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В світі близько 300 млн людей страждають на бронхі-
альну астму (БА). Розповсюдженість БА в різних країнах 
світу коливається від 1 до 18 %. За оцінками спеціалістів, 
від ускладнень цієї хронічної недуги помирають близько 
250 000 чоловік на рік. Значну кількість пацієнтів щоріч-
но госпіталізують з приводу тяжкого інфекційного заго-
стрення БА. Отже діагностика і лікування хворих із інфек-
ційним загостренням бронхіальної астми є актуальною 
проблемою пульмонології [1]. 
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При обстеженні і лікуванні хворих із загостренням 
БА надзвичайно важливо вчасно діагностувати етіоло-
гічний чинник загострення, що дає можливість адекват-
но призначити лікування, зменшити тривалість та тяж-
кість загострення. За результатами сучасних досліджень 
тригерами загострення БА можуть були різні фактори 
навколишнього середовища, в тому числі бактеріальні 
та вірусні етіопатогени [2–4]. З 1960-х років почали гово-
рити про віруси як про одні із основних тригерів заго-
стрення астми. Після залучення в 1990-х роках до медич-
ної практики методу полімеразної ланцюгової реакції 
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Широкая распространенность вирус-индуцированного 
обострения бронхиальной астмы (до 60–80 % всех обостре-
ний) и отсутствие доказанных рекомендаций по ее своевре-
менной этиологической диагностике существенно влияет на 
эффективность лечения и развитие осложнений.

Разработана и апробирована схема диагностики инфекци-
онного обострения бронхиальной астмы (БА) вирусной этио-
логии, основанная на рекомендациях «Клинического протоко-
ла оказания медицинской помощи по специальности 
«Пульмонология» больным БА» (приказ МЗ Украины № 128 от 
19.03.2007 г.). Она предусматривает параллельный диагности-
ческий поиск с целью установления у больного наличия кли-
нико-функциональных признаков обострения БА, определе-
ние его инфекционного характера и лабораторное подтверж-
дение вирусной этиологии обострения.

Суть предложенной схемы диагностики обострения БА 
вирусной этиологии заключается в применении дополнитель-
ных лабораторных методов обследования, а именно: «быст-
рых» иммунохроматографических тестов, полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени с использованием мульти-
плексных вирусных тест-систем и количественного нефело-
метрического определения уровня С-реактивного протеина 
сыворотки крови.

Дополнительное использование современных лаборатор-
ных методов диагностики наряду с клинико-функциональным 
обследованием больных позволило своевременно провести 
раннюю дифференциальную диагностику обострения БА, опре-
делить его инфекционный характер и подтвердить этиологи-
ческую значимость вирусных возбудителей у 51,7 % больных.

Ключевые слова: бронхиальная астма, инфекционное 
обострение, вирусы, диагностика.
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ALGORITHM OF DIAGNOSING OF VIRUS-INDUCED 
ASTHMA INFECTIOUS EXACERBATION
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Abstract

High prevalence of virus-induced exacerbation of asthma 
(up to 60–80 % of all exacerbations) and the lack of proven 
re commendations on its up-to-date etiological diagnosing sig-
nificantly affect the effectiveness of treatment and occurrence of 
complications.

Based on recommendations of “Clinical protocol of standard 
of care in pulmonology for asthma patients” (Ministry of Health 
of Ukraine Decree # 128, dated 19.03.2007) we developed and 
tested a procedure for diagnosing of infectious exacerbation of 
asthma. It relies on parallel diagnostic detection of clinical and 
functional signs of asthma exacerbation and determination of its 
infectious nature, and confirmation of the viral etiology of this 
condition.

The principles of proposed diagnostic method consist of the 
use of the following additional laboratory tests: quick immuno-
chromatographic tests, multiplex polymerase chain reaction and 
quantitative nephelometric blood serum C-reactive protein mea-
surement.

Additional use of modern laboratory diagnostic methods in 
combination with clinical and functional examination helped to 
make timely differential diagnosis of asthma exacerbation, deter-
mine its infectious nature and confirm viral etiology in 51,7 % of 
patients.

Key words: asthma, infectious exacerbation, viruses, diag-
nostics.
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(ПЛР) роль респіраторних вірусів при загостренні БА 
остаточно підтвердилась. Бронхіальну обструкцію та 
загострення астми можуть викликати різні віруси: рино-
вірус, респіраторно–синцитіальний вірус (РС-вірус), 
віруси грипу А і В, аденовірус, вірус парагрипу, корона-
вірус, метапневмовірус та інші [3–9]. 

Епідеміологічні та імунопатофізіологічні досліджен-
ня показують, що найпоширенішою причиною заго-
стрень БА — в 80–85 % випадків у дітей і в 60–70 % у 
дорослих — є гострі респіраторні вірусні інфекції (ГРВІ). 
І хоча інфекційні загострення БА залежать і від інших 
чинників (фенотипічних, анамнестичних, від попере-
днього базисного лікування, тривалості загострення та. 
ін.) ці цифри вказують на колосальну роль вірусів у 
цьому процесі [3, 12, 13].   

Механізми розвитку інфекційного загострення (ІЗ) 
БА вкрай складні та недостатньо вивчені. За даними чис-
ленних експериментальних досліджень встановлено, що 
один із основних патогенетичних механізмів БА — роз-
виток гіперреактивності дихальних шляхів (посилення 
як чутливості, так і потужності відповіді бронхів на різні 
подразники), який виникає на тлі «еозинофільного» 
запалення [10–13]. Одним із важливих факторів патоген-
ного впливу ГРВІ є погіршення стану мукоциліарного 
кліренсу і пригнічення фагоцитарної активності альвео-
лярних макрофагів [4, 6, 8, 12–14]. Це створює умови для 
приєднання бактеріальної інфекції та формування 
вірусно-бактеріальних асоціацій. Найчастіше при ГРВІ 
виявляється інфікування M. pneumoniae та C. pneumoniae, 
що призводить до більш тривалого і тяжкого перебігу 
загострення БА [4]. 

До останнього часу основні діагностичні заходи при 
такій патології в Україні регламентуються наказом № 128 
МОЗ України від 19.03.2007 «Про затвердження клініч-
них протоколів надання медичної допомоги за спеціаль-
ністю «Пульмонологія» і наказом № 868 МОЗ України від 
08.10.2013 «Про затвердження та впровадження медико-
технологічних документів зі стандартизації медичної 
допомоги при бронхіальній астмі».  Однак в цих доку-
ментах дані щодо діагностичної тактики при інфекційно-
му загостренні БА і особливо вірус-індукованому — від-
сутні. 

Для більш успішного етіотропного лікуванням хво-
рих з інфекційним загостренням БА, важливо визначити 
характер цього процесу (вірусний чи бактеріальний) і 
віддиференціювати провідні етіологічні збудники, вия-
вити їх спектр. 

Запальний процес при загостренні БА, як і при будь-
якому запальному захворюванні, призводить до оксида-
тивного стресу і супроводжується зміною рівнів запаль-
них медіаторів та білків. Велике діагностичне значення 
мають білки гострої фази, що з’являються в плазмі крові 
через 4–6 годин після ураження тканини і вказують на 
вираженність запального процесу в організмі [15, 16].

Результатами досліджень, присвячених вивченню 
біохімічних та імунологічних маркерів запалення, зокре-
ма С-реактивний протеїн (СRP), цитокінів, інтерлейкінів, 
рівню оксиду азоту у хворих на бронхообструктивні 
захворювання легень, доведено, що рівень СRP має важ-
ливе клініко-діагностичне значення для визначення сту-

пеня тяжкості захворювання, раннього прогнозування 
наслідків його загострення та оцінки ефективності при-
значеного лікування [17–19].

СRP — білок гострої фази, що отримав свою назву 
через здатність вступати в реакцію преципітації з 
С-полісахаридом пневмококів (один із механізмів ран-
нього захисту організму від інфекції). СRP стимулює імун-
ні реакції, в т.ч. фагоцитоз, бере участь у взаємодії Т- і 
В-лімфоцитів, активує класичну систему комплементу. 
Нормальна концентрація СRP в плазмі здорової людини 
— 1,0 мг/л . Виробляється білок переважно в гепатоци-
тах. Його синтез ініціюється антигенами, імунними комп-
лексами, інфекційними агентами (бактеріями, грибами). 
Характерною особливістю даного білку є те, що з пере-
ходом захворювання у хронічну стадію його рівень зни-
жується до повного зникнення, а при загостренні про-
цесу знову зростає [15, 18, 20, 21].

Класичні методи визначення концентрації СRP в 
плазмі/сироватці крові — це радіальна іммунодіффузія, 
іммунотурбідіметрія і нефелометрія. Діапазон концен-
трацій СРБ, який визначається зазначеними методами, 
знаходиться в інтервалі 5–500 мг/л і більше. Досить 
довго діагностичне значення СRP співвідносили саме з 
показниками, що перевищують 5 мг/л. При концентрації 
СRP менше 5 мг/л констатували відсутність системної 
запальної відповіді і не вважали точне визначення кон-
центрації СRP клінічно значущим. В останні 10 років була 
розроблена методика іммобілізації антитіл до СRP на 
частинках латексу, що збільшило чутливість визначення 
СRP приблизно в 10 разів. Нижня межа області визначен-
ня СRP при використанні високочутливої імунотурбіді-
метрії з латексним посиленням склала <0,5 мг/л. СRP, 
визначений таким чином, в літературі називають висо-
кочутливим (hsCRP). У результаті з'явилася можливість 
визначати базовий рівень СRP, тобто концентрацію СRP 
у практично здорових осіб, а також у пацієнтів при від-
сутності гострого запального процесу або поза заго-
стренням захворювання [22].

При гострій бактеріальній інфекції спостерігаються 
найвищі рівні СRP (100 мг/л і більше). При ефективній 
терапії запального процесу рівень СRP знижується вже 
наступного дня, і нормалізується на 6–10 добу, тоді як 
швидкість осідання еритроцитів при успішному лікуван-
ні знижується тільки через 2–4 тижні. Таким чином, 
швидка нормалізація рівня СRP дозволяє використову-
вати цей тест для спостереження за перебігом хвороби 
та контролем ефективності лікування [15].

При вірусної інфекції СRP підвищується незначно 
(менше 20 мг/л), що дозволяє використовувати даний 
показник активності запального процесу для диференцій-
ної діагностики бактеріальної і вірусної інфекції [17, 18].

В останні роки для виявлення та ідентифікації респі-
раторних вірусів широко використовують молекулярні 
методи, специфічність яких базується на унікальності 
нуклеотидних послідовностей вірусних геномів. 
Сучасним молекулярним методом діагностики вірусних 
геномів є полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР). 
Перевагами методу ПЛР є висока специфічність, чутли-
вість, універсальність процедури, простота і зручність 
проведення аналізу, можливість виявлення відразу кіль-
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туберкульозу, онкологічних захворювань, ВІЛ/СНІДу, 
алкогольної та/або наркотичної залежності, декомпен-
сованої серцевої, печінкової, ниркової недостатності 
та ін.;

– наявна або передбачувана непереносимість препара-
тів дослідження;

– вагітність або лактація;
– відмова пацієнта від участі у дослідженні.

Відповідно до наведених критеріїв у дослідження 
було включено 116 хворих з ІЗ БА: 52 (44,8 %) чоловіка і 
64 (55,2 %) жінки у віці 20 — 82 років (середній вік — 
(50,4 ± 1,5) року), які обстежувались та лікувались в амбу-
латорних умовах ДУ «Національний інститут фтизіатрії і 
пульмонології ім. Ф. Г. Яновського Національної академії 
медичних наук України» (НІФП НАМН).

Хворим проводили загальні методи обстеження 
згідно наказу МОЗ України № 128 від 19.03.2007. 
Оцінювались анамнестичні дані (давність захворювання, 
фактори ризику розвитку та загострення БА, перебіг 
захворювання та рівень його контролю з використанням 
АСТ-тесту (частота денних та нічних симптомів БА, засто-
сування та кількість доз бронхолітиків за потребою, 
кількість та тривалість загострень БА за останні 12 міс, 
проведення базисної терапії БА та лікування її заго-
стрень з експертною оцінкою адекватності призначень 
та клінічної ефективності попередньої терапії, прове-
дення вакцинопрофілактики грипу тощо), клінічні дані 
(загальний стан хворого, обмеження його активності, 
наявність та рівень порушень свідомості, мови; характер 
та рівень задишки, кашлю; кількість та характер мокро-
тиння, клінічні прояви ГРВІ (гіперемія м`якого піднебіння 
та задньої стінки зіву, кон’юнктив, прояви риніту, рясне 
потовиділення, слабкість, світлобоязнь, суглобові та 
м’язові болі, головний біль), участь в диханні допоміжної 
мускулатури, аускультативні дані (наявність та характер 
хрипів), температура тіла, частота дихання, артеріаль-
ний тиск, частота серцевих скорочень (ЧСС), сатурація 
крові (SpO2), данні функціонального обстеження легень 
до та після застосування бронхолітиків короткої дії (жит-
тєва ємність легень (ЖЄЛ) (% від належної величини), 
форсована життєва ємність легень (ФЖЄЛ) (%), пікова 
об’ємна швидкість видиху (ПОШ) (%), об’єм форсованого 
видиху за 1 секунду (ОФВ1) (%), відношення абсолютних 
величин ОФВ1 і ФЖЄЛ, максимальна об’ємна швидкість 
повітря на рівні видиху 25,0 % ФЖЄЛ (MОШ75) (%), макси-
мальна об’ємна швидкість повітря на рівні видиху 50,0 % 
ФЖЄЛ (MОШF50) (%), максимальна об’ємна швидкість 
повітря на рівні видиху 75,0 % ФЖЄЛ (MОШ25) (%), 
MОШ25–75 — максимальна об’ємна швидкість між 25,0 і 
75,0 % ФЖЄЛ на базі комп’ютерної обробки показників 
спірографії, кривої «потік-об’єм» форсованого видиху з 
використанням апарату «Master Screen PFT» (Німеччина).

Для виявлення вірусів у роботі використовували 
комплекс методичних підходів, що включали в себе сучас-
ні експрес-методи індикації вірусів та вірусних антигенів в 
клінічному матеріалі — прості/швидкі тести на основі іму-
нохроматографічного аналізу та полімеразну ланцюгову 
реакцію з фіксацією результату або в реальному часі — 
realtime-ПЛР або з використанням агарозного гелю та 
забарвлення зразків ДНК бромідом етідію [68]. Для вірусо-

кох патогенів в одній пробірці, за умови наявності в 
реакційній суміші декількох пар відповідних праймерів 
(мультиплексна ПЛР) [23]. Використовують ряд різних 
модифікацій цього методу, в тому числі ПЛР з гібридиза-
ційною ідентифікацією продуктів ампліфікації, мульти-
плексну ПЛР, а також ПЛР у режимі реального часу (PСR-
FRT). Мультиплексна полімеразна ланцюгова реакція, 
мультіпраймерна полімеразна ланцюгова реакція 
(multiplex ПЛР, multiprimer ПЛР) [лат. multum — багато і 
plex — складка, згин] — полімеразна ланцюгова реакція, 
в якій одночасно використовують більше однієї пари 
олігонуклеотидних праймерів, що дозволяє проводити 
скринінг відразу декілька геномів.

Поряд з ПЛР, в сучасній вірусології, певне місце посі-
дає метод імунохроматографічного аналізу (ІХА), як 
метод експрес-діагностики. В основі методу — специфіч-
на взаємодія антигенів і антитіл на хроматографічній 
мембрані після її змочування рідиною досліджуваного 
зразка від хворого. Така взаємодія відбувається внаслі-
док дифузного переміщення індикаторного імунного 
компоненту, забарвленого колоїдним золотом (КЗ), 
заздалегідь нанесеного на мембрану, та антигенів дослі-
джуваного зразка після нанесення останнього на мемб-
рану. Для візуального виявлення специфічної імунної 
реакції в певній зоні-смузі хроматографічної мембрани 
попередньо жорстко сорбовані необхідні компоненти, 
які дозволяють сконцентрувати барвник у вигляді 
забарвленої смуги.

Всі ці обставини обумовили доцільність використан-
ня сучасних вірусологічних методів для визначення 
основних етіопатогенів інфекційного загострення вірус-
ної етіології і біохімічного маркера запалення 
(С-реактивний протеїн) для диференціальної діагности-
ки характеру загострення та контролю ефективності 
терапії таких хворих.

Мета роботи: розробка оптимальної схеми обсте-
ження хворих із інфекційним загостренням БА. Робота 
виконана за коштидержбюджету.

Матеріал і методи 
Для досягнення мети об’єктом дослідження були 

хворі з ІЗ БА та біологічний матеріал, отриманий від них 
— мазки з слизової носової порожнини, кров. В дослід-
ження включали хворих лише за умови їх добровільної 
згоди з метою та об’ємом запланованих обстежень, 
необхідністю призначення антиінфекційної терапії та 
можливим ризиком виникнення її побічних ефектів.

Критерії включення пацієнтів у дослідження: 
вік 18 років та більше;
наявність у хворого загострення БА відповідно до 

критеріїв наказу МОЗ України № 128 від 19.03.2007 [2];
підтверджений за результатами клінічного та/або 

лабораторного методів дослідження інфекційний харак-
тер загострення БА.

Критерії виключення:
– неінфекційний характер загострення БА;
– проведення противірусної та / або антибактеріальної 

терапії впродовж останніх 2 міс. з приводу будь-якого 
захворювання; 

– наявність у хворого тяжких супутніх захворювань: 
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товували системи на основі мультиплексной PСR-FRT 
для ідентифікації респіраторно-синцитіальних вірусу 
(human Respiratory Syncytial virus — hRSv), метапневмо-
вірус (human Metapneumovirus — hMpv), вірусів параг-
рипу 1, 2, 3 і 4 типів (human Parainfluenzavirus — 1-4 hPiv), 
коронавирусов (human Coronavirus — hCov), риновірусів 
(human Rhinovirus — hRv), аденовірусів груп B, C і E 
(human Adenovirus B, C, E — hAdv) і бокавіруса (human 
Bocavirus — hBov) в клінічному матеріалі з верхніх 
дихальних шляхів. 

За допомогою методу полімеразної ланцюгової 
реакції визначали наявність маркерів ДНК/РНК збудни-
ків: аденовірусу, бокавірусу, метапневмовірусу, коро-
навірусу, вірусу грипу А (субтипів Н1, Н3, Н5), вірусу 
грипу В, РС-вірусу А і В, ріновірусу, коронавірусу.

Пробірку з матеріалом (мокротиння) центрифугува-
ли протягом 10 хв при 14 000 об/хв. Рідину над осадом 
видаляли і залишали в пробірці приблизно 50 мкл (осад 
+ рідка фракція). Для обробки декількох (N) зразків в 
окремій пробірці змішували 150 Х (N + 1) мкл лізуючого 
розчину (GuSCN) та 20 Х (N + 1) мкл заздалегідь ресус-
пензованного сорбенту. В кожну пробірку із зразком 
дослідження додавали 170 мкл отриманої суміші та стру-
шували на вортексі протягом 3–5 с. Пробірку витримува-
ли в термостаті протягом 20 хв при 50 °С та центрифугу-
вали при 14 000 об/хв протягом 1 хв. Видаляли рідину 
над осадом і додавали до нього 200 мкл промивного 
розчину № 1. Пробірку струшували на вортексі протягом 
3–5 сек, а потім центрифугували протягом 1 хв при 14 
000 об/хв. Видаляли рідину над осадом та додавали до 
нього 200 мкл промивного розчину № 2. Струшували 
пробірку на вортексі протягом 3–5 сек та центрифугува-
ли пробірку протягом 1 хв при 14 000 об/хв. Видаляли 
рідину над осадом та додавали до нього 200 мкл про-
мивного розчину № 3. Струшували пробірку на вортексі 
протягом 3–5 сек і центрифугували пробірку протягом 1 
хв при 14 000 об/хв. Видаляли рідину над осадом. 
Пробірку витримували в термостаті протягом 5 хв при 
50 °С з відкритою кришкою. До осаду додавали 10 мкл 
елюючого розчину та струшували пробірку на вортексі 
протягом 5 — 10 сек. Пробірку витримували в термо-
статі протягом 5 хв при 50 °С, а потім центрифугували 
при 14 000 об/хв протягом 1 хв. Рідину над осадом вико-
ристовували для внесення в реакційну суміш для ПЛР-
ампліфікації.

Для проведення ПЛР готували суміш 18 Х (N + 1) мкл 
буферного розчину та 2 Х (N + 1) мкл специфічних 
запалів (праймерів) з дезоксинуклеотидтрифосфатами. В 
кожну пробірку вносили по 20 мкл приготованої суміші 
та гранулу парафіну. В термостаті вміст пробірки нагрі-
вали до 80 °С протягом 3–10 хв. Пробірки охолоджували 
до кімнатної температури до повного застигання пара-
фіну. В окремій пробірці готували другу половину суміші 
10 Х (N + 1) мкл буферного розчину та 0,5 Х (N + 1) мкл 
термостійкої полімерази. Отриману суміш вносили по 10 
мкл в кожну пробірку на шар парафіну. Також в кожну 
пробірку додавали по 1 краплі (приблизно 20 мкл) міне-
рального мастила. Останнім на внутрішню стінку кожної 
пробірки додавали по 5 мкл зразка препарату ДНК. 
Пробірки центрифугували при 1000 об/хв протягом 1–3 

логічного дослідження в усіх хворих проводили забір біо-
матеріалу у вигляді мазку або змиву з слизової носової 
порожнини [24–27]. Мазки відбирали сухими стерильни-
ми зондами з ватними тампонами.

Для експрес-діагностики грипу А и В, аденовірусу та 
РС-вірусу використовували прості/швидкі імунохрома-
тографічні тести «CITO TEST INFLUENZA A&B» (Фармаско, 
Україна) та «CERTEST RSV-ADENO RESP BLISER TEST» 
(SerTest, Іспанія). В основі їх дії покладено метод іму-
нохроматографічного аналізу (ІХА) — специфічної взає-
модії антигенів і антитіл на хроматографічній мембрані 
тесту після її змочування рідиною досліджуваного зраз-
ка від хворого. Така взаємодія відбувається внаслідок 
дифузного переміщення індикаторного імунного компо-
ненту, забарвленого колоїдним золотом (КЗ), заздалегідь 
нанесеного на мембрану, та антигенів досліджуваного 
зразка після нанесення останнього на мембрану. Для 
візуального виявлення специфічної імунної реакції в 
певній зоні-смузі хроматографічної мембрани поперед-
ньо жорстко сорбовані необхідні компоненти, які дозво-
ляють сконцентрувати барвник у вигляді забарвленої 
смуги. 

Для ПЛР-дослідження з метою запобігання інактива-
ції вірусів мазок з носової порожнини вміщували в про-
бірку з 2,0–3,0 мл спеціального вірусного транспортного 
середовища (ВТС) або у фізіологічний розчин. Кінчик 
зонда відламували або відрізали з розрахунку можли-
вості щільно закрити кришку пробірки. Пробірку із 
транспортним середовищем та частиною зонду закрива-
ли і поміщали у спеціальний штатив та транспортували 
до лабораторії. Матеріал (змив або мазок із слизової 
носової порожнини ) для дослідження  транспортували у 
контейнерах з холодоагентом при температурі + 4 °С до 
лабораторії кафедри вірусології Національної медичної 
академії післядипломної освіти ім. П. Л. Шупика МОЗ 
України (завідувачка кафедри д-р мед. наук, проф. 
Дзюблик І. В.).

Використання PСR-FRT дозволило проводити вияв-
лення продуктів ампліфікації в процесі реакції і вести 
кількісний облік вірусних нуклеїнових кислот. Подібний 
підхід дозволив відмовитися від стадії електрофорезу, 
що сприяло зменшенню ймовірності контамінації дослід-
жуваних зразків продуктами ампліфікації, а також дозво-
лило знизити вимоги, що виставляються до PСR лабора-
торії. Екстракцію ДНК / РНК з досліджуваного біологічно-
го матеріалу і зворотну транскрипцію проводили вико-
ристовуючи набір реагентів РИБО-преп “АмпліСенс® 
ГРВІ-скрін-FL”, виробництва ФБУН ЦНІІЕ РФ. Для аналізу 
та інтерпретації результатів був використаний сучасний 
прилад для PСR-FRT Rotor-Gene Q (QIAGEN), виробництва 
Німеччина, що дозволило в одній пробірці проводити і 
детектувати в режимі реального часу від 2 до 6-ти неза-
лежних реакцій, з використанням зондів, мічених різни-
ми флуоресцентними барвниками (мультиплексна PСR-
FRT). Таким чином ми використовували метод мульти-
плексной ПЛР тест-системи для одночасного виявлення 
в клінічних зразках основних збудників ГРВІ, що є досить 
актуальним завданням діагностики бронхо-легеневих 
захворювань.

Для вивчення спектру вірусних збудників викорис-
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сек. Підготовлені пробірки розміщували в ампліфікаторі 
МС2, який запрограмований на об’єм реакційної суміші 
— 35 мкл в режимі «Precise» (точний). Режим ампліфікації 
(температура, тривалість та кількість повторів) визнача-
ли з урахуванням вимог інструкції з використання від-
повідного комплекту реагентів.

Результат реакції ампліфікації реєстрували за допо-
могою горизонтального гель-електрофорезу в агароз-
ному гелі з додаванням броміду етидію. Продукт амп-
ліфікації був видимий в ультрафіолетовому світлі (дов-
жина хвилі 254 нм) як стрічка жовтогарячого кольору. 

Для проведення ПЛР використовували тест-системи: 
– набір реагентів для виділення РНК та ДНК «Рибо-сорб»; 
– набір реагентів для проведення зворотної транскрип-

ції — «Реверта–L»;
– набір реагентів для виявлення та диференціації вірусів 

грипу А та В — «Ампли-Сенс Influenza virus A/B- FL»;
– набір реагентів для виявлення та ідентифікації вірусу 

грипу А (Н1N1) 2009 «Ампли-Сенс Influenza virus A/
H1swine — FL»;

– набір реагентів для виявлення 12-ти вірусів-збудників 
гострих респіраторних вірусних інфекцій «RV-12 SEE 
GENE» (ALT, Україна).

Для постановки ПЛР у реальному часі використову-
вали ампліфікатор «RotorGene 6000», ( Сorbett Research, 
Австралія).

Для оцінки вираженості запальної реакції викорис-
товували кількісне нефелометричне визначення рівня 
С-реактивного білка (СРБ) в сироватці або плазмі крові, 
яке проводили за допомогою біохімічного аналізатора 
Turbox/Turbox® plus (Orion Diagnostica, Фінляндія). 
Визначення рівня СРБ базується на кількісній оцінці іму-
нопреципітації в рідкій фазі нефелометричним визна-
ченням по кінцевій реакції. Для цього антисироватка до 
СРБ розводиться буферним розчином та додається до 
кратної кількості сироватки крові пацієнта. Після інкуба-
ції отриманого розчину вимірюється інтенсивність світ-
ла, розсіяного утвореним комплексом антиген-антитіло. 
Отримана величина прямо пропорційна концентрації 
СРБ у зразку. Попереднє калібрування кривої визна-
чається специфічними для партії параметрами на магніт-
ній картці. Одноелементе калібрування кривої під час 
дослідження проводиться калібрувальним розчином, 
який входить до набору. Результат дослідження відобра-
жається в мг/л. Діапазон вимірювання становить 10–150 
мг/л. Визначення СРБ у здорових людей показало, що 
нормальний його рівень дещо нижче 10 мг/л. Рівень СРБ 
зростає швидко і його можна визначати вже через 6 – 12 
год від початку розвитку запального процесу [22].

Результати та обговорення
Для вирішення завдань роботи була запропонована 

схема діагностики ІЗ БА вірусної етіології. При розробці 
схеми діагностики враховані рекомендації «Клінічного 
протоколу надання медичної допомоги за спеціальністю 
«Пульмонологія» хворим на бронхіальну астму», затверд-
женого наказом МОЗ України № 128 від 19.03.2007  р. 
Запропонована схема передбачає поетапний діагностич-
ний пошук з метою встановлення у хворого клініко-функ-
ціональних ознак загострення БА, визначення наявності 

інфекційного (вірусного) процесу та лабораторне під-
твердження вірусної етіології загострення. Схема (алго-
ритм) діагностичного пошуку наведені на рисунку 1.

Діагноз БА та її загострення встановлювали за наяв-
ності у хворого клінічних і функціональних проявів 
захворювання.

Для визначення ролі вірусів в розвитку загострення 
БА, а також встановлення спектру вірусних збудників, 
нами розроблений алгоритм лабораторної діагностики, 
який полягає в використанні сучасних імунохроматогра-
фічних експрес-тестів в поєднанні з молекулярно-біоло-
гічною ПЛР-діагностикою (рис. 1).

Швидкість, простота виконання, висока інформатив-
ність та відсутність потреби в додаткових коштовних 
реактивах та устаткуванні визначають перевагу швидких 
ІХА-тестів перед традиційними методами досліджень, 
такими як класична вірусологічна та серологічна діагнос-
тика, методи флуоресціюючих антитіл (МФА) та імуно-
ферментний аналіз (ІФА). Перед проведення обстеження 
паціентів даними тестами (швидкі ІХА-тестів «CITO TEST 
INFLUENZA A+B» та ПЛР) в лабораторії кафедри вірусології 
Національної медичної академії післядипломної освіти 
ім. П. Л. Шупика МОЗ України (НМАПО) (зав. кафедри д-р 
мед. наук, проф. Дзюблик І. В.) було проведено вивчення 
їх ефективності. Отримані рівні чутливості для ПЛР та 
ІХА-тестів 100,0 та 99,1 %, специфічності — 100,0 та 92,2 
% відповідно. Вказані показники були співставні тим, що 
заявлені виробниками, та повністю задовольняли потре-
бу для вирішенні завдань дослідження. 

В той же час, відсутність достатньо широкого спект-
ру експерес-тестів, крім діагностикумів на вірус грипу А 
та В, респіраторно-синцитіальний та аденовірус, не доз-
воляло в повній мірі досягти результатів поставленого 
завдання. Це спонукало нас до пошуку нових, висо-
коспецифічних, чутливих та швидких методів діагности-
ки вірусів респіраторної групи, які можуть бути застосо-
вані як для поодиноких діагностичних досліджень, так і у 
великому їх потоці. Нашу увагу привернули молекуляр-
но-біологічні методи, зокрема метод мультиплексної 
ПЛР у реальному часі. 

На відміну від інших лабораторних методів (культу-
ральних, імунологічних) мультиплексна ПЛР має безпе-
речні переваги: високу специфічність, чутливість, уні-
версальність процедури, простоту та зручність прове-
дення аналізу, можливість одночасного виявлення 
відразу декількох патогенів, що в порівнянні з іншими 
методами дозволяє підвищити результативність діагнос-
тики на 20,0 % та вірогідно знизити відсоток негативних 
результатів з 93,0 до 45,0 % [29].

Для встановлення частоти ІЗ БА вірусної етіології та 
виявлення спектру основних вірусних етіологічних аген-
тів проводили скринінгове вірусологічне і бактеріоло-
гічне обстеження усіх пацієнтів, що були включені у 
дослідження. За даними лабораторного обстеження 116 
хворих — у 60 (51,7 ± 4,6)  % ідентифікували вірусний 
етіопатоген, у 21 ((18,1 ± 3,6) %) хворого — бактеріаль-
ний етіопатоген і у 10 ((8,62 ± 2,6) %) хворих — вірусний 
та бактеріальний збудник.

За допомогою методу мультиплексної ПЛР ідентифі-
кували 60 штамів вірусів та методом ІХА (швидкі тести 
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«CITO TEST INFLUENZA A+B», «RS-virus + Adenovirus») — 11 
штамів (табл. 3.3). Найбільшу етіологічну значущість 
серед вірусних збудників мав риновірус — у (55,0 ± 6,4) % 
випадків. Значно рідше виявляли бокавірус — у (10,0 ± 
3,9) % випадків; метапневмовірус — у (8,3  ± 3,6) %; 
респіраторно-синцитіальний вірус — у (6,7 % ± 3,2) %, 
грипу А та Б — у (5,0 ± 2,8) % кожний, корона- , аденовірус 
і вірус парагрипу  — у (3,3 ± 2,3) % випадків кожний (табл. 
1). 

Серед виділених бактеріальних  штамів в значущому 
титрі визначили: H. influenzae — в (38,1 ± 10,6) % випад-
ків, S. pneumoniae — в (38,1 ± 10,6) %, M. catarrhalis — в 
(14,3 ± 7,6) %, E. coli і S. aureus — в (0,9 ± 0,9) % кожний. 

Для оцінки вираженості запальної реакції та прове-
дення ранньої диференційної діагностики характеру 
запального процесу (вірусної або бактеріальної приро-
ди) використовували кількісне нефелометричне визна-
чення рівня С-реактивного білка (СРБ) в сироватці або 
плазмі крові хворих з ІЗ БА.

Для доведення доцільності залучення в розробле-
ний алгоритм діагностики ІЗ БА кількісного визначення 
СРБ провели моніторинг його рівня у 17 хворих з ІЗ БА. 
Дослідження проводили у вихідному стані (до початку 
лікування), на 7 та 14 добу спостереження (комплексно-
го лікування). Всім відібраним хворим до комплексного 
лікування загострення додавали емпіричну противірус-
ну терапію (вітаглутам в дозі 90 мг. на день протягом 5 

днів).
Як свідчать наведені в таблиці 2 дані, в усіх хворих з 

ІЗ БА у вихідному стані (до початку лікування) рівень СРБ 
достовірно (р < 0,05) перевищував такий групи контро-
лю (практично здорові особи). Враховуючі літературні 
дані щодо рівня СРБ при різній патології [83], всі обсте-
жені хворі були розподілені на початку спостереження 
на дві підгрупи: з рівнем СРБ нижче 30 мг/л — група 1 (12 
хворих, середній рівень СРБ (15,6 ± 1,2) мг/л) та 30 мг/л і 
більше — група 2 (7 хворих, середній рівень СРБ (43,8 ± 
3,3) мг/л). 

Проведене обстеження в динаміці під час лікування 
(на 7-му та 14-ту добу спостереження) показало знижен-
ня рівня СРБ у більшості хворих групи 1, що свідчило про 
зменшення активності запалення та повністю співпадало 
з ознаками клінічної ефективністі лікування. 

У 2 хворих групи 1 на 7-му добу спостереження 
зафіксували зростання рівня СРБ, що вказувало на поси-
лення активності запалення внаслідок недостатньої 
ефективності початкової терапії та/або розвитку у цих 
хворих бактеріального ускладнення (бронхіт, синусит). У 
хворих групи 2, у яких у вихідному стані, найбільш віро-
гідно, мало місце вірусно-бактеріальна інфекція, проти-
запальна та емпірична противірусна терапія до 7-го дня 
лікування не призвели до клінічного покращання та від-
повідного зменшення рівня СРБ, що послужило додатко-
вим обґрунтуванням корекції лікування, зокрема при-

Рис. 1. Алгоритм діагностики інфекційного загострення БА вірусної етіології. 
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теріального та вірусного запалення та оцінки адекват-
ності лікування хворих з інфекційним загостренням 
бронхіальної астми.

Висновки
В результаті проведення роботи був розроблений 

алгоритм діагностики вірус-індукованого загострення БА. 
Використання скринінгового вірусологічного обстеження 
пацієнтів за допомогою сучасних методів діагностики 
вірусних патогенів (імунохроматографічних експрес-тес-
тів і полімеразної ланцюгової реакції) дало можливість 
підтвердити етіологічну роль вірусів при загостренні у 60 
паціентів ((51,7  4,6) %). Швидкість, простота виконання, 
висока інформативність та відсутність потреби в додатко-
вих коштовних реактивах та устаткуванні визначили пере-
вагу швидких ІХА-тестів перед традиційними методами 
досліджень, однак відсутність достатньо широкого спект-
ру експерес-тестів (доступні лише діагностикуми на вірус 
грипу А та В, респіраторно-синцитіальний та аденовірус) 
не дозволила в повній мірі відповісти на поставлені питан-
ня. Додаткове використання сучасного молекулярно-біо-
логічного методу — мультиплексної ПЛР у реальному часі, 
значно розширило можливість отримання реальних 
результатів через свої безперечні переваги: високу спе-
цифічність, чутливість, універсальність процедури, 
простоту та зручність проведення аналізу, можливість 
одночасного виявлення відразу декількох патогенів.

Удосконалена схема діагностики ІЗ БА вірусної етіо-
логії шляхом додаткового кількісного нефелометрично-
го визначення рівня С-реактивного протеїну сироватки 
крові, дозволило провести ранню диференціальну 
діагностику характеру запалення (бактеріального чи 
вірусного) у  хворих на ІЗ БА та здійснити контроль ефек-
тивності проведеної терапії. 
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значення антибактеріальної терапії. На фоні скоригова-
ної терапії у цих хворих до 14-го дня спостереження 
досягнуто достовірного зменшення рівня СРБ на фоні 
позитивної клінічної динаміки перебігу захворювання. 
Слід відзначити, що в усіх хворих з ІЗ БА наприкінці спос-
тереження рівень СРБ зберігався дещо підвищеним 
(порівняно з контролем), що вказує на збереження 
запальної реакції в бронхах, як основного патогенетич-
ного маркера БА. 

Таким чином, визначення рівня СРБ в сироватці 
крові хворих на БА не тільки відображає інтенсивність 
запального процесу в бронхах, але може використову-
ватись для ранньої диференціальної діагностики бак-
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Adenovirus 2 2 1,7 ± 1,2 3,3 ± 2,3
Bocavirus 6 — 5,2 ± 2,1 10,0 ± 3,9
Rhinovirus 33 — 28,5 ± 4,2 55,0 ± 6,4
Rhinovirus 1 — — — —
Rhinovirus 2 — — — —
Rhinovirus 3 — — — —
Rhinovirus 4 1 — 0,9 ± 0,9 1,7 ± 1,7
Respiratory syncytial virus 4 3 3,4 ± 1,7 6,7 ± 3,2
Methapneumovirus 5 — 4,3 ± 1,9 8,3 ± 3,6
Corona virus 2 — 1,7 ± 1,2 3,3 ± 2,3
Corona virus WL-63229E 1 — 0,9 ± 0,9 1,7 ± 1,7
Corona virus НКИ-1ОС-42 1 — 0,9 ± 0,9 1,7 ± 1,7
Influenza A virus 3 3 2,6 ± 1,5 5,0 ± 2,8
Influenza B virus 3 3 2,6 ± 1,5 5,0 ± 2,8
Parainfluenza virus 2 — 1,7 ± 1,2 3,3 ± 2,3
Human Parainfluenza virus 1 — — — —
Human Parainfluenza virus 2 — — — —
Human Parainfluenza virus 3 2 — 1,7 ± 1,2 3,3 ± 2,3
Всього 60 11 51,7 ± 4,6 100,0

Об’єкт 
спостереження

Вихідний 
стан

7-ма доба 
спостере-

ження

14-та доба 
спостере-

ження
Контроль (n = 9) 2,5 ± 0,3 2,8 ± 0,4 2,4 ± 0,2
Група 1 (n = 12) 15,6 ± 1,2 * 9,2 ± 1,8 * 5,7 ± 1,7 *#

Група 2 (n = 5) 43,8 ± 3,3 * 40,2 ± 2,4 * 7,2 ± 3,3 *#

Таблиця 1
Частота ідентифікації вірусних збудників в матеріалі 

хворих з ІЗ БА за даними методів мультиплексної 
ПЛР та ІХА, %

Таблиця 2  
Рівень СРБ у хворих з інфекційним загостренням 

бронхіальної астми, мг/л

Примітки: * — достовірні відмінності між групами спостереження 
(контролем) (p < 0,05), # — достовірні відмінності в порівнянні з 
вихідним станом (p < 0,05).
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