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Реферат. Геном энтеровирусов в сыворотке крови больных с острым нарушением мозгового 
кровообращения. Андрюшкова Н.Г., Турчина Н.С., Долинчук Л.В., Понятовский В.А., Мельник В.В., 
Широбоков В.П., Трепет Л.Н. Целью исследования было определение присутствия генома энтеровирусов в 
сыворотке крови больных с острым нарушением мозгового кровообращения (ОНМК) методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Была исследована сыворотка крови 72 больных с ОНМК и контрольной группы из 30-ти 
больных с заболеваниями не сосудистого происхождения для выявления генома энтеровирусов. Исследование 
энтеровирусных РНК проводили при помощи ПЦР с применением обратной транскрипции. Выделение вирусов 
проводили на линиях клеток HeLa и HEp-2. В 17 из 72 отобранных проб сыворотки крови исследуемой группы 
(23,6±5,0%) был выявлен геном энтеровирусов, тогда как в контрольной группе был получен позитивный 
результат только с одной сывороткой крови (3,3±3,2%). Выделить цитопатогенные агенты на культурах 
клеток HEp-2 и HeLa удалось из 11 сывороток у больных из исследуемой группы, давших позитивный 
результат на энтеровирусы в ПЦР. Из остальных ПЦР-позитивных и ПЦР-негативных сывороток вирусы 
выделить не удалось. Ни в одной из сывороток крови больных контрольной группы цитопатогенные агенты 
выделить не удалось. Присутствие энтеровирусов в крови больных с ОНМК разрешает предположить этио-
патогенетическую связь между ними. Внедрение ПЦР с целью выявления энтеровирусных агентов у больных с 
ОНМК может дополнить уже существующие методы диагностики. 
 
Abstract. The genom of enteroviruses in the blood serum of patients with acute stroke. Andryushkova N.G., 
Turchin N.S., Dolinchuk L.V., Ponyatovskyy V.A., Melnik V.V., Shyrobokov V.P., Trepet L.N. Objective of the 
study was determination of enterovirus genom presence in the blood serum of patients with acute stroke by polymerase 
chain reaction (PCR). The blood serum of 72 patients with acute stroke and control group of 30 patients with another 
vascular disease was studied to reveal genom of enteroviruses. Detection of enterovirus RNA was performed by PCR 
using the reverse transcription. Viruses were isolated on HeLa and HEp-2 cell lines. The enterovirus genom detected by 
PCR was in 17 of 72 samples of the tested serum in the research group (23,6±5,0%). In the control group only one 
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serum was PCR-positive for enteroviruses (3,3±3,2%). Cytopathogenic agents were isolated in HEp-2 and HeLa cell 
lines from 11 PCR-positive samples of blood serum from the experimental group of patients. No viruses were isolated 
from the remaining PCR-positive and PCR-negative sera. The presence of enteroviruses in the blood of patients with 
acute stroke suggests etiopathogenetical link between them. The introduction of PCR to detect enteroviral agents in 
patients with acute stroke can complement existing methods of diagnosis. 

 
Серед вірусів, що викликають захворювання у 

людини, важливого значення на сьогодні набу-
вають ентеровіруси. Науковий інтерес до них 
зумовлений низкою причин: кількість виділених 
типів ентеровірусів щорічно збільшується, роз-
ширюється спектр захворювань, виникнення 
яких пов’язують з цією інфекцією. Нові дані 
значною мірою пов’язані з використанням мо-
лекулярно-генетичних методів діагностики. Важ-
ливою особливістю ентеровірусів є те, що вони 
здатні до персистенції в людському організмі, 
встановлено вірусоносійство з довготривалим 
виділенням збудника в навколишнє середовище 
[10]. Людина може інфікуватись ентеровірусами 
протягом всього року, але значний зріст за-
хворюваності на ці інфекції спостерігається в 
літньо-осінній період [9].  

Ентеровіруси є поліорганотропними та вра-
жають людей різного віку, але найчастіше ці 
інфекції зустрічаються в дитячому віці: здорові 
діти в 7,2%-20,1% випадків є вірусоносіями, тоді 
як у віковій групі дітей до року частота вірусо-
носійства становить 32,6% (Анохин В.А. и др., 
2014). З віком рівень природного імунітету збіль-
шується, і в деяких регіонах у 90% і більше 
п'ятирічних дітей виявляються антитіла до 
ентеровірусів. У дорослих виявляються антитіла 
до найбільш розповсюджених сероваріантів; се-
ропозитивність серед населення вища в регіонах 
з низьким рівнем соціально-побутових умов 
проживання [11]. Низка досліджень ряду авторів 
(Амосова К.М., 1996; Гіріна О.Н., 1996; Zhang L. 
et al., 2009; Ботвиньев В.В. и соавт., 2012; 
Бондаренко В.І. зі співав., 2008; Плоткин В.Я. и 
соавт., 2009) доводять патогенетичну роль 
ентеровірусів при інфаркті міокарда, міокардиті, 
перикардиті, дилятаційній кардіоміопітії, атеро-
склерозі, гострому коронарному синдромі, в 
патології нирок, розвитку апендициту, при гепа-
титі, юнацькому діабеті, дерматомікозах, псоріазі 
[1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 13-16]. 

Незважаючи на те, що у більшості випадків 
прогноз при ентеровірусних інфекціях є сприят-
ливим, ураження центральної нервової системи 
може спровокувати ускладнення неврологічного 
характеру, а міоперикардити та хронічні менінго-
енцефаліти у хворих з імунодефіцитним станом 
можуть призвести до летальних наслідків [11].   

Встановлення ролі ентеровірусної інфекції в 
розвитку судинної патології, що базується на 

використанні молекулярно-генетичних техноло-
гій, є актуальним на сьогодні [6, 7].  

Мета дослідження – визначення наявності ен-
теровірусів та їх РНК у сироватці хворих з 
гострими порушеннями мозкового кровообігу 
(ГПМК) за допомогою полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР) та вірусологічного методу 
дослідження. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

У дослідження було залучено 102 пацієнти, 
які перебували на стаціонарному лікуванні в 
неврологічному відділенні та відділенні церебро-
васкулярної патології Олександрівської клінічної 
лікарні м. Києва в 2009-2015 роках. Дослідну 
групу становили 72 хворі з різними формами 
гострого порушення мозкового кровообігу 
(ГПМК), які відповідали критеріям включення: 
вік старше 18 років, підтверджено діагноз 
ГПМК, відсутність критеріїв виключення. Кри-
теріями виключення були: тривалість пере-
бування у стаціонарі менше 2-х тижнів або 
неможливість взяття сироватки крові з інтер-
валом у два тижні. Контрольну групу (30 осіб) 
становили хворі, які перебували на лікуванні у 
відділенні з неврологічними захворюваннями, 
що не пов’язані із судинною патологією. До-
слідження було схвалено Комісією з біоетики 
Національного медичного університету імені 
О.О. Богомольця. Всі пацієнти надали добровіль-
ну письмову згоду на участь у дослідженні. Вік 
обстежених хворих коливався від 31 року до 86 
років і в середньому становив 62,6±12,0 років. До 
вибірки увійшли 41 жінка (56,9%) і 31 чоловік 
(43,1%). Контрольна група включала 30 осіб 
віком від 16 до 86 років, середній вік становив 
56,3±19,3 року. До вибірки увійшли 19 жінок 
(63,3%) і 11 чоловіків (36,7,1%).  

З метою встановлення можливої наявності 
геному ентеровірусів у сироватці хворих було 
проведено ПЛР із застосуванням зворотної 
транскрипції (ЗТ-ПЛР). Для цього в перші 1-2 
доби після надходження в стаціонар у всіх 
хворих було взято на дослідження кров з ліктьо-
вої вени, для отримання  сироватки. 

Молекулярно-генетичний та вірусологічний 
методи дослідження проводилися на базі ка-
федри мікробіології, вірусології та імунології 
Національного медичного університету імені 
О.О. Богомольця. Для проведення ЗТ-ПЛР 
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використовували комерційні тест-системи 
«АмпліСенс» (набір реагентів розроблений і 
випускається ФГУН «ЦНДІ Епідеміологія Рос-
споживнагляду» (м. Москва)). Виділення РНК 
ентеровірусів з клінічного матеріалу проводили 
методом афінної сорбції на частинках силикагеля 
за Boom et al., використовуючи набір реагентів 
«РИБО-сорб» («АмпліСенс», РФ). Реакцію зво-
ротної транскрипції проводили відразу після 
виділення РНК з використанням ферменту ре-
вертази з набору «Реверта L-100» («АмпліСенс», 
РФ). Ампліфікацію вірусної кДНК проводили на 
багатоканальному ампліфікаторі «Parkin Elmer-
2400» (США), використовуючи реактиви тест-
системи «АмпліСенс Enterovirus-207». Детекцію 
продуктів ампліфікації здійснювали методом 
горизонтального електрофорезу в 1,5% -агароз-
ному гелі з бромідом етидію. Облік результатів 
здійснювали візуально, переглядаючи гель в УФ-
трансілюмінаторі (довжина хвилі 254 нм), вико-
ристовуючи червоний світлофільтр.  

Для виділення цитопатогенних ентеровірусів 
було використано такі перещеплювані лінії 
культур клітин: HeLa – лінія клітин, отримана з 
ракової пухлини шийки матки, та HEp-2 
(Cincinnati) – лінія, отримана з епідермоїдної 
карциноми людини. Вирощували перещеплювані 
клітинні культури та проводили виділення енте-
ровірусів за загальноприйнятою методикою [8].  

Статистичну обробку проводили за допо-
могою пакетів статистичних програм «Statistica 
6,0 for Windows», EXCEL. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
У результаті досліджень доведено, що 17 з 72 

відібраних проб сироватки крові дослідної групи 
дали позитивний результат (23,6±5,0% від усіх 
досліджених проб). У решти 55 хворих, що 
становило 76,4±5,0% від загальної кількості проб 
у дослідній групі, результати дослідження були 
негативними. У контрольній групі було отри-
мано позитивний результат лише з однією сиро-
ваткою крові, що становило 3,3±3,2 % (табл. 1).  

 

Т а б л и ц я  1  

Виділення ентеровірусної РНК у сироватці крові пацієнтів  
контрольної та дослідної груп 

Кількість сироваток хворих, що виявилися позитивними на 
наявність ентеровірусної РНК 

Група Кількість хворих 

абс. % 

Дослідна 72 17 23,6±5,0 

Контрольна 30 1 3,3±3,2 

 
Виділити цитопатогенні вірусні агенти на 

культурах клітин HEp-2 та HeLa вдалося з 11 си-
роваток хворих з дослідної групи, що дали 
позитивний результат на ентеровіруси у ПЛР 
(табл. 2). З решти ПЛР-позитивних сироваток та 

ПЛР-негативних сироваток віруси виділити не 
вдалося. З жодної сироватки крові хворих 
контрольної групи цитопатогенні агенти 
виділити не вдалося.  

 

Т а б л и ц я  2  

Виділення цитопатогенних агентів із сироватки крові пацієнтів  
контрольної та дослідної груп 

Кількість сироваток хворих, що виявилися позитивними на 
наявність ентеровірусної РНК 

Група Кількість хворих 

абс. % 

Дослідна 72 11* 15,3±4,2 

Контрольна 30 0 0 

П р и м і т к а :  * - усі сироватки, з яких вдалося виділити цитопатогенні агенти, були ПЛР-позитивними.  
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Рис. 1. Частота виявлення ентеровірусів за допомогою  ПЛР  

та вірусологічного методу у хворих на ГПМК 

 
Згідно з методичними рекомендаціями з епід-

нагляду та профілактики ентеровірусної (непо-
ліомієлітної) інфекції, підставою для лаборатор-
ного підтвердження ентеровірусної інфекції 
служить виявлення ентеровірусів або їх РНК в 
стерильних типах клінічного матеріалу із засто-
суванням прямих методів їх виявлення, або 
визначення сероконверсії, або чотириразового 
наростання титру антитіл при дослідженні пар-
них сироваток, взятих з інтервалом у 14 днів [8]. 
Таким чином, виявлення в крові обстежених 

хворих РНК ентеровірусів свідчить про наявність 
у них ентеровірусної інфекції. Наші дані уз-
годжуються з даними Плоткина В.Я. и др. [12] 
про значущість неполіоміелітних ентеровірусів у 
розвитку ГПМК. Менша частота виявлення енте-
ровірусів культуральним методом за їх цито-
патичною дією пояснюється тим, що не всі 
ентеровіруси можуть бути виділені на культурі 
клітин, а також низьким титром ентеровірусів у 
крові хворих [5].  

 

 
Рис. 2. Результати електрофорезу досліджуваних сироваток крові хворих дослідної групи  

(1-10 – досліджувані проби, з яких у пробах 1, 3-5, 8, 10 – негативний результат, у пробах 2, 6, 7, 9 – 
позитивний резутат; М – маркер; ПК – позитивний контроль, НК – негативний контроль)  

 
Крім того, за допомогою модифікованої 

реакції зв'язування комплементу Zhang L. et al. 
підтверджено кількісне виявлення антигенів 
ентеровірусів у крові 49% пацієнтів з гострим 
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коронарним синдромом, а також у тканини ко-
ронарних артерій (у 23 з 24 випадків – 98 %) і 
серця (у 51 з 94 випадків – 54,3%) пацієнтів з 
інфарктом міокарда (ІМ), померлих від кардіо-
генного шоку і / або розриву міокарда. Відносна 
кількість ентеровірусного антигену в крові була 
вірогідно вище в групі хворих на ІМ, з ускла-
дненням у вигляді кардіогенного шоку або роз-
риву міокарда, порівняно з аналогічними показ-
никами в пацієнтів з неускладненим ІМ. Ці дані 
свідчать про те, що ентеровіруси є одним з 
факторів ризику гострого коронарного синдрому 
та беруть участь у його патогенезі, сприяють 
розвитку таких ускладнень ІМ, як кардіогенний 
шок і розрив міокарда [16]. 

Кардіотропність вірусів Коксакі В1 та В6 
дозволяє припустити їх участь у розвитку ГПМК, 
тому при розшифровці видової належності ви-
ділених нами неполіомієлітних ентеровірусів 
слід, перш за все, виявляти саме їх [10]. Отже, 
негативний результат не виключає наявності 
ентеровірусної інфекції, оскільки циркуляція 
ентеровірусів у крові обмежується першими 
тижнями захворювання. Надалі підтвердження 

інфекції можливе шляхом проведення се-
родіагностики.  

Результати цього дослідження демонструють 
перспективність використання молекулярно-
генетичного методу для виявлення ентеровірусів 
у хворих з ГПМК (рис. 1, 2). Перевагою засто-
сування генетичного методу діагностики (ПЛР) 
перед вірусологічним є вища чутливість та 
специфічність методу, значна економія часу, 
можливість виявлення ентеровірусів, що не 
реплікуються в культурі клітин.  

Подальші дослідження будуть зосереджені на 
типуванні виділених нами штамів ентеровірусів з 
визначенням тих, що відіграють етіопатоге-
нетичну роль у виникненні та розвитку ГПМК.  
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Присутність ентеровірусів у крові хворих з 
ГПМК дозволяє припустити етіопатогенетичний 
зв'язок між ними. Впровадження ПЛР з метою 
виявлення ентеровірусних агентів у хворих на 
ГПМК у перспективі доповнить вже існуючі 
методи діагностики.  
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