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Резюме
В обзоре представлены возможности различных методов этиоло-

гической диагностики, применяемых в пульмонологии.
Основным методом диагностики острых внебольничных инфек-

ций нижних дыхательных путей остается микробиологический под-
ход, который включает в себя микроскопию материала от больного с 
покраской по Граму, посевы на питательные среды, выделение культу-
ры, идентификацию и определение чувствительности микроорганиз-
ма к антибиотикам. Но, к сожалению, примерно у половины пациентов 
не удается выявить этиологический фактор.

В последнее время приобретают популярность молекулярные 
методы этиологической диагностики. Они характеризуются большей 
чувствительностью, чем микробиологические методы и позволяют 
гораздо быстрее получить результат. Тесты молекулярной диагности-
ки делятся на четыре категории в зависимости от механизма, который 
положен в их основу: иммуноанализ, методы гибридизации, методы 
амплификации и секвенирования.

Среди тестов, основанных на принципах иммуноанализа, достойны 
внимания экспресс-тесты, которые наиболее соответствуют представле-
нию об идеальном диагностическом средстве в области лабораторной 
медицины. Они быстрые, простые, дешевые, высоко  чувствительные и 
высокоспецифичные. Однако для появления специфических антител в 
организме нужно определенное время, результаты тестов на основе 
иммуноанализа остаются положительными в течение нескольких недель 
после перенесенного эпизода острой внебольничной инфекции нижних 
дыхательных путей, поэтому они имеют диагностическую ценность только 
при наличии клинических проявлений заболевания.

Генетический подход в свою очередь позволяет выявлять инфек-
ционные возбудители в ранней фазе заболевания, когда серологиче-
ские и иммунологические методы неэффективны.

Все большую распространенность в последнее время приобрета-
ют и тесты на основе амплификации нуклеиновых кислот, в том числе 
– ПЦР. Данные методы целесообразно использовать для диагностики 
атипичных возбудителей и респираторных вирусов, поскольку их 
выращивание в культуре представляет трудности. 

Активно развиваются методы секвенирования и масс-спектроме-
трии, но существует ряд ограничений, которые не позволяют их 
использовать в повседневной клинической практике.

Таким образом, сочетание микробиологического подхода с мето-
дами молекулярной диагностики является наиболее оптимальным для 
идентификации возбудителя острых внебольничных инфекций ниж-
них дыхательных путей и назначения целенаправленного этиотропно-
го лечения.

Ключевые слова: острые внебольничные инфекции нижних 
дыхательных путей, этиологическая диагностика, микробиологиче-
ские, серологические, иммунологические, молекулярно-генетические 
методы, ИХА, ПЦР, секвенирование, масс-спектрометрия.
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Abstract
The review presents the possibilities presented by various methods of 

etiological diagnostics used in pulmonology.
The main method of diagnosing acute community-aquired lower 

respiratory tract infections is the microbiological approach which includes 
microscopy of patient’s material with Gram staining, cultures on nutrient 
media, isolation of culture, identification and determination of susceptibi-
lity of a microorganism to antibiotics. But unfortunately the etiologocal 
factor cannot be detected in about half of patients.

Recently, the popularity of molecular methods of etiological diagno-
sis has grown. They are characterized by greater sensitivity to microbio-
logical methods and allow to get results faster. Molecular diagnostic tests 
are divided into four categories depending on the mechanism based on 
them: immunoassay, hybridization methods, amplification and sequenc-
ing methods.

Among the tests based on the principles of immunoassay, notewor-
thy are rapid tests, which are most consistent with the idea of an ideal 
diagnostic tool in the field of laboratory medicine. They are fast, simple, 
cheap, highly sensitive and highly specific. However, as the appearance of 
specific antibodies in the body takes some time, the results of tests based 
on immunoassay remain positive for several weeks after the delayed epi-
sode of acute community-acquired lower respiratory tract infection, so 
they have diagnostic value only in the presence of clinical manifestations 
of the disease.

The genetic approach allows the detection of infectious agents in the 
early stages of the disease, when serological and immunological methods 
are ineffective.

Tests based on nucleic acid amplification, including PCR, have also 
become increasingly common recently. These methods should be used for 
the diagnosis of atypical pathogens and respiratory viruses, because their 
cultivation in culture is difficult. 

Sequencing and mass spectrometry methods are being actively 
developed, but there are limitations that prevent their use in everyday 
clinical practice.

So the combination of microbiological approach with molecular diag-
nostic methods is the most optimal for the identification of the causative 
agent of acute community-acquired lower respiratory tract infections and 
the use of targeted etiotropic treatment.

Key words: acute community-acquired lower respiratory tract infec-
tions, etiological diagnosis, microbiological, serological, immunological, 
molecular genetic methods, ICA, PCR, sequencing, mass spectrometry.
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біологічними властивостями (віруси, бактерії, гриби, 
найпростіші), що визначає широкий перелік методів 
дослідження;

– матеріал, який використовується для мікробіоло-
гічної діагностики (респіраторні зразки), найчастіше 
контаміновані мікрофлорою верхніх дихальних шляхів і 
порожнини рота, що ускладнює інтерпретацію отрима-
них даних;

– мікроорганізми родини Enterobacteriaceae і S. au reus, 
будучи нечастими збудниками ГНІНДШ, можуть контамі-
нувати мокроту;

– може мати місце ко-інфекція.
Важливу роль також відіграють такі фактори, як 

якість взяття матеріалу, його збереження і транспорту-
вання, кваліфікація працівників лабораторії, наявність 
відповідних поживних середовищ та реактивів, тощо [6].

Тому є актуальним пошук нових підходів діагностики 
та вдосконалення існуючих.

На сьогодні основою діагностики бактеріальних, 
вірусних та грибкових інфекцій залишається мікробіоло-
гічний метод [7]. Вагомою перевагою культуральних 
досліджень є те, що під час їх проведення виявляється 
лише живий збудник інфекції. Зазначений метод дозво-
ляє оцінити фенотипову резистентність до широкого 
спектру антимікробних препаратів. З цією метою в 
мікробіологічних лабораторіях застосовуються дис-
ко-дифузійний метод та його модифікації (метод комбі-
нованих дисків (рис. 1), метод подвійних дисків (рис. 2)), 
а також Е-тести (рис. 3) та методи серійних розведень (у 
рідкому поживному середовищі (рис. 4) або на агарі). 

Диско-дифузійний метод одним з перших був винай-
дений і впроваджений в практику. На сьогодні це найпо-
ширеніший спосіб. Він є найбільш універсальним і не 

Термін гострі негоспітальні інфекції нижніх дихаль-
них шляхів (ГНІНДШ) об’єднує в собі такі нозології, як 
негоспітальна пневмонія, гострий бронхіт, грип, заго-
стрення хронічного обструктивного бронхіту та бронхо-
ектатичної хвороби. Не дивлячись на те, що дані патоло-
гічні стани давно відомі людству, вони досі залишаються 
актуальною проблемою пульмонології, враховуючи 
значну поширеність та тенденцію до зростання захворю-
ваності. Відомо, що ГНІНДШ посідають лідируючі позиції 
в загальній структурі смертності, щорічні економічні 
збитки від даних хвороб оцінюються в більйони євро.

Покращити результати лікування пацієнтів з ГНІНДШ, 
скоротити терміни перебування пацієнтів у стаціонарі та 
знизити вартість медикаментозної терапії можна шля-
хом своєчасного призначення цілеспрямованої еті-
отропної терапії. Здійснити такий крок дозволяє лише 
швидка і точна ідентифікація збудника ГНІНДШ. У разі 
неможливості виявити етіологічний чинник ГНІНДШ до 
початку лікування зазвичай призначається емпірична 
антибіотикотерапія. У такому випадку вибір препаратів 
базується на регіональних даних щодо поширеності бак-
теріальних збудників та їх резистентності до антимікроб-
них препаратів [1]. Для адекватного формування реко-
мендацій з емпіричного лікування у різних категорій 
пацієнтів та своєчасної корекції терапії теж необхідний 
регулярний моніторинг структури збудників та їх чутли-
вості до антимікробних препаратів [2].

Етіологічна діагностика також має важливе епідеміо-
логічне значення з точки зору профілактики епідемій 
(SARS, COVID-19, вірус грипу, Legionella spp.) і виявлення 
фактів біотероризму (збудники чуми, туляремії, сибір-
ської виразки) [2]. Характеристика і докладний аналіз 
респіраторних вірусів особливо важливі для спостере-
ження за здоров’ям населення (для моніторингу анти-
генного дрейфу, вибору та оцінки ефективності противі-
русних вакцин і появи нових штамів вірусів) [3]. 

Існує широкий вибір методів етіологічної діагности-
ки, які можуть бути спрямовані на виявлення самого 
збудника інфекційного захворювання (прямі методи) та 
діагностичних маркерів інфікування цим збудником 
(непрямі методи). Пріоритетом в етіологічній діагностиці 
інфекційних захворювань людини є прямі методи. Саме 
до них відносяться: мікроскопія (зокрема електронна 
мікроскопія), бактеріологічне дослідження з виділенням 
збудника, вірусологічне дослідження, методи ампліфіка-
ції нуклеїнових кислот, включаючи полімеразну ланцю-
гову реакцію (ПЛР) тощо. Прямі методи формують під-
ґрунтя для встановлення остаточного діагнозу інфекцій-
ного захворювання. Діагностичними маркерами пере-
важно виступають специфічні антигени збудника (АГ), 
фрагменти геномних РНК та ДНК, специфічні антитіла 
(АТ), що утворюються у відповідь на інфікування організ-
му людини тим чи іншим збудником захворювання [4, 5].

Не дивлячись на сучасні наукові досягнення та відкрит-
тя, на жаль, ще не розроблений «золотий стандарт» етіоло-
гічної діагностики ГНІНДШ. У багатьох випадках етіологічна 
діагностика цих патологій утруднена. Перепонами можуть 
бути особливості, які потрібно враховувати під час оціню-
вання результатів обстеження [2]:

– збудниками можуть бути мікроорганізми з різними 

Рис 1. Визначення антибіотикорезистентності методом 

комбінованих дисків: 1 — диск, що містить один цефало-

спорин (цефотаксим, цефтазидим, цефепім); 2 — диск, що 

містить один цефалоспорин (цефотаксим, цефта зидим, 

цефепім) в комбінації з інгібітором бета-лактамаз 

(клавулановою кислотою). Зону інгібування навколо диска 

або таблетки цефалоспорину у поєднанні з клавулановою 

кислотою порівнюють із зоною навколо диска або 

таблетки з одним цефалоспорином. Випробування пози-

тивне, якщо діаметр зони інгібування другого диска ≥ 5 мм, 

ніж першого диска.
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потребує додаткового обладнання. Іншим дифузійним 
методом виявлення антибіотикорезистентності (АБР) є 
метод із використанням Е-тестів. Відмінність від попе-
реднього способу полягає в тому, що замість дисків з 
антибіотиком, використовують смужки, які містять граді-
єнт концентрації антибіотика від максимальної до міні-
мальної. Це дає змогу визначити мінімальну інгібуючу 
концентрацію (МІК), що є «золотим» стандартом оцінки 
антибіотикорезистентності (ВООЗ) [8]. Обидва методи 
прості у використанні, і доступні для лабораторій 
будь-якого рівня. Але з економічних міркувань у рутин-
ній роботі перевага надається диско-дифузійному мето-
ду. З метою оцінювання МІК антибактеріальних препара-
тів у лабораторній практиці також використовується 
методи серійних розведень. Вони характеризується 
високою точністю та інформативністю, але пов’язані зі 
значними методичними труднощами: необхідність вико-
ристання субстанцій антибіотиків з відомим рівнем 
активності, суворого дотримання режимів зберігання, 
ретельного виконання контролю якості поживних 
середовищ, трудомісткості приготування робочих роз-
чинів антибіотиків [9]. На противагу цим дослідженням, 
автоматичний метод потребує проведення менше мані-
пуляцій, швидше видає результат, є стандартизованим. 
Проте його використання обмежене через високу вар-
тість та необхідність постійного технічного обслугову-
вання обладнання, а також недостатню візуалізацію 
синергії та антагонізмів [9].

Відомо, що мікробіологічна діагностика має низку 
обмежень. Основними недоліками культуральної діа-
гностики є те, що приблизно в половині випадків ГНІНДШ 
не вдається виявити етіологічний чинник, крім того не 
можна виключити імовірність отримання хибнонегатив-
ного результату на тлі прийому антимікробних препара-
тів [6, 10]. Робота з вірусними культурами зі свого боку 
характеризується високим рівнем біонебезпеки [11]. 
Тому вірусологічні дослідження (зараження культур клі-
тин або курячих ембріонів з метою ізоляції та ідентифіка-
ції вірусу), а також роботи, пов’язані з утворенням аеро-
золю вірусів з пандемічним потенціалом, виконуються 
лише в умовах лабораторії з третім або четвертим рів-
нем біобезпеки (BSL-3 або BSL-4) [12]. У разі виявлення 
антибіотикорезистентності, для культурального методу 
характерні суб’єктивність оцінювання результату та 
низький рівень стандартизації, також цей метод не дає 
інформацію про генетичні механізми, що лежать в основі 
антибіотикорезистентності мікроорганізмів. Крім того 
мікробіологічний метод вимагає значної затрати часу 
для його проведення, оскільки стандартна культуральна 
діагностика триває від 3–4 діб до кількох тижнів [7, 8]. 
Новітні розробки (хромогенні поживні середовища та 
набори реагентів, набори дисків для прискореної іден-
тифікації АБР) дозволяють скоротити час проведення 
дослідження до 24 год, однак це також не дає змоги 
застосовувати мікробіологічну діагностику на долікар-
няному етапі дообстеження хворого.

Останнім часом набувають популярності молеку-
лярні методи етіологічної діагностики. Вони характери-
зуються більшою чутливістю порівняно з мікробіологіч-
ними методами та, головне, дозволяють набагато швид-

Рис. 3. Е-тест – градієнтні випробування проводяться, 

тлумачаться та інтерпретуються відповідно до 

інструкцій виробника.

Рис. 4. Методика серійних розведень. МІК – мінімальна 

інгібуюча концентрація.

Рис 2. Визначення антибіотикорезистентності методом 

парних дисків: 1 – диск, що містить один інгібітор 

бета-лактамаз (клавуланову кислоту); 2, 3 – диски, що 

містять різні цефалоспорини. Позитивним результат 

вважається, коли зони інгібування навколо будь-якого з 

дисків із цефалоспорином збільшуються у напрямку диску, 

що містить клавуланову кислоту.
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ше отримати результат [8]. Згідно з ВООЗ, тести молеку-
лярної діагностики поділяються на чотири категорії 
залежно від механізму, що покладений в їх основу: іму-
ноаналіз, методи гібридизації, методи ампліфікації та 
секвенування [8]. Принцип імуноаналізу базується на 
реакціях зв’язування антитіл з цільовими антигенами; 
гібридизації – гібридизований зонд (нуклеїнова кисло-
та) з’єднується з комплементарною генною послідовні-
стю; в основі реакцій ампліфікації лежить збільшення 
кількості копій цільового гену, що дозволяє його іденти-
фікацію; метод секвенування дає змогу проводити ана-
ліз цілого геному [8]. 

Варті уваги такі імунологічні методи діагностики, як 
ІФА, РІА, ІБ, пряма й непряма імунофлуоресценція та ін. 
Перевагами цих тестів є швидкість (менше 4 год) та про-
стота проведення, низька вартість досліджень, високі 
чутливість та специфічність, можливість визначення 
кількох маркерів резистентності одночасно, можливість 
стандартизації та автоматизації [6, 8]. До недоліків відно-
ситься те, що виявити можна лише відомі збудники та їх 
генні мутації, недостатньо доказів економічної ефектив-
ності використання імунологічних тестів у клінічній 
практиці, збереження позитивного результату аналізу 
після вилікування, потреба у використанні спеціального 
обладнання [6, 8, 11]. 

Одним із опосередкованих способів визначення 
етіо логії інфекційного процесу є серологічний метод, 
заснований на визначенні специфічних антитіл у парних 
сироватках. Ці тести зазвичай проводяться з метою 
виявлення атипових збудників і включають оцінку рівня 
антитіл у парних сироватках (з інтервалом в декілька 
тижнів) [13]. Тому серологічний метод діагностики не 
допомагає в початковій оцінці етіологічного фактора 

ГНІНДШ і зазвичай не рекомендується для рутинного 
використання, але може мати велике значення для 
ретроспективного аналізу та епідеміологічних дослі-
джень [13]. 

На використанні імунологічних реакцій базуються і 
прості швидкі тести (ШТ). Практичне впровадження пер-
ших ШТ показало, що вони відповідають сучасній уяві 
про ідеальний діагностичний засіб в галузі лабораторної 
медицини. Чутливість і специфічність цих тестів досягає 
80-100%. Вони дешеві і прості у використанні (рис. 5, 6), 
не мають необхідності спеціальних умов зберігання, 
мають внутрішній контроль. Оцінювати результат під час 
проведення ШТ можна вже через 5−30 хв. [4]. Ще однією 
перевагою експрес-тестів є те, що прийом антимікроб-
них препаратів не впливає на результат [14].

У різних країнах світу ШТ успішно застосовуються в 
інфектології та багатьох інших напрямках медицини як 
для поодиноких досліджень, так і у великому їх потоці. 
Впровадження ШТ підтримують ВООЗ і Глобальний фонд, 
вони рекомендуються для застосування в міжнародних 
програмах з контролю за хворобами, що передаються 
статевим шляхом, у програмах, пов’язаних із ВІЛ-
інфекцією тощо [4]. В пульмонологічній практиці вико-
ристовують ШТ на основі імунохроматографічного ана-
лізу (ІХА) для виявлення вірусу грипу А та В, коронавіру-
су, респіраторно-синцитіального та аденовірусу, а також 
діагностикуми для виявлення антигенів пневмокока і 
легіонели в сечі [11]. Але під час проведення швидких 
тестів потрібно пам’ятати, що вони залишаються пози-
тивними протягом декількох тижнів після перенесеного 
епізоду негоспітальної пневмонії, тому мають діагнос-
тичну цінність тільки за наявності клінічних проявів 
захворювання [2, 15].

Рис. 5. Порядок дослідження на грип А+В під час застосування «швидкого» тесту (матеріал − мазок зі слизової оболонки 

носової порожнини).
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Натомість генетичний підхід дозволяє виявляти саме 
збудники інфекцій, зокрема, на ранній фазі захворюван-
ня, коли серологічні та імунологічні методи неефективні 
[11, 16].

Натепер тести ампліфікації нуклеїнових кислот 
(NAAT – nucleid acid amplification test) – єдиний доступ-
ний метод для більшості нових респіраторних вірусів, 
оскільки вони або не ростуть, або ростуть погано в куль-
турі клітин, і для яких не було комерціалізовано ефектив-
них методів виявлення антигенів [5]. Методи ампліфіка-
ції нуклеїнових кислот повністю автоматизовані, реаген-
ти можна зберігати за кімнатної температури, іноді апа-
рати оснащені змінними батареями (забезпечує мобіль-
ність) [12]. Недоліками NAAT є: збільшення вартості реа-
гентів, більший час роботи, ніж для швидких тестів, 
необхідність знати принаймні частину цільового геному 
для створення відповідних праймерів і зондів [5, 8]. До 
того ж велика кількість респіраторних вірусів є РНК-
вірусами, які більше схильні до генетичних мутацій, що 
може впливати на чутливість та надійність молекулярно-
го методу [5].

Однією з NAAT є полімеразно-ланцюгова реакція 
(ПЛР), яка характеризується швидкістю, високою чутли-
вістю та специфічністю (95−100 %) [11, 17]. В основі мето-
ду лежить проведення декількох циклів ампліфікації 
цільового фрагмента ДНК за допомогою праймерів та 
термофільної ДНК-полімерази з подвоєнням кількості 
фрагментів у кожному циклі ампліфікації. Результати 
реакції можуть оцінюватися в кінці реакції або – в реаль-
ному часі [16]. За допомогою ПЛР-діагностики можливе 
виявлення геному збудника, починаючи з 3−6 діб від 
моменту інфікування, а також в період так званого 
«серологічного вікна». Застосування методу ПЛР є пріо-
ритетним в той період, коли сероконверсія ще не відбу-
лась. Перевагами методу є не тільки високі показники 
чутливості та специфічності, але й відтворюваність, екс-
пресність виконання, широкий спектр і малий об’єм 

досліджуваного матеріалу, автоматизація етапів прове-
дення ПЛР та обліку результатів з можливістю їх відео-
документування [18]. Обмеження методу ПЛР полягають 
в тому, що, по-перше, ампліфікується ДНК як живих, так і 
неживих мікроорганізмів. Це обумовлює вимоги до 
інтерпретації і термінів проведення досліджень під час 
контролю ефективності лікування. По-друге, теоретич-
но існує можливість перехресних реакцій (наприклад, у 
результаті неадекватного підбору праймерів), що може 
призвести до появи хибнопозитивних результатів [19].

До модифікацій полімеразної ланцюгової реакції 
належать ПЛР із зворотною транскрипцією (ЗТ-ПЛР), 
мультиплексна ПЛР, а також ПЛР у реальному часі. 
ЗТ-ПЛР дає змогу виявляти РНК вірусів. Це швидкий 
метод аналізу (достатньо 1–2 год), хоча чутливість для 
різних штамів може відрізнятися і лімітована стадією 
зворотної транскрипції [16]. Мультиплексна ПЛР дозво-
ляє протягом години виявляти генетичний матеріал 
більш ніж 20 збудників одночасно (атипові бактерії, 
грам-позитивні та грам-негативні бактерії, віруси та 
маркери резистентності), що є економічно вигідно у 
порівнянні з моноплексною ПЛР [5, 16]. ПЛР у режимі 
реального часу — це один із сучасних варіантів методу, 
що застосовується для кількісного визначення вірусних 
нуклеїнових кислот в досліджуваному зразку. В основі 
цього варіанту дослідження лежить кількісна детекція 
флюоресцентного сигналу, який збільшується пропор-
ційно кількості ПЛР продукту. Результат реакції можна 
реєструвати на екрані монітора комп’ютера безпосе-
редньо в процесі ПЛР-ампліфікації [16, 19]. Переваги 
ПЛР у реальному часі наступні [6]: 

інформацію щодо складу проби й плину реакції 
можна отримувати, не відкриваючи пробірку, що при-
скорює отримання результату, знижує небезпеку конта-
мінації. 

– наявність специфічного зонду, який є комплемен-
тарним внутрішній ділянці фрагменту та додатково 

Рис. 6. Інтерпретація результату дослідження на грип А+В під час застосування «швидкого» тесту.
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перевіряє специфічність отриманого фрагменту, знижує 
ризик отримання псевдопозитивних результатів. 

– реєстрація інтенсивності флюоресценції дозволяє 
визначити кількість інфекційного агенту в пробі вихідно-
го матеріалу. 

Розроблено протоколи ідентифікації M. pneumoniae, 
C. pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis та цілої низки 
респіраторних вірусів [6, 20, 21]. Використання ПЛР для 
діагностики позагоспітальної пневмонії, зумовленої ати-
повими збудниками, є доцільним через складність і три-
валість їх виділення у культурі [6, 20]. На відміну від іму-
нологічних тестів, ПЛР не дає хибнонегативних резуль-
татів на ранніх стадіях захворювання. Чутливість та спе-
цифічність методу для виділення атипових збудників 
становить 97.4 % та 98.6  % відповідно [21]. На сьогодні 
ПЛР в реальному часі – найбільш чутливий і специфіч-
ний метод тестування на грип з отриманням результатів 
впродовж 4–6 год після подачі зразка. ЗТ-ПЛР показує 
більш високу чутливість, ніж вірусні культури, може бути 
використана як підтверджувальний тест, і корисна для 
швидкого визначення типів і підтипів грипу [3, 21]. 

Мультиплексна ПЛР у реальному часі демонструє 
високу чутливість і під час визначення S. pneumoniae та 
H. influenzae у бронхо-альвеолярних змивах хворих на 
пневмонію [6]. Проблема з інтерпретацією результатів 
на фоні стрептококового носійства може частково бути 
вирішена шляхом кількісного визначення числа копій 
ДНК у препараті (кількісна ПЛР у реальному часі) [6].

Але не дивлячись на всі переваги методу, місце ПЛР 
в етіологічній діагностиці НІНДШ остаточно не визначе-
но, оскільки доступні тест-системи потребують валідації, 
а отримані результати не завжди однозначно узгоджу-
ються з клінічним перебігом захворювання [6]. 

Відносно новим методом діагностики із використан-
ням техніки ампліфікації нуклеїнових кислот є метод 
ізотермальної петльової ампліфікації (LAMP − Loop‐
mediated isothermal amplification), винайдений у 2000 р. 
Особливість методу полягає в тому, що він не потребує 
циклічних змін температурного режиму. Це дає LAMP 
низку переваг порівняно з ПЛР — спрощення процеду-
ри проведення, зменшення часу реакції (від 10 хв), а 
також відсутність потреби у вартісному ампліфікаторі 
(можна використовувати термостат або водяну баню) 
[22]. Як і ПЛР, LAMP має такі модифікації, як LAMP зі зво-
ротною транскрипцією, мультиплексна LAMP, LAMP у 
реальному часі.

Розроблені протоколи ідентифікації багатьох респі-
раторних патогенів за допомогою LAMP: бактеріальних 
збудників (Mycobacterium tuberculosis, S.pneumoniae, 
H. influenzae, S. aureus, Bordetella pertussis, Klebsiella 
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, M. pneumonia, 
L. pneumophilla), вірусів (аденовірус, цитомегаловірус, 
вірус грипу, цитомегаловірус, SARS‐CoV, MERS‐CoV), 
Candida albicans та Pneumocystis jirovecii, а також маркери 
резистентності[23].

Разом з тим, LAMP поступається ПЛР в тому, що кін-
цевий продукт реакції представляє собою великий не 
універсальний фрагмент ДНК. На основі LAMP не можуть 
базуватись інші методи діагностики. Також непросто 
підібрати праймери для забезпечення високого рівня 

специфічності та чутливості тесту. Вважається, що нате-
пер мультиплексна LAMP менш ефективна за ПЛР [23].

Неампліфікаційні методи з використанням зондів 
базуються на реакціях гібридизації [16]. До них відносять 
реакцію флуоресцентної гібридизації in situ (FISH – 
fluorescent in situ hybridization), тести молекулярної 
гібридизації з типоспецифічними зондами (LPAs) та 
метод з використанням мікрочипів [8]. До переваг вказа-
них методів, окрім високої чутливості та специфічності, 
належать швидкість виконання та можливість виявляти 
кілька генів одночасно [8, 16]. Проте ці методики вимага-
ють присутності не менше 106 молекул збудника в дослі-
джуваному зразку [16]. Проблематичним є те, що для 
зчитування результату потрібне дороговартісне облад-
нання (лазер, флуоресцентний лазерний мікроскоп 
тощо), а іноді може виникнути і необхідність статистич-
ної обробки результатів (під час аналізу кількох генів) 
[8]. ВООЗ рекомендує LPAs лише для діагностики тубер-
кульозу. Цей метод дозволяє виявити стійкість M. 
tuberculosis до ізоніазиду, рифампіцину, фторхінолонів та 
ін’єкційних препаратів. 

Ще одним новітнім генетичним методом діагностики 
є секвенування, що дає змогу отримувати величезний 
об’єм даних у процесі одного експерименту і дозволяє 
виявляти чужорідні нуклеїнові кислоти в крові без необ-
хідності використання трудомісткого і далеко не завжди 
успішного культивування [8, 16]. Основними напрямка-
ми даних досліджень в мікробіології є: пошук нових 
патогенів, аналіз варіабельності в певних групах вірусів, 
визначення всієї сукупності вірусів (вірому) в організмі, 
вивчення процесів взаємодії в системі паразит-господар 
і молекулярних основ патогенезу. Особливу цінність 
нові технології секвенування представляють для діа-
гностики інфекційних вірусних захворювань, так як 
порівняно з традиційними методами дають змогу скоро-
тити час виявлення патогена і одночасно дають інфор-
мацію про первинну структуру його генома. На підставі 
аналізу цієї структури можливо передбачити стійкіст                        
ь нового штаму до вживаних лікарських препаратів і 
провести оцінювання результативності наявних сероло-
гічних тестів [16].

Як і будь-яка нова технологія на етапі свого станов-
лення, методи cеквенування потребують подальшого 
вдосконалення [16]. Однією з найважливіших проблем є 
забруднення зразків нецільовими нуклеїновими кисло-
тами. Перш за все це відноситься до ДНК господаря, що 
потрапляє в кров у результаті розпаду лейкоцитів або їх 
перманентної присутності в плазмі крові (так звана цир-
кулююча позаклітинна ДНК). Послідовності ДНК господа-
ря легко можуть бути розпізнані і видалені у разі біоін-
формативної обробки даних, отриманих під час секвену-
вання, однак у разі малих кількостей патогенів в крові 
присутність ДНК господаря може істотно знизити обсяг 
даних щодо нуклеїнових кислот інфекційного агента 
[16]. Обмеженнями у використанні цього методу є доро-
говартісне обладнання, що потребує регулярного обслу-
говування кваліфікованим персоналом; інтерпретація 
даних та контроль якості вимагають обширної підготов-
ки з біоінформатики; великий об’єм отриманих даних 
буває нелегко обробити; для його аналізу потрібен 
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доступ до Інтернету; недешеві витрати на зберігання 
даних [8]. 

Великі перспективи для ідентифікації патогенів, виді-
лених в чистій культурі, мають спектральні методи 
вивчення цілих мікроорганізмів і їх основних компонен-
тів [7, 24]. Розроблена проста і точна технологія мас-спек-
трометричної ідентифікації будь-яких видів мікроорга-
нізмів (MALDI-TOF MS), яка дозволяє отримати результат 
протягом кількох хвилин [7]. Мас-спектрометрія є фізи-
ко-хімічним методом діагностики, що полягає в перетво-
ренні досліджуваного зразка в іонізовану форму з 
подальшим вимірюванням кількості утворених за такої 
умови позитивних або негативних іонів [7, 24]. Метод 
повністю автоматизований і дає змогу проводити пря-
мий мас-спектрометричний аналіз білкової фракції 
мікробної клітини (пряме білкове профілювання), без 
фракціонування та очищення окремих білків. 
Ідентифікація мікроорганізму здійснюється за його уні-
кальним молекулярним складом, порівнюючи отрима-
ний результат з існуючими базами даних [7, 24]. 
Особливостями і перевагами цього підходу є висока 
чутливість, швидкість аналізу, а також низька вартість 
використовуваних реактивів і матеріалів, скорочення 
часу ідентифікації після виявлення росту будь-якого 
мікроорганізму на будь-якому середовищі від 1−2 діб під 
час традиційних методів, до декількох хвилин для окре-
мої проби («від колонії до видової ідентифікації») і до 1,5 
години для одночасного аналізу 96 проб на панелі [7, 24]. 
Для дослідження потрібна одинична колонія або цен-
трифугат рідкої культури. Для аналізу досить 10000 клі-
тин [7]. В перспективі планується використання мас-спек-
трометрії не лише для ідентифікації збудника інфекції, 
але й для визначення його резистентності. Оскільки 
деякі фактори резистентності в своїй основі мають біл-
кову природу (наприклад, β-лактамази), вони можуть 
бути визначені MALDI-TOF MS [24]. Cкладність полягає в 

тому, що хоча β-лактамази і високоактивні ферменти, 
проте експресуються в низьких концентраціях; крім 
того, їх молекулярна вага подібна до інших бактеріаль-
них білків; також існують сотні типів схожих β-лактамаз 
[24]. Іншою стратегією виявлення антимікробної стійко-
сті є короткотривале (до 3 год) вирощування мікроорга-
нізму на середовищі у присутності АБП та амінокислот, 
мічених ізотопом. За наявності резистентності мікроор-
ганізм буде рости, захоплюючи мічені амінокислоти та 
нарощуючи білкову масу [24], що може бути визначено 
під час мас-спектрометрії.

Висновок

Аналізуючи сучасні дані, можна дійти висновку, що у 
повсякденній клінічній практиці основним залишається 
мікробіологічний підхід із виділенням культур мікроор-
ганізмів, оскільки лише він дозволяє не тільки встанови-
ти етіологію інфекції, але й визначити їх профіль резис-
тентності. До того ж культуральний метод діагностики 
незамінний під час оцінювання життєздатності респі-
раторних вірусів. Разом з тим, культуральне досліджен-
ня атипових бактерій та ряду нових вірусів досить трива-
ле та ускладнене. Встановлено, що молекулярно-біоло-
гічні методи характеризуються більшою чутливістю та 
специфічністю порівняно з мікробіологічними методами 
діагностики. Також беззаперечною перевагою молеку-
лярно-біологічних тестів є швидкість проведення аналі-
зу, що вкрай важливо під час призначення цілеспрямо-
ваної антимікробної терапії у разі ГНІНДШ, особливо у 
випадках НП, коли результат лікування залежить від 
термінів призначення та вибору АБП. 

Ми вважаємо, що для оптимізації ідентифікації 
збудника гострих негоспітальних інфекцій нижніх 
дихальних шляхів доцільним сьогодні може бути поєд-
нання мікробіологічного підходу з методами молеку-
лярної діагности. 
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