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(57) Спосіб діагностики автоімунних станів у хво-
рих на інфекційний мононуклеоз, викликаний гер-
песвірусною інфекцією Епштейна-Барр, що вклю-

чає забір венозної крові, визначення автоантитіл в
и сироватці та подальшу оцінку захворювання,
який відрізняється тим, що заздалегідь отриму-
ють супернатант з людських тканин бюпсійного
матеріалу та лімфоцитів здорових донорів, виго-
товляють гомогенат на їх основі, а подальшу оцін-
ку герпесвірусної інфекції Епштейна-Барр здійс-
нюють за наявності специфічних автоімунних гу-
моральних реакцій, якщо виявляють автоантитіла
до антигенів з молекулярними масами 23, 70, 120
та 140 кД, корелюючих з електрофоретичною ру-
хомістю в SDS-гель електрофорезі

Винахід відноситься до медицини, зокрема до
дослідження або аналізу матеріалів шляхом їх
розділення на складові частини, імунохімічного
аналізу біологічних матеріалів і може бути викори-
станий у вірусологи, імунологи, терапії та КЛІНІЦІ
інфекційних захворювань дітей та дорослих

Відомий спосіб оцінки вірусних антитіл проти
вірусу Епштейна-Барр шляхом імунохімічного до-
слідження сироватки крові [1]

До причини, що запобігає отриманню очікува-
ного технічного результату належить ігнорування
механізмів клітинного цитолізу, що стримує ранню
діагностику автоімунних ускладнень у хворих на
інфекційний мононуклеоз (ЇМ), викликаний вірусом
Епштейна-Барр (ВЕБ)

Відомий також спосіб диференціальної діагно-
стики різних форм ДНК-шфекцій, що містить іму-
НОХІМІЧНИЙ аналіз, визначення субтипів загального
IgG,, диференціювання їх по мірі руйнування цис-
теїном і сорбції на стафілококах, і по мірі руйну-
вання цистеїном і по різному рівню антитіл, що
виявляються в цих підкласах діагностують гостру,
хронічну або персистируючу форми інфекції [2]

Спосіб дозволяє діагностувати різні фази ДНК-
вих інфекцій, але у відомому вигляді теж стримує
оцінку ризику розвитку автоімунних ускладнень у
вищезазначеного контингенту хворих, з поза не
досить високої специфічності оціночних критеріїв

Поміж тим, обидва аналоги констатують лише

наявність інфекційного захворювання та не здатні
до оцінки ризику розвитку ускладнення хворих на
ЇМ

Найбільш близьким об'єктом того ж призна-
чення до винаходу, що заявляється, є спосіб діаг-
ностики автоімунних станів у хворих на інфекцій-
ний мононуклеоз, викликаний герпесвірусною ін-
фекцією Епштейна-Барр, що містить забір веноз-
ної крові, визначення автоантитіл в м сироватці та
подальшу оцінку захворювання, у ВІДПОВІДНОСТІ З
яким, забір венозної крові здійснюють після лабо-
раторного підтвердження діагнозу, антивірусні
антитіла виділяють з комплексів, що утримують
ДНК-вірус, оцінку захворювання проводять шля-
хом розрахування коефіцієнта активності специфі-
чних циркулюючих імунних комплексів (сЦІК) з по-
дальшим їх диференціюванням ВІДПОВІДНО ДО кон-
центрації в крові [3]

Тож, використання імунохімічного аналізу у ві-
домому рішенні задачі дозволило визначати в си-
роватці крові рівні сЦІК, а від того, сприяло ОЦІНЦІ
важкості ЇМ та непрямому прогнозуванню можли-
вості розвитку його ускладнень

Однак, оцінка важкості захворювання не зав-
жди корелює з розвитком його ускладнень, особ-
ливо, автоімунного генезу, що обмежує викорис-
тання прототипу як більш об'єктивного засобу оці-
нки вищезгаданих ускладнень

В основу винаходу поставлено задачу розро-
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бити такий спосіб діагностики автоімунних станів у
хворих на інфекційний мононуклеоз, викликаний
герпесвірусною інфекцією Епштейна-Барр, який
шляхом визначення в сироватці крові автоантитіл
до лімфоцитів, гладкої мускулатури та нервових
тканин людини підвищує об'єктивність оцінки при
використанні

Поставлена задача вирішується тим, що у
способі діагностики автоімунних станів у хворих на
інфекційний мононуклеоз, викликаний герпесвіру-
сною інфекцією Епштейна-Барр, що містить забір
венозної крові, визначення автоантитіл в и сиро-
ватці та подальшу оцінку захворювання, у ВІДПОВІ-
ДНОСТІ з винаходом, заздалегідь отримують супер-
натант з людських тканин бюпсійного матеріалу та
лімфоцитів здорових донорів, виготовляють гомо-
генат на їх основі, а подальшу оцінку герпесвірус-
ною інфекцією Епштейна-Барр здійснюють за на-
явністю специфічних автоімунних гуморальних
реакцій, якщо знаходять автоантитіла до антигенів
з молекулярними масами 23, 70, 120 та 140кД, що
корелюють з електрофоретичною рухомістю в
SDS-гель електрофорезі

Запропоноване рішення задачі розширює уяв-
лення про імунопатогенез ЇМ та можливості ран-
ньої лабораторної діагностики ускладнень на під-
ставі тестування сироватки крові на автоантитіла
до антигенів лімфоцитів, гладкої мускулатури та
нервової тканини людини

Це зумовлене тим, що в крові здорової люди-
ни автоантитіла до антигенів лімфоцитів, гладкої
мускулатури та нервової тканини не реєструються
у вище означених технологічних умовах

Апелювання саме до антитіл проти антигенів
нервової тканини, епітелію шлунка та лімфоцитів
людини при використанні способу дозволяє уявити
ймовірні механізми розвитку ускладнень з боку
нервової, кістково-м'язової, кров'яної та інших сис-
тем

Дослідження автоантитіл в сироватці крові у
хворих на ЇМ, що перебігає з ознаками ускладнень,
обґрунтовує призначення імуносупресивної тера-
пії, наприклад глюкокортикоідів

Визначені значення молекулярних мас мають
дискретний характер і є найбільш оптимальними
За даними експериментальних досліджень, саме
цей діапазон білків 23, 70, 120 і 140кД має забез-
печити найбільш високу об'єктивність кінцевих
результатів

Тож сукупність запропонованих ознак винахо-
ду дозволяє констатувати такі динамічні риси ЇМ,
як поєднання імуносупресм з наявністю автоімун-
ної реакції, що обумовлює різноманітність усклад-
нень і дозволяє дійти висновку про підвищення
об'єктивності оцінки ускладненого перебігу у хво-
рих на ЇМ, що викликаний ВЕБ

Інші ознаки винаходу мають уточнюючий хара-
ктер і самостійного правового значення не мають

Додатково, запропонованому рішенню задачі
властиві підвищення результатів діагностики іще у
ранньому доклінічному періоді можливих усклад-
нень автоімунного характеру, забезпечення мож-
ливостей його використання як серед дітей, так і
дорослих, виявлення нових аспектів імунопатоге-
незу ЇМ, обґрунтування використання імунодепре-
сантів в лікуванні цієї вірусної інфекції

ВІДОМОСТІ, ЯКІ підтверджують можливість здій-
снення способу діагностики автоімунних станів у
хворих на інфекційний мононуклеоз, викликаний
герпесвірусною інфекцією Епштейна-Барр, з мож-
ливістю досягнення вищезазначеного технічного
результату, полягають в наступному

Для здіснення запропонованого винаходу не-
обхідні прилад для здійснення електрофорезу в
вертикальних пластинах гелю (фірми LKB, Шве-
ція), прилад для переносу білків з гелю до нітро-
целюлозної мембрани «Блоттер» (Диа-М, РФ),
джерело постійної напруги (ИПЕ-2000-02, РФ),
акріламид («SIGMA», США), бісакріламід (N,N'-
метален-бісакріламід) («SIGMA», США), (гліцин
«SIGMA», США), трісоксиметил-амшометан
(«Fluka», Швеція), додецілсульфат натрію
(«Ferrak», Німеччина), персульфат амонію
(«SIGMA», США) тетраметилетілен-діамш
(«SIGMA», США), тритон Х-100 («SIGMA», США),
фізіологічний розчин («Фармак», Україна), антитіла
проти імуноглобуліну людини помічені пероксіда-
зою хрону (НДІ епідеміологи і мікробіологи їм Н Ф
Гамалеи, РФ), маркери молекулярної ваги для
ДСН-гель електрофорезу («SIGMA», США)

Для оцінки автоімунного стану хворого на ЇМ,
що викликаний ВЕБ, здійснюють забір венозної
крові для визначення автоантитіл в м сироватці та
подальшої оцінки захворювання

Спосіб діагностики автоімунних станів у хво-
рих на інфекційний мононуклеоз, викликаний гер-
песвірусною інфекцією Епштейна-Барр включає
забір венозної крові, визначення автоантитіл в и
сироватці та подальшу оцінку захворювання Для
цього заздалегідь отримують супернатант з люд-
ських тканин бюпсійного матеріалу та лімфоцитів
здорових донорів, виготовляють гомогенат на їх
основі, а подальшу оцінку герпесвірусною інфекці-
єю Епштейна-Барр здійснюють за наявністю спе-
цифічних автоімунних гуморальних реакцій, якщо
знаходять автоантитіла до антигенів з молекуляр-
ними масами 23, 70, 120 та 140кД, що корелюють з
електрофоретичною рухомістю в SDS-гель елект-
рофорезі

При цьому, лімфоцити здорових донорів отри-
мують шляхом центрифугування у фікол-
верографіновому градієнті ЩІЛЬНОСТІ 1,077, а гомо-
генат вищеназваних клітин центрифугують у трис-
буфері рН 7,6 з 1% тритоном Х-100 і 4М сечови-
ною Фракції нерозчинних антигенів розділяють у
пластинах поліакриламідного гелю з 0,1% SDS і
градієнтом концентрації 7,5-17,5% і переносять на
нітроцелюлозну мембрану електроблотом у 0,2М
трисгліциновому буфері рН 8,3 з 20% метанолом
протягом 120 хвилин Нітроцелюлозну мембрану
після переносу антигенів шкубують у 1% розчині
бичачого сироваточного альбуміну при І 37°С
протягом 60 хвилин, «перший шар» антитіл фор-
мують шляхом його інкубації з розведеною сиро-
ваткою хворих, у співвідношенні 1 300 на ЇМ при Т
37°С, протягом 60 хвилин Нітроцелюлозну мем-
брану відмивають фізіологічним розчином з 0,1%
тритоном Х-100 і формують «другий шар» антитіл
шляхом інкубації нітроцелюлозної мембрани з
розчином антитіл проти мічених або кон'югованих
імуноглобулінів людини пероксидазою хрону при Т
37°С, протягом 60 хвилин Надалі відмивають HIT-
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роцелюлозу фізіологічним розчином і додають
0.05М трис-буфер при рН 7,4 з 0,01% діамінобен-
зидином і 0,05% пероксид гідрогеном, у технологі-
чно сприйнятливих умовах перебігу реакції, а мо-
лекулярну масу поліпептидних сполук визначають
за калібровочним графіком

Приклад Історія хвороби №167 Дитина Роман
П , 11 років поступив в міську клінічну лікарню №21
їм Є Г Полкової м Дніпропетровська 10 01 02 з
направленим діагнозом із ЦРЛ м Нікополя "Гост-
рий млявий параліч" Скарги при надходженні до
шпиталю на загальну слабкість, кашель, біль та
обмеження руху в нижніх кінцівках

З анамнезу захворювання відомо, що захворів
гостро 30 12 01 року, коли виникли симптоми не-
житі На другий день хлопчика оглянув дільничий
педіатр, який встановив діагноз «ГРВІ» і призначив
лікування пеніциліном в амбулаторних умовах
05 01 02 стан дитини різко погіршився за рахунок
посилення кашлю, виникнення болю в м'язах обох
стегон, що примусило педіатра направити хлопчи-
ка до ЦРЛ м Нікополя З діагнозом «Правосторон-
нє запалення легенів? Менінпзм» В ЦРЛ м Ніко-
поля дитина одержала таке лікування цефаток-
сим, циклоферон, імуноглобулін, лоратодин, амб-
роксол, преднізолон, внутрішньовенну дезштокси-
каційну терапію У зв'язку з зростанням неврологі-
чної симптоматики, дитина була переведена до
лікування в №21 міську клінічну лікарню їм Є І
Полкової м Дніпропетровська

З анамнезу життя дитини відомо, що на дис-
пансерному обліку з приводу будь-яких захворю-
вань вона не перебувала Явищ алергії або не-
сприяння ЛІКІВ не помічено

З даних епідеміологічного анамнезу наявність
контакту дитини з хворим на будь-яку інфекцію не
встановлена Пацієнт з місця постійного прожи-
вання протягом місяця нікуди не виїжджав

При надходженні в шпиталь - стан середнього
ступеню за рахунок неврологічних уражень Дити-
на в СВІДОМОСТІ, сон та апетит збережені В вечір-
ній час спостерігається нетривале субфебрильне
підвищення температури тіла Шкіра та видимі
слизові оболонки бліді, вологі і без висипки Пе-
риферичні лімфовузли не збільшені При огляді
ротоглотки помірна гіперемія слизової задньої сті-
нки глотки і мигдаликів, порушень ковтання або
фонації немає Дихання через ніс вільне Функціо-
нальних ознак порушень дихання немає, при порі-
вняльний перкусії і аускультації патологічних сим-
птомів не знайдено Частота дихання 20 разів на
хвилину Серце в вікових межах, тони ритмічні і
гучні, частота серцевих скорочень 85 ударів на
хвилину Живіт звичайної форми, доступний усім
видам пальпації, безболісний Печінка і селезінка
не збільшені Стіл ОДИН раз на добу, сечовипус-
кання не порушено

Неврологічний статут меншпальних симпто-
мів немає, черепно-мозкові нерви не порушені,
відмічається зниження м'язової сили в дистальних
відділах рук і ніг, сухожильні рефлекси на руках і
ногах жваві, перюстальні - знижені, КОЛІННІ, ахілові,
подошвенні не викликаються Хитка хода, динамі-
чні координаційні проби виконує правильно В позі
Ромберга виявляється хиткість

Висновки огляду фахівців суміжних спеціаль-

ностей були наступними
Невролог гострий млявий параліч у вигляді

полірадикулоневриту з явищами ніжного парапа-
резу переважно в дистальних відділах Окуліст
патології органів зору немає

Лабораторні дослідження у загальному аналі-
зі крові відмічено лейкоцитоз (таблиця 1), сеча -
без патологічних змін (таблиця 2), в протешограмі
крові відмічені явища диспротеїнемії (таблиця 3)

Серологічні та вірусологічні дослідження від
10 01 02

Визначені маркери герпесвірусу Епштейна-
Барр гетерофільний тест методом Гоффа-Бауе-
ра - (+++), антитіла до капсидного антигену вірусу
(VGA - Ig M) - сумнівні, антитіла до раннього анти-
гену вірусу (ЕА- Ig G) - знайдені, антитіла до ядер-
ного антигену вірусу (EBNA - Ig G) - знайдені, ДНК
вірусу Эпштейна-Барр в сироватці крові методом
ПЛР - виявлено

Маркери полювірусу антигени полювірусів в
фекаліях не знайдено, дослідження крові методом
«парних сироваток» зростання титру антитіл до
вірусів полюміеліта не виявлено

Для ідентифікації збудника захворювання і ви-
явлення автоімунного механізму ураження нерво-
вої системи, було проведено дослідження на на-
явність автоантитіл в сироватці крові по вищезга-
даній методиці Результати аналізу крові хворої
дитини Романа П (див нижче) виявили гострофа-
зові маркери ВЕБ-інфекцм та автоантитіла з моле-
кулярної масою 23, 70, 120 і 140кД до антигенів
нерозчинних білків з нервової тканини, епітелію
шлунка та лімфоцитів крові людини Це обґрунту-
вало призначення комбінації противірусних та іму-
носупресивних ЛІКІВ в терапії захворювання

Лікування ліжковий режим на термін до почат-
ку регресії неврологічних уражень, дієта №15, лі-
кувальна фізкультура по І етапі (масаж), преднізо-
лон внутрішнє з поступовою ВІДМІНОЮ в залежності
від КЛІНІЧНОГО перебігу хвороби, гропринозін внут-
рішньо на термін до двох тижнів, препарати калію
внутрішньо на термін прийому преднізолону, цеф-
тріаксон внутрішньом'язово, людській імуноглобу-
лін внутрішньом'язово, прозерін і дібазол внутрі-
шньом'язово, вітаміни В1, В6 та В12 внутрішньо-
м'язово

Призначене лікування надало позитивний
ефект, що призвело до поліпшення загального
стану та регресії неврологічних уражень Після
чого хвора дитина для подальшого лікування була
переведена в дитяче неврологічне відділення з
діагнозом «Гострий млявий параліч, викликаний
герпесвірусом Епштейна-Барр, нижній парапарез»

Тож, шляхом попереднього тестування крові
на наявність автоантитіл до антигенів нервової
тканини, епітелію шлунка та лімфоцитів людини в
крові у хворих на ЇМ як у гострому періоді, так і
стадії реконвалесценції, можливо прогнозувати
перебіг хвороби і розвиток автоімунних усклад-
нень, обґрунтувати призначення імуносупресивної
терапії

Рання лабораторна діагностика автоімунного
стану, як предиката розвитку ускладнень, компле-
ксна оцінка автоімунних реакцій з уточненням ри-
зику можливої органної патологи, катамнестичне
спостереження за вмістом автоантитіл у хворих на
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ЇМ, створює алгоритм лабораторних досліджень, а
від так, сприяє об'єктивній ОЦІНЦІ ефективності
диспансерного спостереження та об'єктивізації
обґрунтування використання противірусної та іму-
нносупресивної терапії в лікуванні ЇМ, на разі роз-
ширення уявлень про патогенез ВЕБ-інфекцм та
ускладнень, що пов'язані з нею

Означені вище ВІДОМОСТІ інформують про мо-
жливість використання заявленого рішення задач
в КЛІНІЧНІЙ діагностиці, здебільшого у вірусологи,

імунологи та в КЛІНІЦІ інфекційних захворювань На
прикладі конкретного використання доведена мо-
жливість відтворення об'єкта з високооб'єктивним
визначенням автоімунних реакцій, що спричинені
вірусом Епштейна-Барр

Таким чином, розроблений спосіб діагностики
автоімунних станів у хворих на ЇМ, викликаний
ВЕБ-шфекцією відповідає умові «промислова при-
датність» і може бути кваліфікований винаходом
України

Таблиця №1

Загальний аналіз крові

Дата
10 01 02
1 02 02

Нв Г/л
110
119

Ер Т/л
3,6
4,0

Лейк Г/л
10,2
5,9

П/я %
2
4

С/я %
72
56

Еоз %
1
1

Лим %
24
39

Мон %
1
-

Вир %
-
-

СОЕ мм/г
4
2

Таблиця №2

Загальний аналіз сечі

Дата
10 01 02
1 02 02

Кіл к (мл )
50

70

Проз
Проз
Проз

рн

5,8

6,0

ЩІЛЬНІСТЬ

1005
1020

Білок
-

-

En IT п/зор

Один
3

Лейк п/зор
1-2
1-2

Ерит п/зор
-
-

Бактер
-
-

Сіль
-

-

Таблиця №3

Протешограма крові від 10 01 02

Загальний
білок Г/л

70

С-реактивний
білок (якістн)

негативний

Альбуміни %

44

Глобуліни
а-1%

5
а-2%

12
р%
13

у%

26

Білковий коефіці-
єнт

0,75
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