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С использованием компонентов только отечественного производства разработан набор 
реагентов для выявления ДНК парвовируса В19 методом ПЦР в режиме реального времени 
и проведена апробация его применения для верификации диагноза. Результаты исследования 
53 образцов сыворотки крови пациентов с острой экзантемой, полученные разработанным 
набором реагентов и аналогичным коммерческим набором, полностью совпали. С использо-
ванием отечественного набора реагентов проведена верификация диагноза парвовирусной 
инфекции у пациентов с костно-суставной патологией, хроническим заболеваниями пече-
ни, беременных женщин с неиммунной водянкой плода. Наличие отечественного набора реа-
гентов для выявления ДНК парвовируса В19 позволит повысить качество и доступность 
специфической лабораторной диагностики, оценить распространенность и клиническую 
значимость парвовирусной инфекции в стране. 
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Development and approbation of a domestic kit 
for detection of parvovirus B19 
Using components of domestic production only, a kit for detection of parvovirus B19 DNA using 

real-time PCR was developed and an approbation of its use for verification of the diagnosis was carried 
out. The results of the testing of 53 serum samples from patients with acute exanthema, obtained 
by the developed kit and a similar commercial kit, completely coincided. Using the domestic kit, 
the diagnosis of parvovirus infection in patients with osteoarticular pathology, chronic liver disease, 
and pregnant women with non-immune hydrops fetalis was verified. The presence of a domestic kit 
for detecting parvovirus B19 DNA will improve the quality and availability of specific laboratory 
diagnosis and allow to assess the prevalence and clinical significance of parvovirus infection 
in the country.
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Парвовирус В19 представляет собой небольшой 
ДНК-содержащий вирус, который является пато-

генным только для человека и размножается преимуще-
ственно в клетках-предшественниках эритроидного ряда. 
Парвовирусная инфекция характеризуется широким спект- 
ром клинических проявлений, однако нередко может про-
текать бессимптомно [4]. Наиболее распространенной 
формой заболевания является инфекционная эритема 
(пятая болезнь), которая преимущественно встречает- 
ся у детей, но может наблюдаться в любом возрасте, 
и у взрослых нередко сопровождается преходящими артро-
патиями [5]. Парвовирусная инфекция, перенесенная в пе-
риод беременности, может приводить к развитию водян-
ки плода и его гибели [7]. Парвовирус В19 был также 
описан как этиологический агент острого гепатита, в том 
числе фульминантного [8], и возможный триггер форми-
рования ревматоидного артрита [9]. В трансплантологи-
ивызванная парвовирусом В19 тяжелая анемия (вслед-

ствие аплазии клеток красного ростка кроветворения) 
может приводить к отторжению пересаженных органов [1]. 
В последние годы увеличилось число исследований, ка-
сающихся роли парвовирусной инфекции в инициации 
развития солидных злокачественных новообразований, 
а также злокачественных новообразований системы 
кроветворения [2, 12]. Учитывая разнообразие симп- 
томов парвовирусной инфекции, как клинические, так 
и научные программы ее исследований должны сопро-
вождаться надежнымии доступными методами верифи-
кации диагноза. 

Диагностика парвовирусной инфекции основана 
на выявлении специфических сывороточных IgM антител 
или обнаружении вирусной ДНК в сыворотке крови и дру-
гих видах клинического материала (содержимое серозных 
полостей, биоптаты органов и тканей и др.) [3]. Специфи-
ческие IgM антитела формируются в ответ на первичное 
инфицирование парвовирусом В19 и сохраняются в тече-
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ние 1–3 месяцев. Однако у лиц с нарушенным иммунным 
статусом такие антитела могут отсутствовать или, напро-
тив, их сыворотка кровиможет формировать ложнопо- 
ложительную реакцию в ИФА. Таким образом, во многих 
случаях выявление вирусной ДНК является наиболее на-
дежным для верификации диагноза. 

Оптимальным методом детекции вирусной ДНК слу-
жит ПЦР в режиме реального времени, что обусловле- 
но его высокой чувствительностью, а также низкой стои-
мостью реагентов и доступностью оборудования для его 
проведения. В настоящее время существует ряд коммер-
ческих тест-систем для выявления ДНК парвовируса В19, 
вместе с тем, также нередко используются разработанные 
«in-house» аналогичные тест-системы [6, 10, 11]. Целью 
настоящей работы является разработка отечественного 
набора реагентов для выявления ДНК парвовируса В19 
в образцах биологического материала и его использова-
ние для верификации диагноза парвовирусной инфекции. 
Разработка призвана решить несколько задач, включая 
расширение диагностических возможностей отечествен-
ных лабораторий, повышение качества оказания меди-
цинских услуг, импортозамещение имеющихся аналогов. 

Материалы и методы 

Выбор молекулярных мишеней и дизайн олигонуклео-
тидов осуществляли с использованием данных портала 
NCBI и бесплатной базы нуклеотидных последователь-
ностей GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 
Процедуру выравнивания последовательностей перед ди-
зайном олигонуклеотидов проводили с использованием 
демонстрационной версии коммерческого программного 
пакета Vector NTI Advance 11.0 (http://www.thermofisher.
com/by/en/home/li fe -science/cloning /vector-nt i -
software/vector-nti-advance-software.html) и встроенного 
приложения AlignX. 

Дизайн олигонуклеотидов осуществляли поэтапно 
для выбранных участков генома парвовируса В19 и гена 
внутреннего контроля с помощью бесплатного программ-
ного онлайн приложения Primer3 v.0.4.0 (http://bioinfo.
ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) и бесплатного онлайн алго-
ритма mfold/DNAfold (http://unafold.rna.albany.edu/?q  = 
mfold/dna-folding-form). Для анализа вероятности обра-
зования вторичных шпилечных структур и димеров оли-
гонуклеотидов использовали бесплатное онлайн обеспе-
чение OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) 
и демонстрационную версию коммерческого программно-
го пакета Vector NTI Advance 11.0 (http://www.thermofisher.
com/by/en/home/li fe -science/cloning /vector-nt i -
software/vector-nti-advance-software.html).

Для создания системы контролей использовали ре-
ференсные образцы ДНК парвовируса В19 (подтверж-
дено классической нестед-ПЦР с последующим нуклео-
тидным секвенированием фрагмента генома) и рефе-
ренсные образцы геномной ДНК человека (выделение 
из сыворотки крови сертифицированным коммерческим 
набором). В качестве контролей использовали образцы 
плазмидной ДНК, содержащие специфические участки 
ампликонов мишени (парвовируса В19) и внутреннего 
контроля (ген GAPDH/геном человека). Рекомбинантные 
конструкции были получены с использование коммерче-
ского набора реагентов TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen, 
USA, pGlow-TOPO vector) в соответствии с требованиями 
инструкции по применению.

ПЦР в режиме реального времени проводили с по-
мощью реагентов производства ОДО «Праймтех» (Бела-
русь). Состав реакционной смеси базового протокола: 
концентрация ионов магния – 2 мМ, концентрация каждо-
го дезоксинуклеотидтрифосфата – 0,2 мМ, концентрация 
флуоресцентно-меченого зонда и праймеров – 500 нМ 
каждого, смеси термостабильных Taq и Pfu полимераз – 
1,25 МЕ (1 единица Taq-полимеразы и 0,25 единицы Pfu-
полимеразы), концентрация Трис-HCl – 60 мМ (рН 9,0), 
концентрация сульфата аммония – 17 мМ, содержание 
детергента Твин-20 – 0,01  %. Для исследования брали 
100–200 нг ДНК. Общий объем реакционной смеси 
25 мкл. Был использован следующий режим амплифи- 
кации: один цикл 95  °С – 5 минут, 45 циклов 95  °С – 
10 секунд, 60  °С – 1 минута. Флуоресценция считыва-
лась в конце стадии элонгации. Для проведения ПЦР в ре-
жиме реального времени были использованы приборы 
ABI 7500 (Applied Biosystems, США) и CFX96 (BioRad, США).

Для валидации результатов, полученных с помощью 
разработанного набора, использовали коммерческий на-
бор реагентов для выявления ДНК парвовируса В19 ме-
тодом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детек-
цией «АмплиСенсParvovirus B19-FL» (Россия). В качестве 
референсной выборки использовали 53 образца сыво-
ротки крови пациентов с острой экзантемой, в том числе 
36 положительных на наличие ДНК парвовируса В19 
и 17 – отрицательных. 

Разработанный набор реагентов был использован 
для верификации диагноза парвовирусной инфекции 
у 96 пациентов с костно суставной патологией (59 взрос-
лых и 37 детей), 56 взрослых пациентов с хроническими 
заболеваниями печени, 31 беременной женщины с не-
иммунной водянкой плода. 

Результаты и обсуждение

Разработка и валидация набора реагентов для вы-
явления ДНК парвовируса В19 методом ПЦР в режиме 
реального времени 

Для обеспечения детекции парвовируса В19 каждого 
из трех известных генотипов были отобраны референс-
ные последовательности ДНК генома возбудителя этих 
генотипов и проведено их выравнивание (таблица 1).

В результате сравнительного анализа было выбрано 
5 участков генома парвовируса В19, обладающих наиболь-
шей консервативностью для всех трех генотипов (табли-
ца 2). Выбранные последовательности были проверены 
на наличие гомологии в геноме человека, других млекопи-
тающих и микроорганизмов с помощью сервиса NCBI – 
Blast. Совпадений вне генома парвовируса выявлено 
не было. Выбранные последовательности имели GC со-
став, максимально приближенный к 50 %, и практически 
не имели стабильных шпилечных структур при +60 °С.

Всего для возможности плановой смены наборов оли-
гонуклеотидов и снижения риска контаминации были скон-
струированы три набора олигонуклеотидов для амплифи-
кации участков генома парвовируса В19. Для каждого 
набора был проведен анализ нуклеотидных последова-
тельностей олигонуклеотидов и полученных на их основе 
ампликонов на наличие димеров и шпилечных структур, ко-
торый во всех трех случаях не выявил стабильных структур. 

В качестве внутреннего контроля реакции амплифи-
кации была использована геномная ДНК человека, при-
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сутствующая во всех исследуемых образцах клиническо-
го материала, пригодных для диагностики парвовирусной 
инфекции человека.Мишенями для создания последова-
тельностей внутреннего контроля служили гены GAPDH 
(глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа) и CYP1B1 (цито- 
хром P450, семейство 1, подсемейство B, полипептид 1, 
для выявления которых были подобраны специфические 
праймеры и флуоресцентно-меченые зонды. 

На основании компьютерного анализа было скон-
струировано 6 наборов олигонуклеотидов: 4 с использо-
ванием в качестве мишени GAPDH и 2 с использованием 
CYP1B1. Наборы специфических олигонуклеотидов были 
подвергнуты компьютерному анализу на предмет нали-
чия вторичных структур типа шпилька, а также димерово-
лигонуклеотидов одного типа, одной последовательнос- 
ти или разных типов и последовательностей. Результаты 
анализа показали, что все смеси пригодны для исполь-
зования в качестве внутреннего контроля, однако по-
следующая постановка ПЦР в режиме реального време-
ни выявила, что оптимальными являются смеси, направ-
ленные на ген GAPDH (Gin 3 и Gin 4). Для последующих 
этапов работы был использован набор Gin 3. 

Проведена сравнительная оценка разработанного 
экспериментального набора для выявления ДНК парво-
вируса В19 в режиме реального времени и аналогичной 
коммерческой тест-системы. На наличие ДНК парвови-
руса В19 с помощью экспериментального набора было 
исследовано 53 образца сыворотки крови, в том числе 
36 положительных и 17 отрицательных. В качестве 

референс-набора был использован зарегистрированный 
в Республике Беларусь коммерческий набор реагентов 
для выявления ДНК парвовируса В19 в клиническом ма-
териале методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией «АмплиСенсParvovirus B19-FL» (Россия). 

Все 36 образцов сыворотки крови, распознанные 
коммерческим набором как положительные, были поло-
жительными в разработанном наборе. Все 17 отрицатель-
ных по результатам «АмплиСенсParvovirus B19-FL» образ-
цов были отрицательными и в разработанном наборе 
(таблица 3). Таким образом, диагностическая чувстви-
тельность разработанного набора составила 100 %, диа-
гностическая специфичность – 100 %. Поскольку разра-
ботанный набор предполагает только определение на-
личия или отсутствия ДНК парвовируса В19 в образце 
(качественный анализ), сравнение с коммерческим набо-
ром по количественным характеристикам не проводилось.

После проведения клинических испытаний Министер-
ством здравоохранения Республики Беларусь был заре-
гистрирован «Набор реагентов для выявления ДНК парво-
вируса В19 методом ПЦР в режиме реального времени 
(Parvovirus B19)», ТУ BY 100558032.264-2015 (регистра-
ционное удостоверение № ИМ-7.103611 от 16.12.2015).

Разработанный набор реагентов был использован 
для верификации диагноза парвовирусной инфекции 
в группах пациентов, для которых использование только 
серологической диагностики является недостаточным, 
включая лиц с костно-суставной патологией, хрониче-
скими заболеваними печени, беременных женщин с не-

Таблица 1. Сведения о нуклеотидных последовательностях парвовируса В19 трех генотипов, 
использованных в качестве референсных

Генотип Номер PubMed Длина Наименование

1

AY386330.1 5596 пн B19 virusisolate J35

FJ591158.1 5412 пн Human parvovirus B19 isolate KU1

AB030673.1 4628 пн Human parvovirus B19 isolate: N8

DQ408301.1 4890 пн Human parvovirus B19 isolate BN30.1

AY504945.1 5595 пн B19 virusisolate NAN

AF162273.1 5594 пн Erythrovirus B19 strain HV

NC_000883.1 5594 пн Humanparvovirus B19

2

DQ333427.1 4767 пн Human parvovirus B19 isolate BN32.2

DQ333428.1 4517 пн Human parvovirus B19 isolate BN33.2

AB550331.1 5588 пн Human parvovirus B19 DNA isolate: F27

DQ333426.1 4925 пн Human parvovirus B19 isolate BN31.2 

NC_004295.1 5028 пн Humanerythrovirus V9

3

DQ408303.1 4890 пн Human parvovirus B19 isolate BN30.3 

DQ408302.1 4930 пн Human parvovirus B19 isolate BN58.3

DQ408304.1 4931 пн Human parvovirus B19 isolate BN60.3

DQ408305.1 4931 пн Human parvovirus B19 isolate BN59.3

Таблица 2. Топология наиболее консервативных участков на полноразмерной последовательности 
ДНК парвовируса, выбранных для конструирования праймеров

Номер участка 
генома

Расположение консервативного 
участка на полногеномной ДНК 

парвовируса В19

Локализация на полногеномной 
ДНК парвовируса В19

Длина 
консервативного 

участка, п.о.

% гомологии для парвовирусов 
В19 всех известных генотипов

1 2040–2281 NS1 241

>90

2 2147–2281 NS1 134

3 2957–3106 VP1u 149

4 3068–3267 VP1u/VP2 199

5 3215–3345 VP1/VP2 130
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иммунной водянкой плода. Необходимость использова-
ния молекулярных методов была обусловлена риском 
получения ложноположительных результатов при исследо-
вании IgM у таких пациентов вследствие нарушения у них 
иммунного статуса, либо длительным периодом между 
инфицированием и выявлением заболевания, приводя-
щим к получению ложноотрицательных результатов вы-
явления IgM, как это наблюдается при водянке плода. 

У лиц с костно-суставной патологией основанием 
для обследования на парвовирусную инфекцию служило 
внезапное появление острого артрита у детей и взрослых, 
а также такие состояния у взрослых, как обострение рев-
матоидного артрита и артрозы в стадии обострения, со-
провождающиеся синовиитами, требующими разгрузоч-
ной пункции сустава (таблица 3). 

У детей ни в одном случае генетический материал пар-
вовируса В19 обнаружен не был, в то время как у взрос-
лых пациентов он выявлен в 22,2 % случаев. Несколько 
чаще парвовирусная инфекция служила причиной раз-
вития недифференцированных артритов (28,6 %), однако 
обнаруживалась и при ревматоидном артрите (15,4  %), 
симулируя обострение основного заболевания. Обостре-
ние артроза крайне редко было обусловлено присоеди-
нением парвовирусной инфекции (3,1 %).

Поражение суставов при парвовирусной инфекции 
в большинстве случаев имело благополучный исход. Одна-
ко у 3 женщин суставной синдром характеризовался 
волнообразным течением, и через 6-12 месяцев был за-
фиксирован переход в тяжелую ревматическую патоло-
гию: ревматоидный артрит, недифференцированный по-
лиартрит, недифференцированный эрозивный полиар-
трит. В последнем из указанных случаев формирование 
ревматической патологии происходило на фоне длитель-
ной (в течение 14 месяцев) персистенции в крови ДНК 
парвовируса В19, что было подтверждено 4-кратным 
проведением ПЦР с интервалом 1–8 месяцев. 

У пациентов с хроническим гепатитом и циррозом 
печени цитопенический синдром является одним из про-
явлений основного заболевания, однако сходные сим-
птомы могут быть следствием инфицирования парвови-
русом В19. При обследовании 56 пациентов с хрони- 
ческими заболеваниями печени и признаками анемии, 
тромбоцитопении или лейкопении у 7 в сыворотке крови 
была обнаружена ДНК парвовируса В19, у 49 маркеры 
парвовирусной инфекции отсутствовали. Снижение уров-
ня гемоглобина наблюдалось у 5 (71,4 %) из 7 заболевших 
с парвовирусной инфекцией и лишь у 26,5 % (13/49) па-
циентов без маркеров парвовирусной инфекции (р = 0,02). 

Частота тромбоцитопении и лейкопении в этих группах па-
циентов статистически не различались (42,9 % и 36,7 %, 
соответственно). Таким образом, в группах пациентов 
с костно-суставной патологией и хроническими заболе-
ваниями печени, у которых серологическая диагности- 
ка может быть затруднена вследствие риска получения 
ложноположительных результатов ИФА, детекция гене-
тического материала возбудителя методом ПЦР являет-
ся более надежным методом диагностики. 

Парвовирусная инфекция является одной из значи-
мых причин развития неиммунной водянки плода (НИВП) 
при заболевании женщины в период беременности. 
При исследовании клинического материала от 31 женщи-
ны с НИВП только у 3 (9,7 %) имелись специфические IgМ 
антитела. В то же время, ДНК парвовируса В19 была обна-
ружена у 8 (25,8 %) женщин, что позволило подтвердить 
парвовирусную этиологию заболевания (рисунок). 

Формирование водянки происходит в срок от двух не-
дель до 2–3 месяцев после инфицирования, поэтому 
на момент выявления патологии плода и проведения 
обследования IgM антитела у женщины могут уже исчез-
нуть, то есть результат их исследования будет ложноотри-
цательным. Применение молекулярных методов диагнос- 
тики является более предпочтительным при этиологиче-
ской расшифровке случаев водянки плода. 

Клинический материал новорожденных и плодов был 
доставлен на исследование в 29 случаях НИВП, в том 
числе в 26 случаях это была сыворотка крови, в пяти слу-
чаях также околоплодные воды или содержимое сероз-
ных полостей и в одном случае - патологоанатомические 
образцы внутренних органов. IgM антитела не были обна-
ружены ни в одном образце сыворотки крови. Вирусную 
ДНК удалось выявить у 7 новорожденных или плодов, 
в том числе в образцах сыворотки крови (5 случаев), око-
лоплодных вод, асцитической жидкости, патологоанато-
мических образцах (по одному случаю). Таким образом, 
при обследовании новорожденного или плода ПЦР-диаг- 
ностика является еще более значимой, чем при обследо-
вании женщины, предоставляя практически единствен-
ный инструмент подтверждения инфицирования парво-
вирусом В19.

Выявление ДНК парвовируса В19 является эффек-
тивным и надежным средством диагностики парвови-
русной инфекции и может применяться как у пациентов 
с острой экзантемой при отсутствия ИФА-тест-систем, так 
и в тех случаях, когда серологическая диагностика ока-
зывается недостаточной или малоэффективной (у лиц 
с нарушенным иммунным статусом, костно-суставной па-
тологией, в случаях водянки плода, для оценки длитель-

Таблица 3. Выявление ДНК парвовируса В19 
у взрослых и детей с различными формами 

костно-суставной патологии

Нозологическая форма Обследовано, абс. Выявлено, абс. ( %)

Взрослые

Артриты 27 6 (22,2 %)

В том числе:

Ревматоидный артрит 13 2 (15,4 %)

Недифференцированные 
полиартриты

14 4 (28,6 %)

Артрозы в ст.обострения 32 1 (3,1 %)

Дети

Реактивный артрит 37 0

Рисунок. Число случаев водянки плода парвовирусной этиоло-
гии, верифицированныхсерологическими и молекулярными 

методами
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ности виремии, исследовании патологоанатомического 
матерала и т. д.). 

Наличие отечественного набора реагентов для вы-
явления ДНК парвовируса В19 позволит повысить каче-
ство и доступность специфической лабораторной диагнос- 
тики, более полно оценить распространенность и клини-
ческую значимость парвовирусной инфекции в стране. 
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П. А. Затолока, Е. Л. Дембицкая

Тенденции в лечении 
хронического тонзиллита у детей

УО «Белорусский государственный медицинский университет»

Выявлены закономерности изменения числа тонзиллэктомий (за пятилетний период – 
2012–2016 гг.), выполненных в оториноларингологическом отделении учреждения здравоохра-
нения 3-я городская детская клиническая больница города Минска. Определены клинические 
характеристики детей, перенесших тонзиллэктомию. Достоверно увеличилось абсолютное 
(с 178 до 456, рост 256,2 %, χ2 = 91,5, р < 0,001) и относительное (с 4,4 % до 7 %, χ2 = 28,7, 
р  <  0,001) число тонзиллэктомий. Выявлены два возрастных пика частоты выполнения 
тонзиллэктомий. Первый пик – 6–8 лет, в этом возрасте выполнено 34,8 % ТЭ (514); вто-
рой пик – 15–17 лет, в этом возрасте выполнено 18,7 % ТЭ (277). На оба этих пика прихо-
диться более половины (791, 53,5 %) всех выполненных в детском возрасте тонзиллэкто-
мий. Увеличилась доля симульнанных хирургических вмешательств (в 2016 году – 80,5 %) 
и операций, выполняемых под наркозом (в 2016 году – 98,2 %), продолжительность стацио-
нарного лечения за анализируемый период сократилась на 0,7 дня.

Ключевые слова: хронический тонзиллит, дети, тонзиллэктомия.

P. A. Zatoloka, E. L. Dembitskaya

Trends in the treatment 
of chronic tonsillitis in children
The regularities of changes in the number of tonsillectomy (over a five – year period 2012–2016), 

performed in the ENT Department of health 3rd city children's clinical hospital of Minsk. Clinical 
characteristics of children undergoing tonsillectomy. Significantly increased absolute (from 178 to 456, 
height 256,2 %, χ2 = 91,5, p < 0.001) and relative (from 4.4 % to 7 %, χ2 = 28,7, p < 0.001) number 
of tonsillectomy. There were two age peaks in the frequency of performing a tonsillectomy. 
The first peak – 6–8 years at this age made 34,8 %, TE (514); the second peak – aged 15–17 years, 
at this age made 18.7 % of TE (277). Both of these peak account for more than half (791, 53,5 %) 
of all performed in childhood tonsillectomy. The proportion simelani surgery (in 2016 – 80,5 %) 
and operations performed under General anesthesia (in 2016 – 98,2 %), duration of inpatient treatment 
for the analyzed period decreased by 0.7 days.

Key words: chronic tonsillitis, children, tonsillectomy.


