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Инфекции Helicobacter pylori принадлежит важная роль 
в развитии и прогрессировании заболеваний желудоч-

но-кишечного тракта, таких как гастрит, язвенная болезнь 
желудка и двенадцатиперстной кишки, MALT-лимфома и рак 
желудка [1]. Также H. pylori рассматривается как инфекцион-
ный агент, приводящий к развитию внежелудочных патологий: 
метаболический синдром, тромбоцитопеническая пурпура, 
бронхиальная астма, железодефицитная анемия и другие [2].

По данным эпидемиологических исследований, почти 
каждый второй человек является носителем H. pylori. При 
этом инфицированность в развитых странах значительно 
ниже (от 7 до 40 % населения), чем в развивающихся (в не-
которых регионах – более 85 %) [3, 4].

Учитывая широкое распространение и высокую сте-
пень патогенности H. pylori, возникает вопрос о необходи-
мости ранней диагностики и своевременного назначения 
терапии, направленной на элиминацию микроорганиз-
ма. В клиническую практику в Российской Федерации 
внедряется стратегия «тестируй и лечи» для пациентов 
моложе 45 лет даже без симптомов тревоги в отношении 
возможного рака желудка или осложнений язвенной 
болезни [5].

В настоящее время инфекция H. pylori может быть диа-
гностирована с помощью целого ряда методов: 1) гистоло-
гического, с оценкой морфологии возбудителя (в том числе 
с обнаружением коккоидных форм) [6, 7]; 2) бактериологиче-
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Резюме
В исследовании проводилась комплексная диагностика инфекции 
Helicobacter pylori с применением инвазивных и неинвазивных методов. 
Группу исследования составили 95 пациентов с диспепсией. Инфекция 
HP была определена у 47 пациентов (49,4 %). Доказана целесообразность 
использования комплекса диагностических методов для выявления HP: ПЦР, 
иммунохроматографического, бактериологического и метода опреде-
ления уреазной активности. Чаще всего (100 %) у пациентов инфекция HP 
выявлялась в биоптатах с использованием метода ПЦР. Несколько реже – 
при исследовании биоптатов инвазивным биохимическим методом (AMA 
RUT Reader) (82 %) и исследовании фекалий иммунохроматографическим 
методом (83 %). Несмотря на то что хеликобактериоз был определен 
бактериологически у небольшого количества пациентов (24 %), это метод 
представляет особенную ценность, так как он позволяет оценить чувстви-
тельность к антимикробным препаратам и пробиотикам, а также не дает 
ложноположительных результатов.
Ключевые слова: helicobacter pylori, диспепсия, биоптаты, антиген, уреаз-
ный тест, пробиотики.

Summary
In this study a comprehensive diagnosis of Helicobacter pylori 
(HP) infection was performed using invasive and non-invasive 
methods. The study group consisted of 95 patients with dyspepsia. 
HP infection was detected in 47 patients (49.4 %). The expediency 
of using a set of diagnostic methods for detecting HP (PCR, immu-
nochromatographic, bacteriological and method for determining 
urease activity) is proved. Most often (100 %) in patients HP infec-
tion was detected in biopsies using the PCR method. Somewhat 
less frequently it was detected when examining biopsies with 
an invasive biochemical method (AMA RUT Reader) (82 %) and 
fecal immunochromatographic method (83 %). Despite the fact 
that helicobacteriosis was detected bacteriologically in a small 
number of patients (24 %), this method is of particular value, since 
it allows you to assess the sensitivity to antimicrobial drugs and 
probiotics, and does not give false positive results.
Key words: helicobacter pylori, dyspepsia, biopsies, antigen, 
urease test, probiotics.
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ского (выделение чистых культур возбудителя, определение 
чувствительности к антибактериальным препаратам) [3]; 
3) молекулярно-генетического (определение генов, коди-
рующих факторы патогенности) [8]; 4) серологического 
(выявление антигенов H. pylori и антител к ним) [3]; 5) био-
химического (основанного на выявлении уреазной актив-
ности) [5, 9].

Эти методы отличаются по механизмам используе-
мых реакций, необходимому техническому оснащению 
лаборатории и по видам анализируемых материалов. 
В зависимости от видов анализируемого материала 
(биоптаты, полученные при фиброгастродуоденоскопии 
[ФГДС], сыворотка крови, фекалии, слюна и выдыхае-
мый воздух) методы делятся на инвазивные и неинва-
зивные [10, 11].

До сих пор диагностика хеликобактериоза проводится 
с использованием одного, реже двух методов, часто да-
ющих неравнозначные результаты [12]. По материалам 
V Маастрихтского консенсуса, наблюдается неуклонный 
рост устойчивости данной бактерии к препаратам, вклю-
ченным в схемы эрадикационной терапии, что может 
свидетельствовать о необходимости неоднократного про-
ведения контрольных тестов для определения успешности 
эрадикации возбудителя [13]. Рекомендации по выявлению 
инфекций H. pylori постоянно меняются и требуют усо-
вершенствования.

В данной работе предлагаются описание и сравни-
тельный анализ эффективности различных методов для 
выявления H. pylori инфекции у пациентов с диспепсией.

Целью исследования явилась оптимизация диагностики 
хеликобактериоза.

Материалы и методы
Исследование проводилось на группе из 95 пациентов, 

страдающих диспепсией.
Критерии включения: согласие на участие в исследо-

вании, подписание информированного согласия на про-
ведение расширенного обследования и наличие показаний 
к использованию ФГДС.

Критерии исключения: наличие указаний в анамнезе 
на получение эрадикационной терапии (до 2 лет), прием 
в течение последних 2 недель антибиотиков, ингибиторов 
протонной помпы, антацидов, препаратов висмута, наличие 
тяжелой соматической и (или) инфекционной патологии, 
беременность и лактационный период у женщин, наличие 
в анамнезе онкологических заболеваний; злоупотребление 
алкоголем.

Биоптаты, полученные с помощью ФЭГДС, исследо-
вались бактериологическим, биохимическим и молеку-
лярно-генетическим методами.

В те же дни были взяты пробы фекалий, для анализа 
которых был использован иммунохроматографический 
метод определения H. pylori.

Оценка уреазной активности в биоптатах
Для оценки уреазной активности бактерий в биоптате 

была использована тест-система AMA RUT Expert с детек-

тированием и протоколированием результатов с помощью 
считывателя AMA RUT Reader (АМА, Россия).

Индикатор AMA RUT Expert представляет собой под-
ложку прямоугольной формы с лункой, в которой закреплен 
чувствительный элемент, герметично защищенный пленкой. 
На подложку нанесена специальная маркировка, обе-
спечивающая возможность автоматической обработки 
результата анализа (рис. 1).

AMA RUT Reader представляет собой электронное 
устройство кубической формы с ЖК-дисплеем и кнопкой 
управления. Полученные при проведении ФГДС биоптаты 
помещались в лунку индикатора, закрывались пленкой 
и размещались в отверстии для теста, находящемся на бо-
ковой поверхности считывателя AMA RUT. Результат 
исследования отображался на ЖК-дисплее считывателя 
AMA RUT (рис. 2).

Иммунохроматографический метод
Определение антигена H. pylori в кале проводилось 

с использованием тест-системы H&R H. pylori (Vegal 
Farmaceutica, Испания).

На рис. 3 представлена схема иммунохроматогра-
фического исследования для выявления специфических 
антигенов.

Набор тест-системы состоит из твердой подложки 
с тест-полоской, покрытой моноклональными антителами 
к антигенам H. pylori и флакона с буфером. Исследуемый 
образец смешивали с буферным раствором во флаконе. По-
лученную смесь наносили на тест-полоску. Одна красная 
полоса всегда появлялась в контрольной линии и служила 

Рисунок 1. Конструкция теста АМА RUT.

	          А				    В
Рисунок 2. Индикатор AMA RUT Expert (А) с регистрирующим устрой-
ством – считывателем AMA RUT Reader (В).
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подтверждением того, что был добавлен достаточный 
объем материала. В случае положительного результата 
специфические антитела, присутствующие на тест-полоске, 
реагировали с конъюгатом смеси и образовывали вторую 
окрашенную линию (рис. 4).

Выделение и исследование чистой культуры 
хеликобактерий

Для выделения чистой культуры хеликобактерии вы-
ращивались в микроаэрофильных условиях при темпера-
туре 37 °C в течение 5 дней на поверхности специальной 
питательной среды (колумбийский агар с добавлением 
10 %-ной лошадиной сыворотки и 1 %-ного IsoVitalex; 
bio Merieux, Франция). Количество жизнеспособных 
бактерий (КОЕ/г) в биоптатах желудка определяли вы-
севом соответствующих десятикратных серийных раз-
ведений суспензий Чувствительность к антибиотикам 
определялась диско-диффузионным методом [3], к про-
биотикам – капельным методом (рис. 5) и методом двух-
слойного агара [14].

Исследование генома Helicobacter pylori
Для выявления H. pylori в биоптатах также использо-

вали метод ПЦР с контролем наличия генов cagА и vacА, 
как это было описано ранее [3]. В случае выделения чистой 
культуры геном исследовали более детально. Дополни-
тельно анализировали наличие генов патогенности cagA, 
cagC, cagE, cagF, cagH, сagM, cagT, vacAs, babA2, jhp0917, 
jhp0918, UreA, UreB, UreC, rdxA, frxA, pbp1A, rpoB, OipA, 
hpaA, napA, alpB [8].

Полимеразная цепная реакция в реальном времени 
для оценки состава микробиоты

Для выявления и количественной оценки облигатных 
и условно патогенных представителей микробиоты гастро-
дуоденальной зоны использовался метод ПЦР в режиме 
реального времени.

С целью выделения ДНК в 200 мкл лизирующего рас-
твора из набора «ДНК-экспресс» (НПФ «Литех», Россия) 
вносили биоптат желудка, гомогенизировали с помощью 
вортекса Microspin и инкубировали смесь при температуре 
98 °C в течение 30 мин. Затем пробы центрифугировали 
90 °C при 13,4 тыс. об./мин. (центрифуга Mini-Spin марки 
Eppendorf). Далее 60 мкл супернатанта добавляли в про-
бирку, содержащую 100 мкл лизирующего раствора. Затем 
смесь вновь инкубировали в термоблоке в течение 10 мин. 
при 98 °C. После окончания лизиса пробирки перемеши-
вали на вортексе и центрифугировали 75 с при 13,4 тыс. 
об./мин. Выделенную таким образом ДНК хранили при 
температуре 0 ± 4 °C и использовали для проведения ПЦР 
в реальном времени (ПЦР-РВ).

ПЦР-РВ с флуоресцентно-мечеными зондами Taqman 
проводили на приборе Bio-Rad с использованием програм-
мы Opticon Monitor 3. Для проведения ПЦР пользовались 
набором реагентов «Колонофлор‑16» (ООО «АльфаЛаб», 
Россия), следуя рекомендациям производителя. Данный 
набор позволяет выявить и количественно оценить обли-
гатных и условно патогенных представителей микробио-
ты: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus 
spp., Escherichia coli, Escherichia coli enteropathogenic, 
Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Faeca-
libacterium prausnitzii, Proteus mirabilis/vulgaris, Staphy-
lococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 
Candida spp., Clostridium difficile, Clostridium perfringens, 
Proteus spp., Enterobacter spp., а так же общее количество 
бактерий.

Статистический анализ проводился с использованием 
программного пакета Statistica 8.0 (StatSoft, США). Раз-
личия между группами сравнивали с использованием 
дисперсионного анализа и критерия Краскела-Уоллиса. 
P ≤ 0,05 считалось значимым.

Результаты и обсуждение
В исследовании проводилась комплексная диагнос-

тика инфекции H. pylori с применением инвазивных 
и неинвазивных методов. Группу исследования со-
ставили 95 пациентов, обратившихся на прием к вра-
чу-гастроэнтерологу с диспепсическим синдромом. 
Всем пациентам проводилась ФГДС, во время которой 
осуществлялось взятие биоптатов, которые были ис-
следованы на наличие H. pylori бактериологическим 
методом и при помощи ПЦР (c определением генов 
vacA и cagA). Используя эти методы диагностики, ин-
фекция H. pylori была определена у 47 пациентов, что 
составило 49,4 %. Выборочно у 22 пациентов было 
проведено исследование микробиоты желудка при 
помощи ПЦР-РВ.

Пятнадцать пациентов прошли комплексную диа-
гностику на наличие H. pylori с использованием бак-

Рисунок 3. Схема иммунохроматографического исследования для 
выявления специфических антигенов. А – положительная реакция (об-
наружен антиген), B – отрицательная реакция (антиген не обнаружен), 
C – контроль, тест система до внесения образца.

В
Рисунок 4. Определение АГ 
H. pylori в кале иммунохромато-
графическим методом (ИХМ). А – 
положительная реакция (обнару-
жен антиген), B – отрицательная 
реакция (антиген не обнаружен).

Рисунок 5. Определение чувстви-
тельности клинических изолятов 
H. pylori к пробиотикам (зоны за-
держки роста после воздействия: 1 – 
колибактерина; 2 – ламинолакта; 3 – 
лактобактерии; 4 – бифиформа).

А
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териологического, биохимического, молекулярно-ге-
нетического методов при исследованиии биоптатов 
и иммунохроматографического методода при иссле-
дованиии фекалий.

На рис. 7 представлена гистограмма распределения, 
отражающая чувствительность данных методов.

Инвазивные методы
ПЦР на наличие хеликобактерий в биоптатах

Исходя из данной гистограммы наиболее точным 
из выбранных нами методов исследования биоптатов 
являлся ПЦР (100 %), что полностью совпадает с дан-
ными, полученными другими авторами [15]. Однако, 
несмотря на свою эффективность, этот метод обладает 
рядом ограничений. Во-первых, для диагностики H. pylori 
в биоптатах методом ПЦР необходимо проведение ин-
вазивной процедуры ФГДС, назначение которой требу-
ет медицинских показаний. Во-вторых, использование 
данного методам ограничено из-за его довольно высокой 
стоимости, что не позволяет применять его повсеместно 
в рутинной практике.

АМА RUT – тест
В настоящем исследовании чувствительность АМА 

RUT теста оказалась равной 82 %. Однако имели место 
три ложноположительных результата, которые, возможно, 
объясняются наличием у данных пациентов микробиоты, 
в состав которой входили бактерии, продуцирующие 
уреазу.

Бактериологическое исследование
Бактериологическй метод является «золотым стан-

дартом» при диагностике хеликобактериоза, так как он 
не дает ложноположительных результатов, отличается 
специфичностью и информативностью.

Несмотря на то что выделение чистой культуры было 
отмечено только у 24 % пациентов и бактериологиче-
ский метод обладал наименьшей чувствительностью, он 
позволил не только доказать наличие хеликобактерий 
в материале, но и исследовать гены патогенности возбу-
дителя, определить его чувствительность к антибиотикам 
и пробиотикам.

На рис. 8 представлены результаты ПЦР для расши-
ренного исследования факторов патогенности.

На рис. 9 приведены результаты исследования чув-
ствительности выделенных нами клинических изолятов 
хеликобактерий к антибактериальным препаратам. Была 
проанализирована чувствительность 21 выделенного штам-
ма H. pylori к четырем антибактериальным препаратам, 
наиболее часто использующимся для эрадикационной 
терапии хелкобактериоза.

Рисунок 6. Количество (в процентах) пациентов с диспептическими 
нарушениями, у которых был обнаружена H. pylori разными метода-
ми. ИХР – иммунохроматографический метод, БИ – бактериологиче-
ское исследование, АМА – AMA RUT Expert (уреазный тест).

Рисунок 7. Чувствительность различных сочетаний методов диагнос-
тики хеликобактериоза.

Рисунок 8. Частота выявления генов патогенности в геноме выделенных 
чистых культур H. pylori (n = 17), в процентах.

Рисунок 9. Частота выявления штаммов H. pylori, чувствительных к анти-
бактериальным препаратам (n = 21), в процентах.
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Из гистограммы следует, что чувствительность 
к амоксициллину достигает 100 %, тогда как к метро-
нидазолу – в два раза меньше (42,9 %). Антибиотики 
левофлоксацин и кларитромицин занимают промежуточ-

ное положение – 85,7 и 81,0 %. Полученные нами данные 
сходны с результатами исследований 2015 года [16]. 
Таким образом, можно не только рекомендовать вра-
чам более эффективно действующие антибиотики при 
терапии хеликобактериоза, но и осуществлять контроль 
за распространенностью антибиотикорезистентных 
штаммов H. pylori.

Использование культурального метода также позво-
лило определить чувствительность к пробиотическим 
и индигенным (аутопробиотическим) штаммам энтеро-
кокков, выделенных из фекалий пациента до проведения 
эрадикационной терапии (рис. 10).

Как следует из гистограммы, максимальное количество 
клинических изолятов оказалось чувствительным к ин-
дигенным энтерококкам, ламинолакту и бифиформу. За-
чительно реже были выялены хеликобактерии, чувстви-
тельные к лактобактерину и бактистатину. Колибактерин 
не оказал ингибирующего действия ни на один клиничский 
изолят.

Указанный метод является уникальной разработкой 
и позволяет осуществлять персонифицированную тера-
пию хеликобактериоза, осуществляя не только подбор 
антибиотиков, но и пробиотических средств.

Пробиотики, как известно, могут не только ингиби-
ровать рост патогенных микроорганизмов, но и восста-
навливать состав микробиоценоза, влиять на иммунную 
систему, слизеобразование и моторику желудочно-кишеч-
ного тракта [17].

Исследование микробиоценоза желудка
Также нами был проведен сравнительный анализ 

микробиоты желудка у пациентов с положительным 
и негативным H. pylori – статусом. Особенности микро-
биоты желудка были установлены при помощи ПЦР-РВ. 
Из образцов 22 пациентов, включенных в исследование, 
в биоптатах 10 из них (группа H. pylori – положительных) 
были выделены H. pylori, у остальных 12 (группа H. pylori – 
негативных) эти бактерии не определялись.

Микробиота желудка у пациентов из этих групп 
(H. pylori – положительных и H. pylori – негативных) 
существенно различалась. Бактерии родов Proteus, 
Klebsiella, Enterobacter или энтеропатогенные E. coli 
определялись только в образцах, взятых у пациентов, 
инфицированных H. pylori. Cтатистически значимой 
корреляция между наличием H. pylori и Fusobacterium 
spp., Faecalibacterium prausnitzii и Bacteroides fragilis, 
B. thetaiotaomicron, Bifidobacterium spp. обнаружено 
не было.

Следует отметить, что в случае обнаружения лакто-
бацилл и энтерококков в желудке в концентрации более 
3 lg КОЕ/мл вероятность обнаружения H. pylori проявляла 
тенденцию к снижению.

Таким образом, увеличение содержания условно па-
тогенных представителей семейства Enerobacteriaceae 
на фоне снижения представительства энтерококков и лак-
тобацилл в желудке ассоциировано с H. pylori и может 
рассматриваться как одна из причин развития заболева-
ний желудка или утяжеления их проявлений, а пациенты 

Рисунок 10. Результаты исследования антагонистической активности 
пробиотиков аутопробиотиков (процент чувствительных клинических 
изолятов H. pylori, n = 20).

Рисунок 11. Количественное содержание различных энтеробактерий 
в пробах желудка у неинфицированных и инфицированных H. pylori 
пациентов.

Рисунок 12. Частота выявления хеликобактерий в желудке у больных 
с диспепсией на фоне выделения лактобацилл и энтерококков.
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с описанными нарушениями микробиоценоза желудка 
могут быть включены в группу риска по возможности 
развития хеликобактериоза.

Неинвазивные методы
Неинвазивные методы, при помощи которых про-

водится исследование слюны и фекалий, обладают 
меньшей чувствительностью и специфичностью. На-
пример, уреазный дыхательный тест менее специфи-
чен, так как некоторые представители бактериальной 
флоры рта и желудка также способны продуцировать 
уреазу (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, 
Staphilococcus aureus и др.) [18], а его чувствительность 
достигает 81,8–97,9 % [19]. Тем не менее он позво-
ляет быстро предположить наличие либо отсутствие 
H. pylori и провести контроль эрадикации.

Такой материал, как фекалии, при диагностике ин-
фекции H. pylori может быть исследован при помощи 
большого количества методов, в основном они направле-
ны на поиски антигена при помощи иммунохроматогра-
фического (H & R H. pylori Vegal Farmaceutica, Италия) 
и иммуноферментного метода (Mari Pock, Финляндия). 
Значительно реже в фекалиях удается обнаружить хели-
кобактерии при помощи иммуногистохимии, иммуноф-
люоресцентного метода и ПЦР [7, 8].

Из представленной на рис. 7 гистограммы следует, 
что иммунохроматографическая оценка фекалий в на-
ших исследованиях была вторым по эффективности 
методом диагностики хеликобактериоза у рассматри-
ваемого контингента больных. Из-за высокой чувстви-
тельности (83 %) и неинвазивности этот метод может 
быть рекомендован для ранней диагностики наличия 
или отсутствия хеликобактериоза, а также для оценки 
динамики эффективности проводимой эрадикационной 
терапии.

Заключение
Таким образом, результаты исследования говорят 

о целесообразности комплексного подхода к диагностике 
Helicobacter pylori с использованием сочетания мето-
дов. Комплексное обследование позволяет исключить 
ложноположительные и ложноотрицательные результа-
ты и сформировать представление о прогнозе течения 
и необходимой терапии. С целью контроля эрадикации 
также необходимо использовать несколько неинвазив-
ных методов для большей достоверности полученных 
результатов.

В настоящее время при отсутствии строгой регла-
ментации в постановке диагноза хеликобактериоза пред-
ставляется целесообразным использовать не менее двух 
методов, отдавая предпочтение наиболее чувствитель-
ным (иммунохроматографический, АМА, бактерио-
логический метод). При контрольном исследовании 
и невозможности повторной ФГДС адекватным методом 
может быть ИХМ.

Наиболее перспективным является культуральное 
исследование биоптатов желудка и двенадцатиперстной 
кишки, при котором возможно определение количествен-
ного содержания энтерококков и лактобацил, наличия 
условно патогенных бактерий, а также выделение чистой 
культуры H. pylori с последующим анализом вирулент-
ности возбудителя и подбором антибактериальных и про-
биотических препаратов.
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