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(57) Спосіб визначення чутливості цитомегалові-
русу до противірусних препаратів, який включає 
взяття у пацієнта з вени крові, виділення сироват-
ки або мононуклеарів та проведення полімеразної 
ланцюгової реакції з праймерами, які дозволяють 
ампліфікувати область гена, де локалізовані відомі 
мутації 460-607, що визначають резистентність 
цитомегаловірусу до противірусних препаратів, 
який відрізняється тим, що полімеразну ланцю-
гову реакцію проводять у присутності пептидних 
гомологів ДНК з послідовністю 
GTTCTCCAACGCGCG. 

 
 

 
 

Винахід відноситься до медицини і може бути 
використаний для визначення резистентності ци-
томегаловірусів до дії противірусних препаратів. 
Цитомегаловірус (ЦМВ), носійство якого досягає 
поширення у 60-80% дорослих імунокомпетентних 
людей, стає причиною небезпечної для життя ін-
фекції в осіб з порушеною імунною системою: хво-
рих на СПІД, реципієнтів трансплантатів кісткового 
мозку, нирок, серця, печінки та інших органів. Три-
вале лікування противірусними препаратами -
ганцикловіром, фоскарнетом чи цидофовіром при-
водить до появи резистентних ізолятів вірусу. Ви-
значення резистентності ЦМВ до противірусних 
препаратів необхідне для підвищення ефективно-
сті лікування шляхом заміни препарату, до якого 
розвинулась резистентність, на інший, до якого 
резистентності немає.  

Відомо процес діагностики резистентності 
ЦМВ шляхом культурального дослідження, засно-
ваного на тесті зменшення числа бляшок. Для 
проведення дослідження до культури фіброблас-
тів крайньої плоті людини, що ростуть у виді мо-
ношару в 24-лунковому планшеті, додають су-
спензію, що містить 50-100 бляшкоутворюючих 
одиниць ЦМВ, та інкубують протягом 1 години. 

Потім рідину заміщають середовищем, що містить 
агарозу і противірусний препарат у відповідних 
розведеннях: 

ганцикловір (1, 5, 10, 20, 50мкМ) або фоскар-
нет (62,5, 125, 250, 500, 1000мкМ). Гель обмежує 
поширення вірусних часток, таким чином, що ними 
можуть бути уражені тільки клітини, що оточують 
первинно інфіковані. Клітини культивують 7-10 
днів, фіксують метанолом і забарвлюють по Рома-
новському-Гімзе. Підраховують число бляшок (од-
на бляшка - скупчення загиблих клітин, інфікова-
них вірусною часткою) і обчислюють 50% інгібуючу 
дозу (ID50) для противірусного препарату - концен-
трацію препарату, що приводить до 50% змен-
шення числа бляшок. Ізоляти вірусу, що мають 
ID50≥400мкМ для фоскарнета та ID50≥6мкМ для 
ганцикловіра вважаються резистентними до цих 
препаратів [1]. 

Недоліком відомого способу є відсутність ста-
ндартизації клітин та умов їх культивування і три-
валий час від початку дослідження до отримання 
результатів. 

Відомо процес діагностики резистентності 
ЦМВ до противірусних препаратів шляхом дода-
вання до культури фібробластів легень людини, 

 



3 75254 4 
 
 

 

що ростуть у 96-лунковім планшеті, 8 послідовних 
розведень вірусвмісного середовища і противірус-
них препаратів в розведеннях: ганцикловір (0,25, 
1, 4, 16, 32мкМ) або фоскарнет (50, 100, 200, 400, 
800мкМ). Після 7-денної інкубації імунофермент-
ним методом визначається вміст у лунках антиге-
ну р65 вірусного походження. Ізоляти з 
ID50≥600мкМ для фоскарнета і ID50≥32мкМ для 
ганцикловіра вважаються резистентними до пре-
паратів. Ізоляти з ID50≥300 але < 600мкМ для фос-
карнета і ID50≥20 але <32мкМ для ганцикловіра 
вважаються частково резистентними [2]. 

Недоліком відомого процесу є тривалий час 
від початку культивування до отримання результа-
ту, за цей час хворий без ефективного лікувння 
може померти. 

Найбільш близьким за технічною сутністю є 
процес визначення резистентності ізолятів ЦМВ - 
ампліфікація певних послідовностей ДНК вірусу з 
наступним секвенуванням продуктів полімеразної 
ланцюгової реакції (ПЛР), який вибрано нами як 
аналог. Відомо, що резистентність ЦМВ до ганци-
кловіру найчастіше пов'язана з мутаціями в локусі, 
що кодує UL97 кіназу, необхідну для фосфорилю-
вання ганцикловіра і його перетворення в активну 
форму [З]. 

Недоліком відомого процесу є необхідність за-
стосування спеціального устаткування (вартість 
секвенатора варіює від 45 до 500 тис. у. о.), відно-
сно висока вартість і тривалість аналізу, тому він 
не може бути широко впроваджений у клінічну 
практику. 

Технічним завданням винаходу є створення 
швидкого, надійного та процесу діагностики мута-
цій ЦМВ, який не потребує спеціального облад-
нання. 

Поставлене технічне завдання вирішується за 
рахунок того, що в людини, яка має ознаки цито-
мегаловірусної інфекції, беруть з вени кров, виді-
ляють сироватку (або мононуклеари) та проводять 
ПЛР із праймерами, що дозволяють ампліфікувати 
область гена, у якій локалізовані відомі мутації 
(460-607), у присутності так званих пептидних го-
мологів ДНК з послідовністю 

(GTTCTCCAACGCGCG), що комплементарна пос-
лідовності, специфічній для ганцикловір-чутливого 
ізоляту. Ці спеціально сконструйовані проби, що 
мають комплементарність до області передбачу-
ваної мутації, але не можуть виступати праймера-
ми, пригнічують ампліфікацію даної області в тому 
випадку, якщо вона не містить нуклеотидів, які 
зазнали мутації. 

Процес відрізняється від аналога тим, що мо-
дифіковано процес проведення ПЛР, завдяки чому 
визначення мутацій ЦМВ до ганцикловіру перет-
ворюється на якісну реакцію, проведення якої 
здійснюється у короткий термін (2,5 год.) і не пот-
ребує складного обладнання та додаткових реаге-
нтів. 

Процес дозволяє своєчасно діагностувати на-
явність мутацій ЦМВ до ганцикловіру та призначи-
ти адекватне лікування, що складає суть даного 
винаходу. 

Процес реалізації винаходу ілюструється на 
прикладах. 1. Хворий В-ко, діагноз хронічний лім-
фолейкоз. Методом полімеразної ланцюгової реа-
кції в сироватці крови виявлено ДНК ЦМВ, що сві-
дчить про реактивацію цитомегаловірусної інфек-
ції. При проведенні полімеразної ланцюгової реак-
ції у присутності пептидних гомологів ДНК з 
послідовністю (GTTCTCCAACGCGCG) ампліфіка-
ції ДНК ЦМВ не виявлено, що свідчить про відсут-
ність мутацій до ганцикловіру (рис.1, додаток). 

2. Хворий І-но, ВІЛ-інфікований, ЦМВ-
асоційований ретинит. Методом ПЛР в сироватці 
крови виявлено ДНК ЦМВ, що свідчить про реак-
тивацію цитомегаловірусної інфекції. Проведення 
ПЛР у присутності пептидних гомологів ДНК з пос-
лідовністю (GTTCTCCAACGCGCG) не інгібувало 
ампліфікацію ДНК ЦМВ, що свідчить про наявність 
мутацій до ганцикловіру (рис. 2, додаток). 

Процес, що заявляється може бути впрова-
джений в лабораторіях, акредитованих для прове-
дення ПЛР і використаний в лікувальних закладах 
при підборі противірусних препаратів в лікуванні 
хворих з реактивацією ЦМВ та первинною  інфек-
цією. 
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Рис.1. Результати ПЛР визначення геному ЦМВ у 
хворого В-ко (хронічний лімфолейкоз). 1 - реакція у 
присутності пептидних гомологов ДНК; 2 - реакція у 
відсутності пептидних гомологов ДНК; маркери мо-

лекулярних ваг. 

 
 

Рис.2. Результати ПЛР визначення геному ЦМВ у 
хворого І-но (ВІЛ-інфікований). 1 -реакція у присут-

ності пептидних гомологов ДНК; 2 - реакція у відсут-
ності пептидних гомологов ДНК; маркери молекуля-

рних ваг. 
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