю. 

Застосування молекулярно-генетичних методів, основаних на ампліфікації 

нуклеїнових кислот, зараз є особливо актуальною проблемою та дає прекрасні 

результати у випадках, коли вірус відноситься до важко-культивованих збудників. 

Так, одним із таких збудників є бокавірус людини.  

На сучасному етапі розвитку науки та лабораторної діагностики розроблено 

та впроваджено в практику вірусологічних лабораторій провідних країн світу 

підходи до секвенування бокавірусів людини.  

Зважаючи на те, що в Україні дослідження на виявлення бокавірусів ніколи 

не проводились, одним із наших завдань було знайти метод генотипування HBoV1 

людини, який би був зручним у використанні та дотупним для вітчизняних 

науково-практичних лабораторій. 

Так нами, вперше застосовано конформаційний тест виробництва іспанської 

компанії «СerTest BiotecS.L» (Іспанія), який було ввезено до України за одноразовим 

дозволом для ідентифікації бокавірусу людини 1 типу.  

Даний конформаційний тест, являє собою ПЛР у моноплексному форматі. 

Він є специфічним аналізом визначення HBoV1 людини в зразках біологічного 

матеріалу, а саме, в мазках із порожнини носу.  
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Принцип методу полягав у виділенні ДНК HBoV1 з біологічного матеріалу 

та ампліфікації закритої області білка NS1 з використанням специфічних праймерів 

і зонду з флуоресцентним маркуванням.  

Набір для ампліфікації «Viasure Bocavirus Rial Time Kit» містить 6 стрипів по 

8 лунок кожний. В кожну лунку стрипу внесено всі копоненти реакції (праймери, 

дезоксинуклеотидтрифосфати, буфер і полімеразу), крім зразка (проби).  

Однією з переваг даного набору є те, що він може зберігатися при 

температурі від -2 до 40 °С, що значно полеглує роботу ампліканта в ПЛР 

лабораторії. 

Для встановлення генотипу бокавірусу людини, нами протестовано 9 зразків 

позитивних методом ПЛР у мультиплексному форматі на HBoV моно-інфекцію 

(табл. 3.4.). 

Таблиця 3.4 

Загальна кількість позитивних на HBoV моно-інфекцію зразків 

№ 

за 

порядком 

№ 

лабораторний 

№ історії 

хвороби 
Стать Вік 

HBoV- 

моно-

інфекція 

1 1-ARI/ch/2012 5068 Ж 3 HBoV 

2 2-ARI/ch/2012 5115 Ч 16 HBoV 

3 6-ARI/ch/2012 5202 Ч 2 HBoV 

4 10-ARI/ch/2012 5223 Ч 2 HBoV 

5 11-ARI/ch/2012 5270 Ч 2 HBoV 

6 15-ARI/ch/2012 5283 Ч 2 HBoV 

7 16-ARI/ch/2012 5307 Ч 2 HBoV 

8 19-ARI/ch/2012 5315 Ж 3 HBoV 

9 20-ARI/ch/2012 5318 Ж 2 HBoV 
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Етапи тестування: виділення ДНК HBoV1 людини з відібраної заздалегіть 

проби біологічного матеріалу проводили набором «Viasure RNA-DNA Extraction 

Kit», який є універсальним для біологічних зразків, вірусної та/чи бактеріальної 

природи. В основу даного етапу покладено серію відмивок за колоночним типом, 

даний етап унікальний тим, що не потребує додаткової кількості пластику та 

спеціального оснащення для проведення очищення нуклеїнових кислот. 

Проводили ознайомлення з інструкцією, передоброку зразків біологічного 

матеріалу готування 5 реакційних сумішей: 

1. «Master Mix» (протеїнкіназа К + RNA Free Woter) - реакційну суміш 

вносили до зразка біологічного матеріалу. 

2. «Karier RNA + RNA Free Woter» – реакційну суміш вносили до початку 

відмивки нуклеїнової кислоти від біологічного сміття. 

3. «Ізопропанол 99,7% + Beginer Bufer» - реакційну суміш вносили на етапі 

зміни колонок. Основною задачею було якісно відмити нуклеїнову 

кислоту від оболонки і органел клітин. 

4. «Ізопропанол 99,7% + Wash Bufer I» - реакційну суміш вносили після 

заміни колонки.  

5. «Етанол 99,8% + Wash Bufer II» - реакційну суміш вносили вкінці для 

осадження відмитої нуклеїнової кислоти. 

 На початку дослідження, на преаналіьтичному етапі дорслідження, 

розморожували, реєстрували та центрифугували проби біологічного матеріалу. 

Далі, виконували дії відповідно до інструкції виробника.  

Ампліфікацію здійснювали набором «Bocavirus Real teme detection kit».  

До складу набору входили 6 стрипів по 8 пробірок в кожному та розчини з 

позитивним та негативним контролями ампліфікації.  

В стріпи вносили по 8 мкл проби і по 5 мкл негативного та позитивного 

контролів, для контролю етапу ампліфікації, стрипи накривали кришками і 

поміщали в ампліфікатор, заздалегіть запрограмований відповідно до інструкції 

виробника (рис. 3.7). Валідацію результатів проводили на приладі IQ 5 («Biorad», 

США). 
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Рис. 3.7. Результати дослідження конформаційним тестом «Bocavirus Real 

teme detection kit» («CerTest», Іспанія) 

 

У результаті дослідження виявлено ДНК HBoV1 людини у 9 зразках 

біологічного матеріалу.  

Завдяки конформаційному тесту, було виявлено тільки бокавірус людини 1 

типу у дітей України, хворих на ГРВІ та інфекційне загострення БА та БОС.  

Для більш поглибленого вивчення та характеристики генотипу HBoV нами 

було застосовано метод Сенгера, який виконували в референс-центрі з моніторингу 

за збудниками інфекцій дихальних шляхів ФБУН ЦНІЕ Росспоживнагляду.  

В основу методу покладено принцип синтезу комплементарного ланцюга 

ДНК на основі мДНК за допомогою ДНК-полімерази (див. розділ «Матеріали та 

методи дослідження»).  

Філогенетичне дерево будували методом поєднання найближчих сусідів із 

застосуванням перестановочного аналізу статистичної значимості 

сконструйованого дерева по 500 реплікам (рис. 3.8).  
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Рис. 3.8. Філограма повногеномних послідовностей генотипів HBoV побудована 

методом максимальної подібності, у вузлах вказані статистичні індекси підтримки 

 

Порівняння та аналіз отриманих нуклеотидних послідовностей виконували із 

застосуванням серверу Національного центру біотехнологічної інформації 

«NCBI», (США), який включає в себе бази даних Gen Bank (США), EMBL (Европа) 

и DDBJ (Японія) за допомогою алгоритму BLAST 2.2.24.  

В результаті проведеного дослідження було підтверджено циркуляцію 

HBoV1 на території України у дітей з ГРВІ та з інфекційним загостренням БА та 

БОС. 
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Вичновок до розділу 3. 

 

Першою задачею нашого дослідження було, встановити роль бокавірусу 

людини в етіологічній структурі ГРВІ у дітей України. Бокавірус людини виявляли 

в структурі ГРВІ у 42,3 % від загальної кількості лабораторно підтверджених 

випадків.  

Бокавірусну моно-інфекцію виявляли у 45,5 % випадків, а бокавірусну мікст-

інфекцію у 54,5 % випадків. Визначали вірусно-вірусну мікст-інфекцію: 

«бокавірус + риновірус», «бокавірус + аденовірус», «бокавірус + риновірус + аден

о-вірус». Встановлено, що найбільш уразливими до HBoV людини виявились діти 

другої групи від 1 до 3 років, збудник було виявлено у 25,0 % випадків. 

 Оцінювали клінічні особливості перебігу бокавірусної інфекції у дітей з 

ГРВІ: утруднене дихання, задишка, неспокій, висока температура тіла, сильний 

кашель. 

Другою задачею нашого дослідження було встановити роль бокавірусу 

людини при інфекційному загостренні БА та БОС у дітей України.  

Встановлено, що бокавірус людини є «тригером» інфекційного загострення 

БА та БОС, його було ідентифіковано у 53,6 % випадків в етіологічній структурі 

респіраторних вірусів.  

Встановлено бокавірусну моно-інфекцію у 86,4 % випадків, а бокавірусну 

мікст-інфекцію «бокавірус + риновірус + аденовіру» та «бокавірус + РС-вірус + 

аденовірус» у 13,6 % випадків.  

Досліджували частоту виявлення бокавірусу людини у дітей різних вікових 

груп, за результатами дослідження бокавірус частіше виявляли у 23,8 % у дітей 

вікової групи від 1 до 3 років. Хворі діти, які приймали участь в експериментальних 

дослідженнях частіше поступали до стаціонарів зі скаргами на: закладеність носу, 

ринорею, гіперемію зіву, кашель та ядуху переважно вночі. Достовірних 

відмінностей по частоті виявлення основних симптомів не було виявлено (p>0,05). 
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Нами встановлено епідеміологічні особливості бокавірусної інфекції у дітей. 

Аналіз щомісячного виявлення бокавірусів та інших респіраторних вірусних 

збудників за період з 2012 по 2014 роки.  

Показано, що частота виявлення HBoV коливалася в широких межах 

упродовж року та чітко характеризувалася двома піками: один з яких припав на на 

вересень-жовтень, а другий на весняний період з максимальним виявленням 

збудника у квітні місяці. 

Важливою задачею дисертаційного дослідження було вивчення 

молекулярно-генетичних особливостей бокавірусів людини виявлених у дітей у 

період з 2012 по 2014 роки в Україні.  

Для характеристики типу HBoV циркулюючого серед дітей з клінічними 

проявами ГРВІ та інфекційного загострення БА та БОС, нами було застосовано 

конформаційний тест на платформі ПЛР у моноплексному форматі. У результаті 

експерименту всі досліджувані зразки були позитивними на HBoV1.  

Тому, на підставі проведеного експерименту ми зробили висновок, що на 

території України в 2012-2014 роках, серед дітей віком від 3 місяців до 15 років, 

хворих на ГРВІ та інфекційне загострення БА і БОС було ідентифіковано тільки 

бокавірус людини 1 типу. 

Методом секвенування за Сенгером підтверджено циркуляцію бокавірусу 

людини 1 типу.  
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РОЗДІЛ 4 

 

УДОСКОНАЛЕННЯ ЛАБОРАТОРНОЇ ДІАГНОСТИКИ  

БОКАВІРУСНОЇ ІНФЕКЦІЇ У ДІТЕЙ 

 

Запорукою ефективної етіотропної терапії при ГРВІ чи при інфекційному 

загостренні БА та БОС є якісна лабораторна діагностика, спрямована на виявлення 

та ідентифікацію збудника, що є етіологічним чинником захворювання.  

В країнах Європи, етіологічна діагностика HBoV1 базується на 

комплексному застосуванні різних високотехнологічних підходів, серед яких 

переважають молекулярно-генетичні та серологічні методи дослідження.  

Є думка, що найбільш надійним методом ідентифікації HBoV1, HBoV2 та 

HBoV3 в біологічних матеріалах є ПЛР в різних її варіантах. В огляді літератури, 

нами наведені різні методичні підходи та варіанти ПЛР для детекції бокавірусів 

людини, а також мішені та тривалість дослідження. 

Нашу увагу привернули набори «ГРВІ-скрин-FL» виробництва «AmpliSens» 

та «Anyplex II RV16 Detection (1.1.)» виробництва «Seegene» у зв’язку з їх 

реєстрацією в Україні та доступністю для практичних лабораторій. 

 Методи серологічної діагностики, спрямовані на визначення специфічних 

гуморальних антитіл до бокавірусів людини, а саме, ІФА та ІБ у світі має дуже 

обмежене застосування і були нами відхилені, як такі, що відносяться до непрями 

методів, а діагностичні тест-системи не зареєстровані в Україні. 

Достовірних даних щодо застосування класичних вірусологічних методів 

виділення й ідентифікації бокавірусів людини, методу флюорисціюючих антитіл 

чи експрес-тестів немає.  

Нерозв’язаним залишалось питання систематизації та оптимізації спільного 

використання, різних діагностичних підходів, здатних підвищити інформативність 

обстеження пацієнта та визначати одночасно збудників бактеріальної та вірусної 

природи.  
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Тому одним із основних завдань лабораторної діагностики бокавірусної 

інфекції при захворюваннях органів дихання є створення алгоритму лабораторної 

діагностики, який би регламентував перелік та послідовність виконання методів 

дослідження. 

При будь-якому вибраному алгоритмі етіологічної діагностики ГРВІ або 

тільки бокавірусної інфекції інфекцій є якість досліджуваного матеріалу. Саме 

тому, завдання щодо розробки та наукового обґрунтування алгоритму та 

оптимізації преаналітичного етапу дослідження при лабораторній діагностиці 

бокавірусної інфекції представлені в даному розділі. 

 

4.1. Алгоритм лабораторної діагностики бокавірусної інфекції у дітей  

 

Ми поставили перед собою завдання: розробити та науково обґрунтувати 

алгоритм лабораторної діагностики бокавірусної інфекції у дітей на основі 

застосування сучасних молекулярно-генетичних технологій ідентифікації вірусних 

та бактеріальних збудників. 

Для виявлення бокавірусів та інших респіраторних збудників методом ПЛР 

проводився відбір біоматеріалу у вигляді мазка з порожнини носу. Зберігання та 

транспортування зразків здійснювали відповідно до вимог методичних 

рекомендацій [198].  

Виділення та ідентифікацію бокавірусів людини та інших респіраторних 

вірусів здійснювали, як описанов розділі 2 «Матеріали та методи дослідження». 

Наявність атипових збудників Mycoplasma pneumoniae та Chlamydia 

pneumonia у біологічному матеріалі визначали за допомогою ПЛР у реальному часі. 

Для досягнення цієї мети застосовували набір реагентів для ПЛР у 

мультиплексному форматі з гібридизаційно-флюоресцентною детекцією 

«АмпліСенс® Mycoplasma pneumoniae / Chlamydia pneumonia-FL» (див. розділ 2 

«Матеріали і методи»). 

http://www.interlabservice.ru/catalog/reagents/index.php?sid=1454&id=6199
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Для індикації основних респіраторних вірусів, також використовували 

швидкі ІХА-тести «Cito Test Influenza A&B», «Cito Test ADENORESPI» та «Cito 

Test RSV Blister» виробництва «Фармаско», (Україна) [199].  

Діагностику вірусів грипу А та В здійснювали експрес-тестами «Cito Test 

Influenza A&B» виробництва «Фармаско», (Україна).  

Матеріал для дослідження мазок із носу. Пробопідготовку та нанесення 

зразків на експрес-тест здійснювали відповідно до інструкції виробника і так, як 

представлено на рис. 4.1.  

 

 

 

Рис. 4.1. Порядок проведення пробопідготовки для дослідження мазків із носу на 

грип А + В [199] 

 

Інтерпретацію результатів здійснювали через 10 хвилин. Позитивним на грип 

А вважали тест, якщо через 10 хвилин з’являлася зелена контрольна лінія «С» і 

червона лінія в зоні «Т» у віконці результату. Позитивним на грип В вважали тест, 

якщо через 10 хвилин у віконці результату з`являлася зелена контрольна лінія «С» 
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і блакитна лінія в зоні «Т» (рис. 4.2).  

 

 

 

Рис. 4.2. Інтерпретація результату дослідження на грип А + В при застосуванні 

швидкого тесту«Cito Test Influenza A&B», виробництва «Фармаско», (Україна) 

[199] 

 

Тест вважався негативним, якщо з`являлася зелена контрольна лінія «С». 

Сумнівним тест вважався при відсутності зеленої лінія «С» у віконці результату.  

Для виявлення антигенів респіраторних аденовірусів, застосовували ІХА-

тест «Cito Test ADENORESPI» компанії «Фармаско» (Україна). Порядок 

проведення дослідження представлено на рис. 4.3. 
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Рис. 4.3. Порядок дослідження мазків з носу ІХА-тестом «Cito Test ADENO 

RESPІ» виробництва компанії «Фармаско», (Україна) [199] 

 

Облік результатів проводили через 10 хвилин. Негативним вважали 

результат, при появі зеленої лінії у контрольній ділянці тесту. Позитивним вважали 

результат, коли в доповнення до зеленої контрольної лінії, з`являлася блакитна 

тестова смуга на мембрані тесту. Недійсним вважали результат, коли у віконці 

контролю не з`являлась зелена контрольна лінія (рис. 4.4). 

 

 

          Негативний             Позитивний             Недійсний 

 

Рис. 4.4. Інтерпретація результатів дослідження ІХА-тестом «Cito Test ADENO 

RESPІ» виробництва компанії «Фармаско», (Україна) [199] 
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Швидкий ІХА-тест «Cito Test RSV Blister» використовували для діагностики 

РС-інфекції А/В та диференційної діагностики з іншими респіраторними вірусами. 

Матеріалом для дослідження слугували мазок з носу або носоглоткові змиви. 

Процедура тестування на РС-віруси включала в себе такі ж самі етапи, як і при 

дослідженні на грип. Результат тестування обліковували візуально через 10–15 

хвилин після нанесення зразка. 

Вперше в Україні для виявлення бактеріальних збудників нами застосовані 

експрес-тести «Alere BinaxNOW Streptococcus pneumoniae» і «Alere BinaxNOW 

Legionella pneumophila», виробництва «Alere» (Іспанія) [200, 201] (*Примітка – 

набори для виявлення Legionella pneumophila та Streptococcus pneumoniae було 

ввезено до України одноразово для експериментальних досліджень). 

Набір «Alere BinaxNOW Legionella pneumophila» – це експрес-тест, який 

дозволяє виявляти антигени до L. pneumophila серогрупи 1 на ранній стадії 

захворювання.  

Матеріалом для дослідження слугували зразки сечі. Відбір сечі здійснювали 

у стандартні контейнери, що додаються до набору.  

Зразки та тест-набори витримували при кімнатній температурі. Перед 

тестуванням діставали тест карту із герметичного пластику. Стерильний тампон 

занурювали робочою поверхнею у зразок сечі, маніпуляції здійснювали відповідно 

інструкції виробника.  

Для видалення надлишку рідини, тампон притискали до бокової стінки 

контейнера. Далі поміщали тампон у спеціальний отвір на тест-картці, додавали 3 

краплі буферного розчину А, обережно знімали захисну плівку з правої сторони 

тест-карти. Герметично закривали тест-карту і через 15 хвилин оцінювали 

результати.  

Тест вважали негативним, якщо у контрольному віконці зверху з’являлася 

одна лінія рожевого кольору. Позитивним вважали зразок, якщо у контрольному 

віконці з’являлися дві рожеві лінії. Якщо лінії взагалі не проявлялися, то тест 

вважали недійсним (рис. 4.5). 
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Рис. 4.5. Інтерпретація результату дослідження на L. pneumophila, застосовували 

набір «Alere BinaxNOW Legionella pneumophila» виробництва «Alere» (Іспанія) 

[200] 

 

Для виявлення антигенів до S. pneumoniae в сечі хворого із загостренням БА 

та БОС застосовували набір «Alere BinaxNOW Streptococcus pneumoniae».  

Сечу відбирали у стандартні контейнери. Зразки і тест-набір витримували 

при кімнатній температурі декілька хвилин. Стерильний тампон із набору 

занурювали робочою поверхнею у зразок сечі.  

Для видалення надлишку рідини, тампон притискали до бокової стінки 

контейнера і поміщали у спеціальний отвір на тест-картці. Додавали 3 краплі 

буферного розчину А і обережно знімали захисну плівку з правої сторони тест-

карти. Герметично закривали тест-карту. Через 15 хвилин обліковували результати 

тестування.  

Тест вважали негативним, якщо у контрольному віконці зверху з’являлася 

одна лінія рожевого кольору. Позитивним вважався зразок, якщо у контрольному 

віконці з’являлися дві рожеві лінії. Якщо лінії взагалі не проявилися, то тест 

вважався недійсним (рис. 4.6). 
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Рис. 4.6. Інтерпретація результату дослідження на S. pneumoniae, застосовували 

набір «Alere BinaxNOW Streptococcus pneumoniae»  

виробництва «Alere» (Іспанія) [201] 

 

Дослідження експрес-тестами у дітей на наявність респіраторних вірусів 

показало наступне: виявлено антигени до вірусу грипу А у 9 осіб (12,2±9,6) %, 

респіраторних аденовірусів – у 6 осіб (8,1±5,8) %) та РС-вірусів А і В – у 7 осіб 

(9,5±6,2) %.  

Антигени до вірусу грипу В не було виявлено в жодному випадку 

експерименту.  

Загальна ефективність діагностики експрес-тестами в цілому у 74 осіб склала 

(29,8±9,7) %.  

Результати експрес-тестів на наявність у сечі антигенів атипових 

бактеріальних збудників виявилися негативними в усіх випадках. Загальна 

ефективність діагностики швидкими тестами на атипові бактеріальні збудники в 

цілому у 74 осіб склала 0 % випадків.  
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Дані, отримані експрес-тестами, повністю відповідали даним молекулярно-

генетичних досліджень методом ПЛР у мультиплексному форматі на наявність 

бактеріальних збудників Mycoplasma pneumoniae та Chlamydia pneumonia. За 

результатами дослідження в жодному випадку атипові збудники виявлені не були. 

Оцінювали ефективність етіологічної діагностики респіраторних вірусних 

збудників методом ПЛР у мультиплексному форматі.  

Для перевірки ефективності алгоритму лабораторної діагностики 

досліджували 78 мазків із порожнини носу. Частота виявлення респіраторних 

вірусних збудників в т.ч. HBoV1 людини в етіологічній структурі ГРВІ 

відображена на рис. 4.7. 

 

 

Рис. 4.7. Частота виявлення HBoV1 людини в етіологічній структурі ГРВІ 

 

За результатами дослідження виявлено вірусні збудники у 77,3% випадків, 

збудники не виявлено у 22,7 %. З них, HBoV1 людини виявлено у 33,3 %, HRsV – 

14,5 %, HAdV – 11,2 %, HCoV – 6,8 %, HMpV - 6,5 %, а HRV у 4,8 % випадків.  
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http://www.interlabservice.ru/catalog/reagents/index.php?sid=1454&id=6199
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Таким чином, ефективність етіологічної діагностики методом ПЛР у 

мультиплексному форматі на 16 збудників склала 90,3 %, що в 3,3 рази вище ніж 

при застосуванні тільки швидких тестів (р<0,05). 

Важливо підкреслити, що застосування ПЛР у мультиплексному форматі 

дозволило, крім бокавірусів, ще одночасно виявити добре відомі основні збудники 

захворювань органів дихання та ідентифікувати «нові» віруси, які не виявляються 

іншими, в тому числі серологічними та класичними вірусологічними методами. 

В результаті проведеного дослідження нами був побудований алгоритм 

етіологічної діагностики бокавірусної інфекції (рис. 4.8). 

 

 
 

Рис. 4.8. Алгоритм лабораторної діагностики бокавірусної інфекції 
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Алгоритм лабораторної діагностики бокавірусної інфекції включав наступні 

кроки. 

Крок 1. Біологічний матеріал від хворого бажано отримати до початку курсу 

етіотропної терапії в перші дві доби після звернення хворого до стаціонару.  

Крок 2. Тестування з використанням експрес-тестів можна проводити біля 

ліжка хворого, в приймальному відділенні, в маніпуляційному кабінеті або в 

умовах лабораторії. Застосування сучасних швидких тестів для індикації 

бактеріальних та вірусних агентів дозволяє отримати результат в дуже короткий 

термін – за 10-15 хвилин та своєчасно розпочати етіотропну терапію. 

Крок 3. Для ПЛР дослідження, біологічний матеріал (мазок із носу) 

відбирають окремо сухими стерильними велюр-тампонами та поміщають в 

пробірки з транспортним середовищем, що надається фірмою-виробником тест-

системи для безпечного і якісного зберігання. Транспортування зразків до 

молекулярно-генетичної лабораторії відбувається з дотриманням холодового 

ланцюга в день відбору біоматеріалу. 

Крок 4. Для діагностики бокавірусної інфекції доцільно застосовувати ПЛР у 

мультиплексному форматі для одночасного визначення не тільки бокавірусу, але й 

інших респіраторних вірусів з метою виявлення можливого мікст-інфікування 

бокавірусів з риновірусами, з аденовірусами тощо. 

Крок 5. Для виявлення бактеріальних атипових збудників доцільно 

застосовувати ПЛР в реальному часі в форматі на один, або на 2-3 збудника. 

Молекулярно-генетичні дослідження на основі ПЛР, сьогодні – основний 

метод, який дозволяє ідентифікувати бокавіруси людини.  

Наявні в Україні молекулярно-генетичні лабораторії різної 

підпорядкованості здатні забезпечити етіологічну діагностику бокавірусної 

інфекції, тому розробка ефективного алгоритму діагностики є своєчасною на 

сьогодні.  

Запропонований алгоритм забезпечує реалізацію двох різних методичних 

підходів – індикацію антигенів респіраторних вірусних і бактеріальних агентів та 

детекцію геномної ДНК/РНК збудників. За першого підходу застосовуються 
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сучасні високочутливі та високо специфічні швидкі тести. За другого підходу – 

молекулярно-генетичні методи. Включення до алгоритму діагностики бокавірусної 

інфекції високотехнологічної мультиплексної ПЛР у комплексі з експрес-тестами 

дозволяє не тільки ідентифікувати бокавірус людини, але й виявити випадки мікст-

інфекції з іншими збудниками вірусної або бактеріальної природи. 

Запропонований алгоритм дозволяє встановити наявність бокавірусної 

інфекції при інфекційному загостренні БА та БОС і значно підвищити ефективність 

етіологічної діагностики у дітей до 90,3 %. Алгоритм може бути рекомендований до 

широкого застосування в практиці охорони здоров’я. 

 

4.2. Науково-методичне обгрунтування вибору тампонів для відбору 

біологічного матеріалу для дослідження методом полімеразної ланцюгової 

реакції  

 

Для виявлення респіраторних збудників методом ПЛР зазвичай досліджують 

зразки біологічного матеріалу, такі як: мазки та змиви з порожнини носу, мазки та 

змиви з ротоглотки, харкотиння, секційний матеріал тощо.  

У нашій роботі ми досліджували біологічний матеріал відібраний із 

порожнини носу у хворих на ГРВІ дітей. 

Відбір біологічного матеріалу здійснювали в період активної екскреції 

вірусу, стерильними одноразовими тампонами в стерильні одноразові пробірки зі 

спеціа-льним транспортним середовищем у повній відповідності до нормативних 

документів. У методичних рекомендаціях [191] зазначено регламентований перелік 

біологічного матеріалу, який доцільно використовувати для вирішення певних 

діагностичних задач, а також висвітлені загальні вимоги до відбору, зберіганню і 

транспортуванню біоматеріалу для лабораторного дослідження.  

В рекомендаціях зазначено, що відповідальність за правильне маркування, 

оформлення супровідного направлення (первинного направлення), відбір та якість 

біоматеріалу, несуть медичні працівники лікувального закладу, які проводили 

медичний огляд та відбирали матеріал. Проте, ці методичні рекомендації не 
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регламентують адсорбційні властивості тампонів для відбору зразків для 

етіологічної діагностики респіраторних вірусних інфекцій у дітей і дорослих.  

Для визначення адсорбуючих властивостей тампонів, досліджували три види 

інструментів: велюр-тампони «FLOQS wabs» («COPAN», Італія); тампони із 

віскози «JS» («Jiangsu Suyun Medical Materials Co., Ltd», Китай) та урогенітальні 

цитощітки «ЗГУ-ЦМ» («Центрмед», Росія). 

Експериментальні дослідження проводили у двох груп пацієнтів. До першої 

групи (група №1) увійшли 56 дітей віком від 3 місяців до 3 років, а до другої групи 

(група №2) 56 дітей віком від 3 до 15 років. 

У групі №1 відбирали мазки з обох носових порожнин різними 

інструментами: з лівої ніздрі - велюр-тампонами «FLOQ Swabs» (56 зраків), а з 

правої ніздрі - тампонами із віскози «JS» (56 мазків). Всього відібрано та 

проаналізовано 112 зразків біологічного матеріалу.  

В групі №2 відбирали мазки двома інструментами: з лівої ніздрі - 

урогенітальними цитощітками «ЗГУ-ЦМ» (56 зразків), а з лівої – тампонами із 

віскози «JS» (56 зразків). У групі №2 всього відібрано та проаналізовано 112 зраків.  

У сумі, загальна кількість досліджених зразків біологічного матеріалу склала 

224 проби. 

Експрериментальне дослідження адсорбуючих властивостей тампонів для 

відбору біологічного матеріалу складалося з декількох етапів:  

- санація носової порожнини для видалення слизу та пилу з носових ходів;  

- відбір мазків інструментів з лівого і правого носових ходів, техніка 

відбору зображена на рис. 4.9. 
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Рис. 4.9. Техніка забору мазка з порожнини носу 

 

- занурення інструментів у спеціальне транспортне середовище, для велюр-

тампонів використовували 1мл «UTM for the Collection and Preser-vation of Virus, 

Clamidia, Mycoplasma, Ureaplasma» («Copan Diagnostics», Італія), а для 

урогенітальних цитощіток і тампонів із віскозного волокна - 1мл «Транспортного 

середовища для зберігання респіраторних мазків» («AmpliSens», Росія); 

- оцінка адсорбуючих властивостей інструментів (тампонів і цитощіток) 

підрахунком клітин у гемоцитометрі; 

- оцінка накопичувальних властивостей транспортного середовища методом 

ПЛР у мультиплексному форматі на 12-16 респіраторних вірусних збудників. 

Біоматеріал відбирали стерильними інструментами, далі занурювали його у 

пробірки з транспортним середовищем, промарковували (вносили дату відбору і 

ідентифікаційний номер, присвоєний хворому під час дослідження з урахуванням 

ніздрі – правої чи лівої), ставили до штативів і транспортували (враховуючи умови 

зберігання) до ПЛР- лабораторії кафедри вірусології НМАПО імені П. Л. Шупика. 
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В ПЛР-лабораторії проводили попередню передобробку біологічного 

матеріалу, а саме:  

1. реєстрували зразки (інформацію вносили до спеціально розроблених 

форм); 

2. звільняли тампони від відібраних клітин в транспортне середовище 

шляхом струшування (мікроцентрифуги «Вортекс») та осаджували 

краплі з кришок (мікроцентрифуга «MicroSpin»);  

3. відбирали необхідну для ПЛР-дослідження кількість пробірок типу 

«Ependorf», маркували відповідно до списка і вносили по 100 мкл 

проби; 

4. готові проби досліджували методом ПЛР на наявність респіраторних 

вірусів. 

Для оцінки адсорбуючих властивостей інструментів для відбору біологічного 

матеріалу, готували робочий ізотонічний розчин барвника для підрахунку клітин у 

гемоцитометрі. У скляній пробірці змішували 4,25 % розчину NaCl і 0,2 % 

профітрольного розчину мортального барвника трипанового синього 0,2 % у 

дистильованій воді у співвідношенні 1:4. Далі, відбирали необхідну кількість 

стерильних пробірок типу «Епендорф» і вносили в них по 200 мкл проби 

біологічного матеріалу та по 800 мкл приготованого робочого ізотонічного розчину 

барвника. Пробірки зі сумішшю струшували та осаджували краплі з кришок за 

допомогою мікроцентрифуги «Вортекс», далі по 45 мкл вносили на скельця і 

досліджували за допомогою гемоцитометру. Здорові клітини підраховували у 25 

квадратах гемоцитометру під світловим мікроскопом, як описано у навчально-

методичному посібнику «Культура клітин у медичній вірусології» [202]. 

Результати досліджень вносили до списка.  

Отже за результат підрахунку клітин у групи пацієнтів №1 у гемоцитометрі 

показав, що найбільше клітин було відібрано велюр-тампонами 560,000 клітин в 1 

мл (табл. 4.1), а тампонами із віскози було відібрано 140,000 клітин в 1 мл (табл. 4.2).  
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Таблиця 4.1 

Результати підрахунку клітин у гемоцитометрі для велюр-тампону 

Кількість клітин 

Кількість квадратів 

2 2 1 4 2 

2 0 1 3 1 

3 1 3 2 0 

1 5 3 3 2 

1 1 1 1 0 

Всього 13 14 12 12 5 

Загальна кількість клітин в 1 мл n= 560,000 

 

 

Таблиця 4.2 

Результати підрахунку клітин в гемоцитометрі для тампонів із віскози 

Кількість клітин 

Кількість квадратів 

0 1 1 2 0 

2 1 0 0 1 

0 0 2 0 0 

0 1 0 0 0 

1 0 0 1 1 

Всього 3 3 3 3 2 

Загальна кількість клітин в 1 мл n= 140,000 

 

На другому етапі експериментального дослідження у №1 групи пацієнтів 

проведено дослідження методом ПЛР для виявлення адсорбуючих властивостей 

інструметнів для відбору та ефективності транспортного середовища.  

За результатами ПЛР дослідження, респіраторні віруси у зразках відібраних 

велюр-тампонами виявили в 71,4 % (рис. 4.10 (a)), а у зразках відібраних тампонами 

із віскози в 44,6% (рис. 4.10. (b)). 
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                                         a)                                                           b)                                      

Рис. 4.10. Виявлення респіраторних вірусних збудників  

з мазків відібраних велюр-тампонами (a) і тампонами із віскози (b) 

 

Проаналізовано зразки біологічного матеріалу відібрані велюр-тамонами, в 

результаті виявлено: HBoV1 у 42,5 % випадків, HAdV – 25,0 %, а HRV і HRsV по 

12,5 % відповідно, HPiV – 7,5 % випадків (рис. 4.11. (a)). 

У зразках біоматеріалу відібраних тампонами із віскози, ідентифіковано 

респіраторні вірусни: HBoV1 у 32,0 %, HAdV – 24,0 %, HPiV -20,0 %, HRsV – 

16,0 %, HRV - 8,0 % випадків (рис. 4.11. (b)) 

 

                                      a)                                                                 b)                                     

Рис. 4.11. Етіологічна структура ГРВІ у зразках біологічного матеріалу  

відібраних велюр-тампонами (a) і тампонами із віскози (b) 

виявлено 
респірато
рні віруси 

71,40%

не 
виявлен…

n=56
велюр-тампони

виявлено 
респірато
рні віруси

44,60%
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55,40%

n=56
тампони із віскози

HBoV1
42,50%

HAdV 25%

HRV 12,50%

HRsV 12,50%

HPiV 7,50%

HBoV1
32,00%

HAdV
24,00%

HRV 20,00%

HRsV 16,00%

HPiV 8,00%
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Для групи пацієнтів №2 було проведено аналогічне дослідження. Так після 

підрахунку клітин у гемоцитометрі встановлено, що найбільшу кількість клітин 

відбирають урогенітальні цитощітки 380, 000 в 1 мл (табл. 4.3), ніж тампони із 

віскозного волокна – 170, 000 в 1 мл (табл. 4.4). 

Таблиця 4.3 

Результати підрахунку клітин у гемоцитометрі 

 для урогенітальних цитощіток  

Кількість  

клітин 

Кількість квадратів 

2 1 1 2 3 

1 3 2 1 0 

0 4 1 2 0 

3 3 1 0 2 

0 4 0 2 0 

Всього 6 15 5 7 5 

Загальна кількість клітин в 1 мл n= 380,000 

 

 

Таблиця 4.4 

Результати підрахунку клітин у гемоцитометрі 

 для тампонів із віскози  

Кількість 

клітин 

Кількість квадратів 

2 1 2 2 2 

0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 

1 2 0 0 0 

0 2 1 1 0 

Всього 4 5 3 3 2 

Загальна кількість клітин в 1 мл n= 170,000 
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Проведені дослідження методом ПЛР у групи №2 показали, що найбільше 

вірусних збудників виявлено урогенітальними цитощітками в 55,4 %, порівняно з 

тампонами із віскози в 44,6, 0% випадків (рис. 4.12 (a)  та (b)). 

                           a)                                                                          b)                                      

Рис. 4.12. Виявлення респіраторних вірусних збудників  

з мазків відібраних урогенітальними цитощітками (a) і тампонами із віскози (b) 

 

За результатами молекулярно-генетичних досліджень, а саме, ПЛР у 

мультиплексному форматі, було ідентифіковано респіраторні вірусні збудники у 

матеріалі відібраному урогенітальними цитощітками, з них: HBoV1 – 32,2 %, HAdV 

– 25,8 %, HRV – 19,4 %, HPiV – 12,9 %, HСoV – 9,7 %. 

У зразках відібраних тампонами із віскози виявлено вірусні збудники: 

HBoV1 – 36,0 %, HAdV – 28,0 %, HRV – 16,0 %, HPiV – 12,0 %, HСoV – 8,0 

(рис. 4.13. (a)  та (b)). 
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                                         a)                                                               b)                                      

Рис. 4.11. Етіологічна структура ГРВІ у зразках відібраних  

урогенітальними цитощітками (a) та тампонами із віскози (b), дані наведені у 

відсотках від загальної кількості лабораторно підтверджених випадків 

 

Для визначення адсорбуючих властивостей інструсентів для відбору 

біоматеріалу, нами проведено їх порівняльну характеристику (табл. 4.5).  

За результатами експерименту, встановлено, що у групі пацієнтів №1, 

найбільш ефективні велюр-тампони (560,000 кліт. в 1 мл), а у групі №2 – 

урогенітальні цитощітки (380,000 кліт. в 1 мл), проте, не менш ефективними 

виявилися тампони із віскозного волокна ( у групі №1 ними було відібрано 140,000 

кліт. в 1 мл, а у групі №2 – 170,000 кліт. в 1 мл). 

В ході експерименту обчислювали усі результати рослідження, їх показники 

вносили до таблиці 4.5. 

 

 

 

 

 

 

 

HBoV1
32,20%

HAdV 25,80%

HRV 19,40%

HPiV
12,90%

HCoV 9,70%

HBoV1
36,00%

HAdV 28,00%

HRV 16,00%

HPiV 12,00%

HCoV 8,00%
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Таблиця 4.5 

Порівняння адсорбуючих властивостей інструментів: велюр-тампонів, 

тампонів із візкози та урогенітальних цитощіток для відбору біологічного 

матеріалу  

 

 

Показники 

Групапацієнтів №1 Групапацієнтів №2 

Велюр-

тампони 

n=40* 

Тампони із 

віскози 

n=25* 

Урогенітальні 

цитощітки 

n=31* 

Тампони із 

віскози 

n=25* 

Бокавірус 

(HBoV) 

42,5±7,4 32,0±7,7 32,2±8,4 36,0±9,6 

Аденовірус 

(HAdV) 

25,0±9,1 24,0±8,8 25,8±7,8 28,0±8,9 

Риновірус 

(HRV) 

12,5±9,8 20,0±9,2 19,4±7,1 16,0±7,3 

РС-вірус  

(HRsV) 

12,5±9,8 16,0±9,5 - - 

Віруси 

парагрипу 

(HPiV) 

 

7,5±9,9 

 

8,0±9,9 

 

12,9±6,0 

 

12,0±6,5 

Коронавірус 

(HCoV) 

- - 9,7±5,3 8,0±5,4 

 

*Примітка – загальна кількість зразків позитивних методом ПЛР на респіраторні 

віруси 

 

На підставі аналізу інструментів для відбору біологічного матеріалу, було 

з’ясовано, що для групи пацієнтів №1 найбільш ефективними виявилися велюр 

тампони (71,4±7,1) %, ніж тампони із віскози (44,6±9,9) %. У пацієнтів №2 групи 

ефективнішими виявилися урогенітальні цитощітки (55,4±8,9) %, порівняно з 

тампонами із віскози (44,6±9,9) % (p≤0,01). 
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Аналізуючи отримані результати ми враховували досвід зарубіжних колег, 

які вже проводили подібне дослідження.  

Так, Чен Кхан та колеги з Китаю в своїх дослідженнях відбирали мазки із 

порожнини носу тампонами із віскози, а мазки із ротоглотки та назальні змиви – 

велюр-тампонами. Виявлення респіраторних вірусів здійснювали методом ПЛР. У 

результаті проведеного дослідження встановлено, що велюр-тампони мали 

набагато більшу адсорбуючу спроможність порівняно з тампони із віскози [203]. 

Проте, питання адсорбуючих властивостей та ефективності відбору 

біоматеріалу у дітей, особливо у немовлят, на часі, дуже актуальне. Тому, однією з 

наших задач було дослідити та дати науково-методичне обґрунтування вибору 

тампонів для відбору біологічного матеріалу, які були б ефективними як для дітей 

раннього віку так і для дорослих.  

За результатами дослідження інструментів для відбору біологічного 

матеріалу, а саме, велюр-тампонів, тампонів із віскози та урогенітальних цитощіток, 

було встановлено, що для дітей віком від 3 місяців до 3 років найбільш ефективними 

є велюр-тампони. 

Оцінюючи характеристики інструментів та транспортного середовища, слід 

відмітити, що велюр-тампони від компанії «Copan» були дуже зручні у 

використанні, так як в набір входили, власне тампон і транспортне середовище. 

Також важливо зазначити, що велюр-тампон мав досить гнучний стрижень з 

надсічкою для надлому  це було дуже важливим для занурення його в пробірку з 

транспортним середовищем. При застосуванні тампону в групі пацієнтів №1 до якої 

увійшли діти віком від 3 місяців до 3 років, важливо підкреслити, що попередню 

санацію носової порожнини у немовлят міг травмувати носові ходи дітей, тому 

відбір біоматеріалу проводити без попередньої санації. Також велюр-тампони 

порівняно з іншими інструментами не травмували слизову оболонку носового ходу, 

не викликали неприємних відчуттів. 

В ході дослідження було встановлено, тампони відбирали найбільшу кількість 

кліти, які підраховували у гемоцитометрі, а також вони мають найбільші адсорбуючі 

властивості прорівняно з тампонами із віскозного волокна.  
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Тому ми рекомендуємо для дітей, особливо раннього віку, дошкільного віку 

використовувати тампони із велюрового волокна для відбору мазків з носової 

порожнини з метою діагностики респіраторних інфекцій методом ПЛР.  

Аналізуючи результати дослідження проведені у другій групі пацієнтів нами 

було встановлено, що урогенітальні цитощітки, поверхня яких вкрита велюровими 

війками мали великі адсорбуючі властивості порівняно з тампонами із вікозного 

волокна.  

Щітки були зручними у використанні, так як мали гнучний стрижень з 

надсічкою для надлому, що щначно полегшувало роботу. Також в результаті 

аналізу результатів отриманих з гемоцитометру, встановлено, що вони відбирали 

велику кількість епітеліальних клітин порівняно з тампонами із віскози. 

 Однак, враховуючи попередню санацію носових ходів, слід відмітити і 

декілька недоліків даного інструменту. Це неприємні відчуття після відбору 

біоматеріалу, подразнення слизової оболонки носового ходу, а у деяких пацієнтів 

після застосування інструменту починалася кровотеча. Проте, цитощітки 

виявилися ефективними для дослідження біоматеріалу методом ПЛР, тому ми 

рекомендуємо їх для використання у дітей від 3 років і старше. 

Стосовно тампонів із віскозного волокна, до переваг можна віднести те, що 

вони в більшості випадків не травмували слизову оболонку, незважаючи на 

попередню її санацію.  

Однак, було відмічено і недоліки інструментів: неприємні відчуття після 

процедури відбору, тампони не зручні у застосуванні (не мали надсічки для відлому 

на стрижні і лікарям доводилося відрізати кінчик ножицями, що ставило під сумнів 

якість дослідження, так як був ризик контамінації усих зразків).  

До переваг слід додати адсорбуючі властивості тампонів, що які 

досліджували шляхом підрахунку клітин у гемоцитометрі. 

 Для ПЛР-дослідження, вони виявилися не дуже ефективними, так як, 

тампони адсрбували багато транспортного середовища і після повторного 

струшування за допомогою мвкроцентрифуги не вдавалося відсадити достатню 
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кількість рідини, що ставило під сумнів ефективність виділення збудників. Тому їх 

можна пропонувати, як аналог для людей старшого віку.  

При порівнянні транспортного середовища від компанії «Copan» (Італія) 

(універсальне транспортне середовище для відбору біологічних зразків та для 

роботи з культурами клітин) та середовища від компанії «AmpliSens» (Росія) 

(транспортне середовище для респіраторних зразків) слід звернути увагу, що 

італійський продукт виявився набагато якіснішим порівняно з російським.  

Транспортне середовище від «Copan» не потрібно зберігати в морозильній 

камері на момент транспортування, воно могло зберігати свої властивості при 

кімнатній темпераратурі 12 годин, а при зберіганні в холодильній камері 2 доби, у 

замороженому стані при температурі мінус 70 °С необмежений термін, на відміну 

від середовища від «AmpliSens». Його потрібно негайно після використання 

зберігати у замороженому стані, у розмороженому вигляді зберігає свої властивості 

протягом 1 години, а в холодильній камері - 4 години. Тому для роботи 

ефективнішим виявилося транспортне середовище італійського виробника.  

 

Висновок до розділу 4. 

 

Нами було розроблено алгоритм лабораторної діагностики бокавірусної 

інфекції та інших респіраторних вірусних і бактеріальних збудників у дітей з 

інфекційним загостренням БА і БОС. Запропонований алгоритм дозволяє 

встановити наявність бокавірусної інфекції при інфекційному загостренні БА та 

БОС і значно підвищити ефективність етіологічної діагностики у дітей до 90,3 %.  

Також було проведене дослідження на встановлення адсорбуючих 

властивостей інструментів для відбору біологічного матеріалу у дітей різного віку. 

Найбільш ефективними, за результатами дослідження виявилися велюр-тампони, які 

було запропоновано до використання немовлятам та дітей молодшого дошкільного 

віку та урогенітальні цитощітки, які було запропоновано дітям старшого віку. 
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РОЗДІЛ 5 

 

ВИДІЛЕННЯ ТА КУЛЬТИВУВАННЯ БОКАВІРУСІВ В УМОВАХ  

IN VITRO З НАСТУПНОЮ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНОЮ 

ІДЕНТИФІКАЦІЄЮ ЗБУДНИКА 

 

Класичні вірусологічні методи виділення та ідентифікації бокавірусу людини 

на часі не розроблені. В окремих дослідженнях описані спроби культивування 

бокавірусів в спеціалізованих клітинах бронхіального епітелію людини [204-206]. 

Проте, HBoV не вдається культивувати в стандартних перещеплювальних 

клітинних культурах в умовах in vitro. Відсутність ефективної та доступної для 

практичних лабораторій клітинної моделі для виділення та накопичення 

бокавірусів людини стало однією з основних перешкод на шляху подальшого та 

поглибленого вивчення біологічних властивостей цього збудника.  

Нашим завданням було розробити метод культивування та виділення 

бокавірусів людини в умовах in vitro із наступною молекулярно-генетичною 

ідентифікацією збудника. При цьому, важливою складовою такого дослідження 

стали наступні етапи: скринінгові дослідження широко спектру стандартних 

перещеплювальних субстратзалежних культур клітин; пошук чутливої до вірусу 

культури клітин; індикація та ідентифікація збудника в процесі культивування 

сучасними методами молекулярної діагностики.  

В роботі були використані 45 мазків з носової порожнини дітей, віком від 1,5 

до 4,0 років із встановленою етіологією бокавірусної інфекції  

(45 HBoV людини позитивних зразків, підтверджених в ПЛР).  

Для дослідження використовували субстратзалежні перещеплювальні 

культури клітин людини: HEP-2, HeLa, L-41, одержані з банку клітинних ліній 

Інституту експериментальної патології, онкології і радіології імені Р.Є. Кавецького 

НАН України. Також досліджували культури клітин тваринного походження: ПТП, 

MDCK, СНЕВ, одержані із Інституту ветеринарної медицини НАН України. 
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Детекцію бокавірусу на етапах культивування здійснювали методом ПЛР в 

реальному часі з використанням набору реагентів «Aniplex II RV 16 Detection (1.1)» 

виробництва «Seegene» (Корея).  

HBoV-позитивні проби розморожували, розбавляли підтримуючим 

середовищем без сироватки, деконтамінували фільтруванням, аліквотували і 

зберігали при температурі -20° С до моменту культивування.  

Культивування бокавірусів в перещеплювальних клітинних лініях 

здійснювали мікрометодом у 96-лункових культуральних планшетах «Sarstedt» 

(Німеччина) впродовж трьох пасажів з контролем цитопатичної дії збудника (ЦПД) 

під інвертованим мікроскопом «Primo Vert», (Німеччина) з фазовим 

контрастуванням зображення та його візуалізацією і фотографуванням з 

використанням AxioСam Erc 5s.  

Визначення інфекційного титру вірусу проводили шляхом внесення 

десятикратних робочих розведень вірусовмісної культуральної рідини на 

моношари клітинних культур, на яких виділяли бокавірус. Використовували 

контроль культури клітин (КК).  

Всі 45-позитивних зразків були внесені в об’ємі 0,01 та 0,02 мл на клітинні 

моношари культур: HEP-2, HeLa, L-41, ПТП, MDCK, СНЕВ.  

Після адсорбції впродовж 60 хв в кожну лунку вносили підтримуюче 

середовище до кінцевого об’єму 0,1 мл. Інфіковані культури інкубували при 37° С 

в атмосфері 5 % СО2 впродовж 72 годин з контролем прояву ЦПД кожні 24 години. 

Було встановлено, що із 6 клітинних культур, тільки в культурі ПТП була 

зареєстрована ЦПД HBoV1 для зразків № 3, 36, 37 (рис. 5.1)  
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Рис. 5.1. ЦПД бокавірусу людини 1 типу в культурі клітин перещеплюваних 

тестикул поросят (об’єктив 20х, окуляр 10х): 

1, 4, 7 — інтактна культура (контроль клітин); 

2, 3 — через 48 і 72 години після інфікування клінічним зразком №3; 

5, 6 — через 48 і 72 години після інфікування клінічним зразком №36; 

8, 9 — через 48 і 72 години після інфікування клінічним зразком №37. 

 

ЦПД супроводжувалась порушенням цілісності клітиного моношару і 

появою осередків округло-клітинної дегенерації спочатку на периферії моношару 



99 
 

з наступним залученням в цей процес всіх клітин та їх поступовим відшаруванням 

від поверхні росту через 72 години (див. рис. 6.1). 

Характер ЦПД та динаміка її формування у досліжених зразках №3 і №37 

були однаковими на всіх трьох пасажах. Для зразка №36 ЦПД проявлялось через 

24 години і досягало 100 % через 48–78 годин культивування. Для зразків №3 і №37 

ЦПД проявлялась через 48 год досягаючи максимальних значень через 72 год. (рис. 

5.2): 

 

Рис. 5.2. Особливості динаміки формування ЦПД (%) бокавірусів людини  

виділених із біологічних зразків №3, №36, №37 на  

третьому пасажі в культурі клітин ПТП 

 

Показано, що ЦПД HBoV1 у біологічних зразках №№ 3, 36, 37 через 72 години 

від моменту інокуляції на першому, другому і третьому пасажах виявлялась тільки 

в культурі клітин поросяти ПТП і в жодному разі не виявлялась в культурах клітин 

людини HEP-2, HeLa, L-41, MDCK, СНЕВ. Для визначення динаміки формування 

цитопатичного ефекту ми також використовували дослідження серії пофарбованих 

препаратів, на різних етапах розвитку інфекційного процесу в клітинах, а саме через 

24, 48, 72 години. Вважали доцільним застосувати метод фарбування препаратів 
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акрединовим помаранчевим (акрединовий оранжевий). Цей метод фарбування 

дозволяє не тільки оцінити характер і динаміку ЦПД, але і визначати РНКові та 

ДНКові структури (РНК-структури фарбуються в рубіново-червоний колір, ДНК — 

в жовто-зелений). Такий метод фарбування дозволяє виявити нуклеїнові кислоти 

вірусу та клітини, можливі дегенеративні зміни в клітині, які належать до 

неспецифічних процесів і реєструються на ранніх етапах інфекційного процесу, і у 

більшості узгоджуються з даними отриманими при використанні інших методів 

застосовуваних у гістохімії, як видно з рисунку 5.3.  

 

 

 

Рис. 5.3. ЦПД бокавірусу людини в ПТП для біологічних зразків №3, №36, №37 

Нами встановлено особливості дегенеративних змін в клітинах культури ПТП: 
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поліхроматична флюоресценція нуклеїнових кислот (забарвлення ядра клітин 

жовто-зеленим кольором, РНК рубіново-червоним), темно-зелене забарвлення 

включень в перинуклеарній зоні (від 3–5 елементів), внутрішньоядерні включення – 

яскраво-жовтого світіння, зміщення ядра, зникнення ядерець. В контролі клітин 

подібних змін не виявлено.  

Слід зазначити, що сприйнятливість культур клітин ПТП до інфікування 

бокавірусом людини була найбільшою при внесенні зразків на початку 

логарифмічної фази росту культури, коли у всій популяції переважали живі клітини, 

а частка нежиттєздатних клітин була найменшою. Цим самим збільшувалась 

ефективність методу культивування в ПТП. Інфекційний титр бокавірусів в культурі 

клітин ПТП досягав значень 2,5 lg ТЦД50 /0,1мл і більше. 

На всіх етапах культивування в 6-ти перещеплювальних культурах клітин 

здійснювали молекулярно-генетичну детекцію та ідентифікацію бокавірусу людини 

за допомогою набору реагентів: «Nucleo Spin Dx Virus», зворотну транскрипцію за 

допомогою набору «cDNA Synthesis Premix V 1.1», а ампліфікацію набором 

«Anyplex TM II RV 16» «Seegene» (Німеччина). Використовували панелі А і В.  

Панель А дозволяє проводити одномоментну ампліфікацію мішені 

нуклеїнової кислоти восьми респіраторних вірусів: Influenza A virus (Flu A), Influenza 

B virus (Flu B), Human adenovirus (AdV), Human parainfluenza virus 1 (PIV1), Human 

parainfluenza virus 2 (PIV2), Human parainfluenza virus 3 (PIV3), Human parainfluenza 

virus 4 (PIV4), Human rhinovirus A/B/C (HRV A/B/C).  

Панель В дозволяє проводити одномоментну ампліфікацію мішені нуклеїнової 

кислоти восьми респіраторних вірусів: Human respiratory syncytial virus A (RSV A), 

Human respiratory syncytial virus B (RSV B), Human metapneumovirus (MPV), Human 

coronavirus 229E (229E), Human coronavirus NL63 (NL63), Human coronavirus OC43 

(OC43), Human bocavirus 1/2/3/4 (HBoV), Human enterovirus (HEV).  

Використання даної тест-системи в нашій роботі надало нам наступні 

переваги: якісний та напівкількісний аналіз, швидкість в застосуванні, одночасне 

виявлення 16 респіраторних актуальних вірусних збудників по двом каналам А і В. 

Молекулярно-генетичний контроль методом ПЛР в зразках здійснювали не 
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залежно від того наявна чи відсутня ЦПД вірусу. Виявляли та диференціювали 

мішень ДНК бокавірусу відповідно до внутрішнього контролю (IC-50 копій/мл), 

який є екзогенним і контролює етап виділення ДНК HBoV1 (рис. 5.4). 

 

 

 

Рис. 5.4. Ідентифікація бокавірусу людини на третьому пасажі (через 72 години) 

культивування в клітинах ПТП методом ПЛР в реальному часі тест-системою 

Anyplex II RV 16 Detection (1.1). Клінічний зразок №3 
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В результаті проведеного дослідження встановлено, що культура клітин ПТП 

виявилась чутливою та пермісивною по відношенню до HBoV1 людини і 

придатною для його пасажування з накопиченням збудника, інфекційний титр 

якого визначався у межах 2,0–2,5 lg ТЦД50/0,1 мл і більше. Вибіркова здатність 

HBoV1 людини до репродукції саме в культурі клітин ПТП обумовлена, на нашу 

думку, генетичною спорідненістю між бокавірусами людини та свиней, що 

передбачає наявність у них вираженої гомології капсидних білків і спільних 

механізмів ранніх етапів репродукції, оскільки проникнення бокавірусів, як і всіх 

парвовірусів, в клітину відбувається за допомогою клатрин-асоційованого 

ендоцитозу [200].  

Це дозволило обґрунтувати доцільність використання гетерологічної 

перещеплювальної культури клітин тестикул поросят ПТП для культивування 

HBoV1 людини. Нині ця культура зареєстрована у Російській колекції клітинних 

культур хребетних тварин.  

Вона культивується в синтетичних живильних середовищах з додаванням  

5–10 % сироватки крові ембріонів корів, добре адаптується до умов культивування, 

доступна для практичних вірусологічних лабораторій в Україні.  

 

Висновок до розділу 5 

 

Представлені дослідження мають широкі перспективи щодо вивчення 

особливостей взаємодії бокавірусів з клітиною господаря, удосконалення 

лабораторної діагностики бокавірусної інфекції, впровадження в систему 

доклінічних випробувань противірусних хіміопрепаратів та дезінфектантів. 

Важливо підкреслити, що при виборі клітинних культур значну увагу було 

приділено походженню клітинних культур, генетичній спорідненості бокавірусів 

людини і бокавірусів свиней, режимам культивування, посівній концентрації 

клітин, тощо. Вважали обов’язковим включення до скринінгових досліджень з 

пошуку чутливих до бокавірусів культур клітин, як гомологічних (людських), так 

гетерологічних (тваринних) субстратзалежних культур клітин. 
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Таким чином нами розроблена методика виділення та культивування 

бокавірусів людини з використанням гетерологічної субстратзалежної культури 

клітин ПТП з наступною ідентифікацією збудника методом ПЛР, яка здійснюється 

в три етапи:  

1) відбір біологічних проб (мазків з носової порожнини у хворих на ГРВІ);  

2) триразове пасажування біологічного матеріалу у культурі клітин ПТП з 

контролем прояву ЦПД вірусу;  

3) ідентифікація HBoV1 людини методом мультиплексної ПЛР в режимі 

реального часу (РЧ-ПЛР-МФ). Пропонується до впровадження метод РЧ-ПЛР-МФ 

для детекції та ідентифікації HBoV1 людини одночасно з іншими актуальними 

респіраторними вірусами, на двох панелях А і В по технології ТОСЕ-tm, яка робить 

можливим виявлення від 8 до16 патогенів в одному флуоресцентному каналі.  

 

За матеріалами розділу опубліковано праці: 

 

1. Соломко Ю. О. Культивування бокавірусів людини першого типу в умовах 

in vitro в диференційованих клітинах ПТП / Ю .О. Соломко, О. П. Трохименко, І. В. 

Дзюблик // Збірник наукових праць НМАПО імені П.Л. Шупика. – Київ. - 2015. — 

Кн. 1 (24). — С. 222–227. 

2. Дзюблик І. В. Культивування бокавірусів людини в умовах in vitro з 

наступною молекулярно-генетичною ідентифікацією збудника / І. В. Дзюблик, 

Ю. О. Соломко, О. П. Трохименко // Профілактична медицина. — К.иїв. - 2015. — 

№ 4. — С. 112–118. 
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АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ  

 

Грип та інші ГРВІ є найбільш поширеною інфекційною патологією, як у 

дорослих, так і у дітей.  

Згідно даних Міністерства охорони здоров’я України в 2011 році, до початку 

наших досліджень на долю грипу та ГРВІ припадало від 91,2 % (у 1999 р.) до 95,2 % 

(у 2010 р.) усіх випадків інфекційної патології. Така поширеність грипу та інших 

ГРВІ дозволяє вважати цю проблему стратегічно важливою медичною проблемою, 

яка потребує впровадження ефективних уніфікованих протиепідемічних заходів та 

їх чіткої координації для мінімізації рівня захворюваності, соціальних та 

економічних втрат.  

ГРЗ, серед яких домінують ураження вірусної етіології, призводять до 80–85 

% випадків загострення БА у дітей і приблизно 75 % випадків у дорослих [8]. 

ГРЗ та загостренням БА підтверджує пряма кореляція між сезонним 

підйомом рівня захворюваності на ГРВІ і частотою загострень БА. 

Ураження респіраторного тракту людини можуть викликати більше 200 видів 

охарактеризованих респіраторних вірусів, які належать до 6 родин: 

ортоміксовіруси (Orthomyxoviridae), параміксовіруси (Paramyxoviridae), 

пікорнавіруси (Picornaviridae), коронавіруси (Coronoviridae), аденовіруси 

(Adenoviridae) та парвовіруси (Parvoviridae) [208].  

Бронхіальну обструкцію здатні викликати різні представники цих родин: 

віруси грипу А і В, віруси парагрипу 1–4 типів, респіраторно-синцитіальний вірус 

А і В, 21 серотип риновірусів, аденовіруси групи В (серотипи 3,7, 14, 21, 34, 35), 

аденовіруси групи С (серотипи 2,1), аденовіруси групи Е (серотип 4), коронавіруси 

людини (229Е, ОС43, SARS-HCoV), ентеровіруси, метапневмовірус людини та ін.  

Найчастіше (до 80 % випадків) у дорослих і дітей старшого віку причиною 

виникнення інфекційного загострення БА та БОС є риновіруси. 

 Пацієнти з БА та БОС більш схильні до інфекції верхніх дихальних шляхів, 

яка викликана риновірусами, ніж здорові люди, а перебіг інфекції нижніх 

дихальних шляхів у них більш тривалий і тяжкий. Ці віруси можуть провокувати 
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напади астми самостійно або підсилювати дію алергенів. Вони є найбільш 

поширеними, але мікст-інфекція з іншими вірусами також може мати місце. У дітей 

молодшого віку основну роль у виникненні БА та БОС відіграє РС-вірус.  

Вірусна інфекція не тільки викликає загострення БА та БОС, але й значно 

ускладнює та пролонгує перебіг захворювання. У хворих на астму із симптомами 

ГРВІ спостерігаються більш виражені порушення вентиляційної функції легень, а 

збільшена бронхіальна гіперчутливість може зберігатися після перенесеної ГРВІ 

упродовж 5-11 тижнів. Також встановлений безпосередній зв’язок між вірусною 

інфекцією і летальним наслідком загострення хвороби.  

Патогенний вплив вірусних агентів на стан і властивості слизової дихальних 

шляхів сприяє погіршенню мукоциліарного кліренсу і фагоцитарної активності 

альвеолярних макрофагів. Це створює оптимальні умови для приєднання 

бактеріальної інфекції та формування вірусно-бактеріальних асоціацій.  

Найчастіше на фоні ГРВІ виявляють інфікування M. pneumoniae та C. 

pneumoniae, S. pneumoniae, H. influenzae і M. catarrhalis, що призводить до більш 

тривалого і тяжкого перебігу загострення БА та БОС. 

Вперше бокавірус людини був виявлений та ідентифікований у 2005 році у 

дітей з ГРЗ в Швеції. За період з 2006 по 2010 роки послідовно були відкриті ще 

три типи бокавірусів людини – HBoV2, HBoV3, HBoV4 [6–9].  

Усі 4 типи бокавірусів людини були віднесені до родини Parvoviridae, 

підродини Parvovirinae, роду Bocavirus.  

За останні роки HBoV1 людини був виявлений у 1,5–19,0 % хворих на ГРВІ 

дітей Австралії, Японії, Канади, США, Франції, Німеччини, Великої Британії, 

Швейцарії, Фінляндії, Італії, Нідерландів та країн Близького Сходу.  

Встановлено, що HBoV-інфекція зайняла одне з перших місць серед ГРВІ у 

дитячого населення Європи. Так, в Німеччині, ГРВІ, що викликані HBoV1, посіли 

друге місце після РС-інфекції, в Італії – третє місце, поступаючись лише РС-

вірусній та риновірусній інфекціям, у Фінляндії – четверте місце. Показано, що 

шлунково-кишкові розлади наявні майже у 25 % пацієнтів з HBoV1 респіраторною 

інфекцією, що свідчить про те що HBoV1 інфекція не може бути обмеженою тільки 
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дихальними шляхами.  

Є окремі повідомлення про виділення та ідентифікацію бокавірусів у хворих 

на негоспітальну пневмонію, БА та БОС.  

Через те, що бокавіруси людини були ідентифіковані та визнані як «нові» 

збудники лише нещодавно, багато питань, що стосуються їх поширення, 

особливостей епідемічного процесу, ролі та місця в структурі захворюваності, 

основних клінічних проявів захворювань, пов’язаних з ними, ще не досить вивчені. 

Необхідно відмітити відсутність будь-яких даних щодо біологічних, молекулярно-

генетичних властивостей циркулюючих HBoV на теренах України. Не визначені 

сезонність та вікові особливості бокавірусної інфекції, місце та роль HBoV людини 

в етіологічній структурі захворювань дихальних шляхів серед дитячого населення 

України та можливі наслідки захворювання. Відомо, що клінічні прояви ГРВІ, 

викликаних різними класичними респіраторними вірусами, є практично 

однаковими. Крім того, схожі клінічні прояви можуть спостерігатися при 

захворюваннях, зумовлених бактеріальними збудниками. Проте які вони при 

бокавірусній інфекції? 

У світовій практиці охорони здоров’я вирішальну роль у підтвердженні 

клінічного діагнозу відіграє лабораторна діагностика. Не викликає сумнівів той 

факт, що тільки своєчасна та ефективна лабораторна діагностика здатна 

забезпечити правильний вибір тактики лікування.  

Проведений нами аналіз літературних джерел показав, що практично у 

більшості випадків спроби визначити етіологічну роль «нових» вірусів 

традиційними (класичними) методами вірусологічної діагностики є невдалими. 

Неефективність традиційних методів лабораторної діагностики, що базуються на 

виділенні та ідентифікації респіраторних вірусів на курячих ембріонах, в культурах 

клітин, на визначенні антигенів та специфічних антитіл методами 

імуноферментного аналізу або методом флуоресціюючих антитіл, тощо ставлять 

питання удосконалення етіологічної діагностики ГРВІ, в тому числі «нової» 

бокавірусної інфекції, в ряд найбільш актуальних задач сучасної медицини.  
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Ми поставили за мету нашої роботи дослідити роль бокавірусів людини в 

етіологічній структурі гострих респіраторних вірусних інфекцій у госпіталізованих 

дітей України та удосконалити лабораторну діагностику бокавірусної інфекції на 

основі використання сучасних молекулярно-генетичних методів.  

Для досягнення поставленої мети, ми поставили перед собою наступні задачі 

дослідження: 

1. Встановити роль бокавірусів людини в етіологічній структурі гострих 

респіраторних вірусних інфекцій у дітей. 

2. Вивчити роль бокавірусів людини в етіологічній структурі інфекційного 

загострення бронхіальної астми та бронхообструктивного синдрому у дітей. 

3. Дослідити молекулярно-генетичні особливості бокавірусу людини. 

4. Удосконалити лабораторну діагностику бокавірусної інфекції. 

5. Розробити та науково обґрунтувати алгоритм лабораторної діагностики 

бокавірусної інфекції у дітей на основі застосування сучасних молекулярно-

генетичних методів. 

6. Розробити метод культивування та виділення бокавірусу людини в 

перещеплюваних культурах клітин в умовах in vitro для поглибленого вивчення 

біологічних властивостей збудника.  

Для виконання поставлених задаз застосовували наступні методи 

дослідження: 

1. Вірусологічні методи: культивування перещеплюваних субстратзалежних 

культур клітин макро- і мікрометодами; зараження, адаптація, виділення 

та індикація бокавірусів за цитопатичною дією у культурах клітин 

мікрометодом; фарбування препаратів; світлова та люмінесцентна 

мікроскопія.  

2. Експрес-методи: методи на основі імунохроматографічного аналізу 

(швидкі ІХА-тести).  

3. Молекулярно-генетичні методи дослідження: виділення геномної вірусної 

ДНК/РНК, ПЛР із зворотною транскрипцією, полімеразна ланцюгова 

реакція в моно- и мультиплексному форматах з детекцією продукту 
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ампліфікації в реальному часі, секвенування. 

4. Генотиування бокавірусу людини із застосуванням конформаційного 

тесту «VIASUR» та методу Сенгера.  

Досліджували роль бока-вірусів людини в етіологічній структурі ГРВІ за 

період з жовтня 2012 року по грудень 2014 років. Обстежено 97 дітей віком від 3 

місяців до 15 років, у середньому (39,5±2,5) місяця, які знаходилися на лікуванні в 

інфекційному відділенні у Львівській дитячій міській клінічній лікарні. Серед них 

хлопчиків було 51 (52,6 %), а дівчаток – 46 (47,4 %). Госпіталізованих пацієнтів 

рандомізовано за віком на чотири групи: перша група налічувала 12 дітей віком від 

3 місяців до 1 року (12,3 %), друга - нараховувала 67 дітей віком 1-3 роки (69,0 %), 

третя - 10 дітей 3-5-річного віку (10,3 %) і четверта - 8 дітей старше 5 років (8,2 %).  

Для етіологічної діагностики використовували метод ПЛР у 

мультиплексному форматі на 12 та на 16 вірусних збудників: бокавіруси (HBoV), 

аденовіруси (HAdV-В, С, Е), вірусів парагрипу (HPiV 1-4), коронавіруси (HCoV - 

OC43, E229, NL63, HKUI), риновірус (HRV), РС-вірус (HRsV А, В), 

метапневмовірус (HMpV). 

Встановлено, що значну перевагу серед респіраторних вірусних збудників в 

етіологічній структурі ГРВІ мали бокавіруси людини (42,3 %). Дещо з меншою 

частотою виявляли віруси парагрипу (21,2 %), аденовіруси (19,2 %), риновіруси 

(9,7 %), РС-віруси та метапневмовірус по 3,8 % відповідно. 

Крім того, досліджували частоту виявлення бокавірусів в етіологічній 

структурі ГРВІ у дітей різних вікових груп. У хворих другої групи HBoV виявлено 

у 25,0 %, у третьої групи в 15,4 %, зі значно меншою частотою в четвертій групі - 

1,9 %. Бокавірус людини взагалі не виявляли в групі хворих дітей до 1 року.  

Бокавірусну моно-інфекцію визначали в 45,5 %, а мікст-інфекцію («бока-

вірус + риновірус», «бокавірус + аденовірус») в 54,5 % випадків. 

Оцінюючи особливості клінічного перебігу бокавірусної інфекції відмічено, 

що більшість пацієнтів були госпіталізовані в стаціонар на 6-18 годину від початку 

захворювання. Причиною звернення було: біль у горлі, нежить, задишка, неспокій, 

висока температура тіла, сильний кашель.  
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Вивчали роль бокавірусів людини при інфекційному загостренні БА та БОС 

у дітей. При цьому обстежено 66 дітей віком від 3 місяців до 6 років середній вік 

пацієнтів становив (36,3±2,5) місяців, госпіталізованих до Національної дитячої 

спеціалізованої лікарні «ОХМАТДИТ» в період з 2012-2013 роки.  

З діагнозом БА у дослідження включено 28 осіб (42,4 %), а з БОС – 38 осіб 

(57,6 %).  

Серед них хлопчиків було 46 (69,7 %), а дівчаток – 20 (30,3 %). Методом 

рандомізації, діти були розподілені на чотири групи за віком. Першу групу склали 

17 осіб віком до 1 року, другу - 21 особа віком від 1 до 3 років, третю – 23 дитини 

від 3 до 5 років, четверту – 5 осіб старше 5 років. У контрольну групу війшли 12 

дітей І і ІІ груп здоров’я. Всього було обстежено 78 дітей. 

Діагноз БА встановлювали відповідно до Наказу МОЗ України № 767 від 

27.12.2005 року «Про затвердження протоколів діагностики та лікування алер-

гологічних хвороб у дітей» та № 868 від 08.10.2013 року «Про затвердження та 

впровадження медико-технологічних документів зі стандартизації медичної 

допомоги при бронхіальній астмі».  

Для виявлення вірусних респіраторних збудників, в тому числі, бокавірусів 

людини застосовували ПЛР у мультиплексному форматі на 12-16 збудників. В 

результаті ПЛР-дослідження БА виявлено HBoV у 53,6 %, HRsV – 17,8 %, HAdV – 

14,3 %, HRV – 7,1 %, а HMpV і HPiV по 3,6 % випадків. У пацієнтів із БОС HBoV 

був ідентифікований у 30,4 % випадків, HRsV, HRV та HMpV - у 17,4 % відповідно, 

а HAdV і HPiV - у 8,73 % випадків відповідно.  

У результаті проведеного дослідження встановлена чітка залежність 

індикації бокавірусу в залежності від віку дитини, так у першій віковій групі HBoV 

виявляли в 7,1 % випадків, у другій групі в 23,8 %, у третій групі в 19,0 %, а в 

четвертій – його взагалі не виявляли.  

Серед хворих з інфекційним загостренням БА та БОС у яких виявляли бока-

вірус людини, моно-інфекція була встановлена в 86,4 % випадків, а мікст-інфекція 

(«бокавірус + риновірус + аденовірус» і «бокавірус + РС-вірус + аденовірус») – у 
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13,6 % випадків. 

Попередній аналіз показав, що частота епізодів ГРВІ у хворих БА становила 

(1,5±0,2 епізоду) і була практично такою ж (p>0,05), як і у дітей (1,6±0,3 епізоду). 

Середній вік появи перших епізодів ГРВІ у дітей з БА складав (21,0±1,5) місяця, а 

у дітей з БОС – (21,7±1,1) місяця, що свідчило про ранню маніфестацію хвороби. 

Час, що проходив від маніфестації ознак БА до встановлення діагнозу, в 

середньому становив (19,7±1,6) місяця, що пов`язано з труднощами встановлення 

діагнозу у ранньому віці. 

У всіх вікових групах були відмічені катаральні явища різних ступенів 

важкості. Достовірних відмінностей по частоті виявлення таких симптомів, як 

закладеність носа та ринорея не було виявлено (p>0,05). Гіперемію зіву відмічали 

в кожній віковій групі і особливо часто у пацієнтів віком від 3 до 5 років. Наведені 

дані свідчать про те, що за клінічними симптомами встановити причину 

захворювання немає можливості, що підкреслює необхідність лабораторної 

ідентифікації збудника інфекції. 

Проводилась ідентифікація таких респіраторних патогенів, як віруси 

парагрипу, аденовіруси, риновіруси, метапневмовірус і бокавірус по раках. Так, у 

2012 році респіраторні віруси були виявлені в (72,2±5,3) % випадків, у 2013 році – 

в (53,6±7,8) %, у 2014 році –  в (52,0±7,1) % випадків. 

Встановлено, що в різні роки серед всіх респіраторних вірусів частота 

виявлення бокавірусу при моно-інфекції варіювала в межах (36,5±6,7) %, а при 

мікст-інфекції - (8,0±5,5) % до (21±5,6).  

Встановлено, що частота виявлення бокавірусу людини коливалася в 

широких межах упродовж року та чітко характеризувалася двома піками: один із 

них припадав на вересень-жовтень, а другий – на весняний період з максимальним 

виявленням у квітні місяці. 

Важливою задачею дисертаційного дослідження було вивчення молекулярно-

генетичних особливостей бокавірусів людини виявлених у дітей за період 2012-

2014 роки в Україні. В нашому дослідженні, також було застосовано 

підтверджуючий тест «Viasure Bocavirus Real-time Detection Kit» («Cer Test», 
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Іспанія), який призначений для виявлення лише HBoV1.  

В основу методу покладено принцип ПЛР у моноплексному форматі з 

детекцією продуктів реакції в режимі реального часу. Вивчено всі позитивні на 

HBoV проби, які попередньо протестовано за допомогою ПЛР у мультиплексному 

форматі на 12-16 респіраторних збудників. В результаті проведеного дослідження 

всіх позитивні зразки були ідентифіковані, як HBoV1. 

Для характеристики генотипу HBoV нами застосовано метод Сенгера (1977), 

який виконували в референс-центрі з моніторингу за збудниками інфекцій 

дихальних шляхів ФБУН ЦНІЕ. В основу методу покладено принцип синтезу 

комплементарного ланцюга на основі мДНК за допомогою ДНК-полімерази. 

Філогенетичне дерево будували методом поєднання найближчих сусідів із 

застосуванням перестановочного аналізу статистичної значимості 

сконструйованого дерева по 500 реплікам.  

Порівняння та аналіз нуклеотидних послідовностей виконували за 

допомогою алгоритму BLAST 2.2.24 із застосуванням серверу Національного 

центру біотехнологічної інформації «NCBI», (США), який включав в себе бази 

даних GenBank (США), EMBL (Европа) і DDBJ (Японія). 

Таким чином, отримані нами дані свідчать, що HBoV1 відіграє провідну роль 

в етіологічній структурі у хворих на ГРВІ та інфекційне загострення БА та БОС, а 

також про переважну його циркуляцію на території України. 

Аналіз власних досліджень щодо використання ПЛР у мультиплексому 

форматі дозволив науково обгрунтувати і запропонувати алгоритм етіологічної 

лабораторної діагностики респіраторних інфекції, в тому числі HBoV, який 

базується на двох різних методичних підходах. Це індикація антигенів 

респіраторних вірусних і бактеріальних агентів та детекція геномної ДНК/РНК 

збудників.  

За першого підходу застосовували сучасні високочутливі та 

високоспецифічні швидкі ІХА-тести, а за другого – ПЛР у мультиплексному 

форматі. Включення до алгоритму діагностики високотехнологічної ПЛР у 

мультиплексному форматі в комплексі зі швидкими ІХА-тестами дозволило не 
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тільки ідентифікувати бокавірус людини, але й виявити випадки бокавірусної 

мікст-інфекції з іншими збудниками вірусної або бактеріальної природи. 

Впровадження алгоритму у практику охорони здоров’я дозволило 

встановити наявність бокавірусної інфекції при ГРВІ та при інфекційному 

загостренні БА і БОС та значно підвищити ефективність етіологічної діагностики 

респіраторних інфекцій у дітей до 90,3 %. 

Важливою складовою роботи стало експериментальне дослідження та 

розробка методу виділення та культивування HBoV1. В роботі використано 45 

позитивних на HBoV1 зразків, проведено скринінг 6 ліній клітин (HEP-2, HeLa,  

L-41, ПТП, MDCK, СНЕВ). Культивування, накопичення та визначення 

інфекційного титру бокавірусу людини за цитопатичною дією (ЦПД) в 

перещеплюваних клітинних лініях, здійснювали мікрометодом у 96-лункових 

культуральних планшетах «Sarstedt» впродовж трьох пасажів, з контролем ЦПД 

збудника під інвертованим мікроскопом «Primo Vert» (Німеччина) з фазовим 

контрастуванням зображення та його візуалізацією і фотографуванням з 

використанням Axio Сam Erc 5s.  

Встановлено, що із 6 клітинних культур тільки в культурі клітин ПТП була 

виявлена та підтверджена стабільна репродукція HBoV1 і детекція з чіткою ЦПД. 

Цитопатична дія супроводжувалась порушенням цілісності клітиного моношару і 

появою осередків округло-клітинної дегенерації спочатку на периферії моношару 

з наступним залученням в цей процес усіх клітин та їх поступовим відшаруванням 

від поверхні росту через 72 години. Ефективність запропонованого методу на всіх 

етапах культивування була підтверджена молекулярно-генетичною детекцією 

HBoV1 методом ПЛР у мультиплексному форматі тест-системою «Anyplex II RV 16 

Detection (1.1)» («Seegene», Корея). 

У результаті проведеного дослідження встановлено, що культура клітин ПТП 

є пермісивною по відношенню до HBoV1 і придатною для його пасажування з 

накопиченням збудника в титрах 2,0-2,5 lg ТЦД50/0,1 мл і більше.  
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Це дозволило обґрунтувати доцільність використання культури клітин ПТП 

для культивування HBoV1 з метою поглибленого вивчення біологічних 

властивостей збудника, противірусної дії хіміопрепаратів, дезінфектантів, тощо. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі вирішена актуальна науково-практична задача 

сучасної медичної вірусології, щодо удосконалення лабораторної діагностики 

бокавірусної інфекції та встановлення ролі бокавірусу людини першого генотипу у 

спричиненні гострих респіраторних вірусних інфекцій та інфекційного загострення 

бронхіальної астми та бронхообструктивного синдрому у дітей України. 

1. Встановлена етіологічна роль бокавірусу людини у виникненні гострих 

респіраторних вірусних інфекцій у госпіталізованих дітей. Показано, що в 

етіологічній структурі гострих респіраторних вірусних інфекцій за період з 2012 по 

2014 роки ідентифіковано бокавіруси в 42,3 %, віруси парагрипу у 21,2 %, 

аденовіруси - 19,2 %, риновіруси - 9,7 %, РС-вірус - 3,8 %, метапневмовірус - 3,8 % 

випадків. Найбільш часто HBoV виявляли у віковій групі від 1 до 3 років (25 % 

випадків) та в групі дітей від 3 до 5 років (15,4 % випадків). Визначено бокавірусну 

моно-інфекцію у 45,5 % та бокавірусну мікст-інфекцію «бокавірус + риновірус», 

бокавірус + аденовірус» у 54,5 % випадків. 

2. Проведено ідентифікацію бокавірусу людини при інфекційному 

загостренні бронхіальної астми та бронхообструктивного синдрому у дітей. Так, 

при бронхіальній астмі бокавіруси людини було виявлено у 53,6 %, РС-віруси у 

17,8 %, аденовіруси – 14,3 %, риновірус – 7,1 %, а метапневмовірус і віруси 

парагрипу по 3,6 % випадків відповідно. При бронхообструктивному синдромі 

бокавіруси було ідентифіковано у 30,4 %, риновірус, РС-вірус і метапневмовірус 

по 17,4 %, а віруси парагрипу та аденовіруси по 8,7 % відповідно.  

Бокавірусна моно-інфекція була виявлена в 86,4 % випадків, а бокавірусна 

мікст-інфекція «бокавірус + риновірус + аденовіру» та «бокавірус + РС-вірус + 

аденовірус» у 13,6 % випадків. Найбільш часто бокавірусну інфекцію виявляли у 

вікових групах від 1 до 3 років (23,8 %) і від 3 до 5 років (19,0 %).  

3. Встановлено, що частота виявлення бокавірусу людини коливається в 

широких межах упродовж року та чітко характеризувалася двома піками: один з 

них припадає на вересень-жовтень місяці, а другий - на весняний період з 

максимальним виявленням у квітні місяці.  
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4. Дослідження молекулярно-генетичної різноманітності ізолятів бокавірусу 

людини виявлених у 2012-2014 роках показало, що у дітей з гострими 

респіраторними вірусними інфекціями та з інфекційним загостренням бронхіальної 

астми і бронхообструктивного синдрому виявлявся бокавірус людини 1 типу. 

5. Удосконалено лабораторну діагностику бокавірусної інфекції шляхом 

впровадження методу полімеразної ланцюгової реакції у моноплексному та 

мультиплексному форматах. Науково обґрунтовано алгоритм етіологічної 

діагностики бокавірусної інфекції, який включає в себе комплекс сучасних 

молекулярно-генетичних методів ідентифікації бокавірусів та інших бактеріальних 

і вірусних збудників на платформі полімеразної ланцюгової реакції у мульти-

плексному форматі та експрес-діагностику швидкими ІХА-тестами, що дає 

можливість підвищити ефективність лабораторної діагностики у 90,3 %. 

6. Розроблено метод культивування та виділення HBoV1 в перещеплюваній 

субстратзалежній культурі клітин тестикул поросят в умовах in vitro із наступною 

молекулярно-генетичною ідентифікацією HBoV1 для поглибленого вивчення 

біоло-гічних властивостей збудника, противірусної дії хіміопрепаратів, 

дезінфектантів. 
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ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ 

 

Для встановлення етіологічного діагнозу бокавірусної інфекції у дітей з 

клінічними проявами ГРВІ та при інфекційному загостренні БА і БОС 

запропоновано застосування методу ПЛР у мультиплексному форматі.  

Для оптимізації преаналітичного етапу при молекулярно-генетичних 

дослідженнях на бокавіруси, запропоновано використовувати для відбору мазків з 

носу дітям віком до 5 років велюр-тампони, а дітям старше 5 років – цитощітки.  

Розроблено метод культивування та виділення HBoV1 в умовах in vitro з 

наступною молекулярно-генетичною ідентифікацією збудника. 
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