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Вопросы оптимизации ведения пациентов, инфициро-
ванных Helicobacter pylori, остаются актуальными 

в клинической терапии и гастроэнтерологии вот уже в те-
чение многих лет. Это связано как с высокой распростра-

ненностью инфекции H. pylori в России: в зависимости 
от региона она составляет 35–60 % [1, 2], так и с потенци-
альной канцерогенностью микроорганизма в отношении 
развития рака желудка [3, 4].
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РЕЗЮМЕ
Вопросы оптимизации ведения пациентов, инфицированных Helicobacter pylori, остаются актуальными в клинической терапии 
и гастроэнтерологии вот уже в течение многих лет. Это связано как с высокой распространенностью инфекции H. pylori в России: в зависимости 
от региона она составляет 35–60 %, так и с потенциальной канцерогенностью микроорганизма в отношении развития рака желудка. Согласно 
клиническим рекомендациям, при проведении эндоскопического исследования верхних отделов желудочно-кишечного тракта в качестве 
метода первичной диагностики инфекции могут быть рекомендованы быстрый уреазный тест со взятием биоптата из антрального отдела 
и тела желудка или полимеразная цепная реакция (ПЦР) с биоптатом желудка. Повысить эффективность диагностики может расширенное 
молекулярно-генетическое типирование микроба, с определением нескольких генов, кодирующих синтез факторов патогенности H. pylori, 
а также анализом резистентности микроба к антибиотикам (детекция генов, кодирующих мутации, сопряженные с резистентностью 
микроорганизма). Благодаря комплексу исследований, включающих не только верификацию возбудителя, но и и молекулярно-генетическое 
типирование инфекции методом ПЦР, можно существенно оптимизировать тактику ведения пациентов, инфицированных H. pylori и обеспечить 
персонифицированный подход к проведению антихеликобактерной терапии в зависимости от вирулентности и резистентности штамма 
возбудителя, которым инфицирован человек. Возрастает актуальность и широта использования полногеномного секвенирования H. pylori, 
однако это исследование не применяется в рутинной медицинской практике, в том числе из-за высокой стоимости.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Helicobacter pylori, полимеразная цепная реакция, молекулярно-генетическое исследование, диагностика, 
секвенирование, резистентность.
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SUMMARY
The issues of optimizing the management of patients infected with Helicobacter pylori have remained relevant in clinical therapy and gastroenterology 
for many years. This is due both to the high prevalence of H. pylori infection in Russia: depending on the region, it is 35–60 %, and to the potential 
carcinogenicity of the microorganism in relation to the development of stomach cancer. According to clinical recommendations, when conducting 
an endoscopic examination of the upper gastrointestinal tract, a rapid urease test with a biopsy from the antrum and the body of the stomach or 
polymerase chain reaction (PCR) with a biopsy of the stomach may be recommended as a method of primary diagnosis of infection. Enhanced 
molecular genetic typing of the microbe can increase the effectiveness of diagnosis, with the identification of several genes encoding the synthesis 
of pathogenicity factors H. pylori, as well as the analysis of microbial resistance to antibiotics (detection of genes encoding mutations associated with 
microbial resistance). Thanks to a set of studies that include not only verification of the pathogen, but also molecular genetic typing of infection by PCR, 
it is possible to significantly optimize the management tactics of patients infected with H. pylori and provide a personalized approach to antihelicobacter 
therapy depending on the virulence and resistance of the strain of the pathogen with which a person is infected. The relevance and breadth of the 
use of full-genome H. pylori sequencing is increasing, however, this study is not used in routine medical practice, including due to the high cost.
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При обращении пациента с жалобами на желудочную 
диспепсию важно как можно раньше исключить или под-
твердить у него инфицирование H. pylori для своевремен-
ного назначения эрадикационной терапии. Большинству 
взрослых пациентов с диспепсией при диагностике при-
чины жалоб проводится эндоскопическое исследование 
верхних отделов желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). 
Согласно клиническим рекомендациям, в этом случае 
в качестве метода первичной диагностики инфекции могут 
быть рекомендованы быстрый уреазный тест со взятием 
биоптата из антрального отдела и тела желудка или поли-
меразная цепная реакция (ПЦР) с биоптатом желудка [5].

Обращает на себя внимание тот факт, что при прове-
дении скрининга на наличие микроорганизма не у всех 
H. pylori-позитивных лиц присутствуют жалобы со стороны 
пищеварительной системы. Это может объясняться гете-
рогенностью штаммов микроорганизма, которую можно 
проанализировать с помощью методов молекулярно-гене-
тического типирования микроорганизма, к которым отно-
сится и вышеупомянутое ПЦР-исследование. Расширенное 
молекулярно-генетическое типирование с определением 
нескольких генов, кодирующих синтез факторов пато-
генности H. pylori, в повседневной врачебной практике 
не проводится, несмотря на то, что его использование 
смогло бы существенно оптимизировать тактику ведения 
пациентов, инфицированных этим микроорганизмом, 
обеспечить персонифицированный подход к проведению 
антихеликобактерной терапии в зависимости от вирулент-
ности штамма H. pylori, которым инфицирован человек, 
а также прогнозировать развитие той или иной H. pylori-
ассоциированной патологии и риск развития рака желудка. 
Также молекулярно-генетическое исследование является 
альтернативой бактериологическому исследованию для 
определения резистентности микроба к антибиотикам 
(детекция генов, кодирующих мутации, сопряженные 
с резистентностью микроорганизма) [6].

Уже в 90-х годах XX века ученые говорили о разных 
штаммах H. pylori, отличающихся по своему геному, вы-
деляли «ульцерогенные» (вырабатывают цитотоксины, 
ассоциированы с язвенной болезнью, активным гастритом) 
и «неульцерогенные» (не вырабатывают цитотоксины, ассо-
циированы с простым гастритом) штаммы микроорганиз-
ма [7]. В литературе уже накоплены данные, что различные 
по генотипу штаммы H. pylori возможно различны и по ви-
рулентности. Важную роль в формировании вирулентности 
микроба играет ген cagA+, который, как известно, считается 
маркером острова патогенности и кодирует синтез одного 
из наиболее агрессивных цитотоксинов – СagA. Присутствие 
в геноме H. pylori гена cagA по данным ряда авторов связано 
с развитием язвенной болезни, прогрессированием атрофии 
слизистой оболочки желудка, повышением риска развитии 
рака желудка, снижением эффективности эрадикационной 
терапии [8, 9]. Количество генов, обеспечивающих пато-
генный потенциал H. pylori, достаточно велико. Это гены 
группы cag (cagA, cagC, cagE, cagF, cagH), гены vacA, iceA, 
babA, flaA, flaB, hopQ, hopP, hopZ, hpaA, napA, oipA, sabA, 
ure A, ureB, ure C, ureI, rdxA, frxA, fdxB, sodB, kat и др. [10]. 
Генами, кодирующими синтез наиболее важных, с точ-
ки зрения их роли в развитии патологического процесса, 

факторов патогенности, считаются гены cagA, vacA, iceA, 
babA [11, 12, 13]. Однако в последнее время в связи с вы-
явлением новых генов и их продуктов спектр факторов 
патогенности H. pylori расширяется. Функция многих генов 
H. pylori еще не так подробно изучена. Тем не менее, их 
роль в развитии патологических изменений в организме 
человека очевидна, что подтверждает множество различных 
исследований (табл.).

Полимеразная цепная реакция
Верификация H. pylori проводится в биоптатах сли-

зистой оболочки желудка. Для детекции микроорганизма 
используются биоптаты из тела и антрального отдела 
желудка, взятые при проведении фиброэзофагогастро-
дуоденоскопии.

Метод стандартной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) включает в себя три этапа.
1.	 Выделение ДНК из клинического образца (биоптата).
2.	Амплификация специфических фрагментов ДНК.
3.	Детекция продуктов амплификации.

При выделении ДНК каждый биоптат весом от 300 
до 500 мг помещается в пластиковую пробирку типа Эп-
пендорф 1,5 мл и измельчается до получения практиче-
ски гомогенной суспензии. Затем в каждую пробирку до-
бавляется 100 микролитров (мкл) лизирующего раство-
ра из набора, и пробы инкубируются в течение 60 минут 
при температуре 65 С° в термостате. После этого пробы 
перемешиваются на вортексе, а затем центрифугируются 
5 с при 5 тыс.об./мин на микроцентрифуге. Если проба 
растворилась не полностью, пробирки с ней центрифуги-
руют на микроцентрифуге 5 мин при максимальных обо-
ротах и используют для выделения ДНК надосадочную 
жидкость, перенося ее в новую пробирку. Затем в каждую 
пробирку отдельным наконечником добавляется по 25 мкл 
предварительно ресуспендированного сорбента из набора, 
пробы перемешиваются на вортексе дважды с интервалом 
в две минуты и отстаиваются в штативе в течение пяти 
минут. Затем пробы центрифугируются при 5 тыс.об./мин 
в течение 30 с, после чего удаляется надосадочная жидкость 
с использованием вакуумного отсасывателя и отдельного 
наконечника для каждой пробы. Затем в пробы добавляют 
по 300 мкл раствора для отмывки 1 из набора и перемеши-
вают на вортексе до полного ресуспендирования сорбента. 
После этого пробы центрифугируют при 5 тыс.об./мин 
в течение 30 с для осаждения сорбента, затем надосадочная 
жидкость удаляется с использованием вакуумного отсасы-
вателя и отдельного наконечника для каждой пробы. Затем 
дважды проводится следующая процедура отмывки: в пробы 
добавляют по 500 мкл раствора для отмывки 2 из набора 
и перемешивают на вортексе до полного ресуспендирования 
сорбента, после чего пробы центрифугируют при 10 тыс.об./
мин в течение 30 с для  осаждения сорбента, затем надо-
садочная жидкость удаляется полностью с использованием 
вакуумного отсасывателя и отдельного наконечника для 
каждой пробы. После этого пробирки с открытыми крышка-
ми помещаются в термостат при температуре 65 С° на 5–10 
минут для подсушивания сорбента. Затем в пробирки до-
бавляется по 50 мкл ТЕ-буфера из набора для элюции ДНК. 
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Пробы перемешиваются на вортексе и помещаются в термо-
стат при температуре 65 С° на 5 минут. После этого пробы 
центрифугируют при 12 тыс.об./мин в течение 1 минуты 
на микроцентрифуге. В результате процесса выделения ДНК 
надосадочная жидкость содержит очищенную ДНК H. pylori.

Для реакции амплификации проводится специаль-
ная подготовка образцов. В пробирку для ПЦР (0,6 мл) 
из расчета на одну пробу добавляется: 14 микролитров 
дистиллированной воды, 2,5 микролитра буфера для Taq 
ДНК-полимеразы, 1 микролитр dNTP (дезоксинуклео-

Таблица
Отдельные факторы патогенности H. pylori и их роль в патогенезе H. pylori-ассоцированных заболеваний [10–19]

Гены, кодирующий синтез фактора 
патогенности

Факторы патогенности 
(белок) Свойства факторов патогенности

babA1, babA2 (blood group antigen-
binding adhesion) BabA1, BabA2

Фактор адгезии, рецептор клеток Lewis, предположительно связан с более высокой 
частотой развития язвенной болезни двенадцатиперстной кишки, осложнений 
инфекции H. pylori, а также с аденокарциномой желудка (BabA2)

cagA (cytotoxin-associated gene) CagA

Цитотоксин, маркер «острова патогенности» H. pylori, способствует повышению 
активности антрального гастрита участвует в язвообразовании, развитии атрофии, 
в процессе деградации и разрушения межклеточного матрикса и базальной 
мембраны, опухолевой инвазии и метастазировании, стимуляции выработки ин-
терлейкина‑8, связан со снижением эффективности эрадикации H. pylori

cagC (cytotoxin-associated gene) CagC Цитотоксин, стимулирует выработку интерлейкина‑8

cagE (cytotoxin-associated gene) CagЕ Цитотоксин, стимулирует выработку интерлейкина‑8

cagF (cytotoxin-associated gene) CagF Цитотоксин, вовлечен в процесс распознавания и доставки CagA в каналы Т4СС 
(IV секреторной системы)

cagH (cytotoxin-associated gene) CagH Цитотоксин, маркер интактного острова патогенности, стимулирует выработку 
интерлейкина‑8

cagL (cytotoxin-associated gene) CagL Действует как белок основного комплекса в T4SS и связывается с интегрином, 
способствует транслокации CagA, индуцирует экспрессию IL‑8

cagT (cytotoxin-associated gene) CagT Действует как основной комплексный белок в T4SS, помогает в транслокации CagA

cagY (cytotoxin-associated gene) CagY Связывается с интегрином, модулирует иммунный ответ, способствуя персистенции 
бактерий, изменяет функции T4SS

flaA, fla B (flagellin A- and B-subunit) FlaA, FlaВ Обеспечивают подвижность микроорганизма
hopQ, hopP, hopZ (HP outer 

membrane protein) HopQ, HopP, HopZ Обеспечивают колонизацию и обсемененность слизистой оболочки желудка

hpaA (adhesion gene of H. pylori) HpaA Фактор адгезии
iceA1, iceA2 (induced by contact with 

epithelium) IceA1, IceA2 Фактор адгезии

napA (neutrophil-activating protein) NapA
Активатор нейтрофилов и окислительного стресса, способен индуцировать 
процесс освобождения свободных радикалов в нейтрофилах, что приводит к по-
вреждению слизистой оболочки желудка человека

oipA (outer inflammatory protein) OipA

Поддерживает воспаление слизистой оболочки желудка, связан с секрецией ин-
терлейкина‑8 и интерлейкина‑6, со степенью обсемененности H. pylori слизистой 
оболочки желудка, выраженностью нейтрофильной инфильтрацией, с развитием 
интерстициальной метаплазии

sabA (sialic acid-binding adhesin) SabA Поддерживает воспаление, способствует персистенции инфекции H. pylori

ureA, ureB, ureC, ureI UreA, UreB, UreC, UreI

Уреаза является собственно маркером инфекции H. pylori и фактором защиты 
микроорганизма от действия соляной кислоты, обеспечивает длительное пер-
систирование H. pylori в желудке человека, усиливает воспалительные реакции 
посредством активации моноцитов, нейтрофилов, секреции цитокинов, образо-
вания свободных радикалов и окиси азота. Считается, что большая субъединица 
уреазы – UreB – действует как аттрактант для лейкоцитов

vacA (vacuolating-associated 
cytotoxin) VacA

Цитотоксин, фактор адгезии, достоверно уменьшает скорость реэпителизации 
экспериментальных язв и пролиферацию эпителиоцитов за счет нарушения 
целостности цитоскелета, обеспечивает пассивный транспорт мочевины через 
эпителиальные клетки желудка, влияет на выживание H. pylori в клетках хозяина, 
стимулирует апоптоз клеток

rdxA (oxygen-insensitive NADPH 
nitroreductase), frxA (NADPH flavin 

oxidoreductase), fdxB (ferredoxin-like 
protein)

RdxA, FrxA, FdxB ферменты окислительного метаболизма, участвуют в формировании резистент-
ности к метронидазолу

23S rRNA
Точечные мутации A2144G, 
A2143G, A2143C, A2115C, 
A2142G, C 2182T, T2717C

участвуют в формировании резистентности к кларитромицину

HtrA Протеаза
Действует как протеаза, разрушающая неправильно свернутые белки, обеспечи-
вает доставку CagA, расщепляет белки плотных контактов (окклюдин, клаудин‑8 
и Е-кадгерин)

kat Каталаза

Позволяет H. pylori подавлять иммунный ответ организма хозяина, катализируя 
реакцию превращения бактерицидных соединений кислорода, высвобождае-
мых активированными в результате инфекции нейтрофилами, в кислород и воду, 
являющиеся безвредными для микроба

sodB Супероксидисмутаза

Позволяет H. pylori подавлять иммунный ответ организма хозяина, катализируя 
реакцию превращения бактерицидных соединений кислорода, высвобождае-
мых активированными в результате инфекции нейтрофилами, в кислород и воду, 
являющиеся безвредными для микроба
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тидтрифосфат), 0,5 микролитра праймера прямого + 0,5 
микролитра праймера обратного, 0,25 микролитров Taq-
полимеразы. После этого пробирки центрифугируют для 
перемешивания компонентов смеси и в каждую пробирку 
отдельным наконечником добавляют 5 мкл ДНК из пробы. 
Затем пробирки повторно центрифугируют для перемеши-
вания компонентов смеси и наливают в каждую пробирку 
сверху 50 мкл минерального масла.

Реакция амплификации проводится на специальных 
аппаратах с использованием программы амплификации, 
включающей 3 этапа с повторением данного цикла 35 раз:
1.	 Денатурация ДНК (расплетение двойной спирали) при 

температуре 94 С° в течение 30 с.
2.	Отжиг (присоединение) праймеров при температуре 
57 С°–60 с.

3.	 Достраивание цепей ДНК при температуре 72 С0–60 с.

После завершения реакции амплификации проводится 
электрофорез в 1,5 % агарозном геле (1,5 грамма агарозы, 
100 мл 1 % ТАЕ-буфера, 7 мкл бромистого этидия). Каждая 
проба смешивается с 2 микролитрами краски с бромфе-
нолом и ксилен цианолом и аккуратно наносится на 1,5 % 
агарозный гель в специальные лунки. Электрофорез про-
водится в горизонтальной камере в Трис-ацетатном буфере 
при напряжении 60 вольт и силе тока 50 миллиампер в те-
чение 30–40 минут. Затем ДНК фрагменты наблюдаются 
в ультрафиолете для определения бендов, свидетельству-
ющих о наличии или отсутствии микроорганизма.

Помимо стандартной методики ПЦР-исследования ис-
пользуют ПЦР с флюоресцентной детекцией (ПЦР-ФД) и ПЦР 
в реальном времени (ПЦР-РВ). При ПЦР-ФД в реакционную 
смесь добавляют специфический флуоресцентный зонд и да-
лее через 30–40 циклов определяют уровень флуоресценции. 
Наиболее информативным считается метод ПЦР-РВ, когда 
в реакционную смесь также добавляется или специфический 
флуоресцентный зонд (TaqMan и др.), или интеркалирующий 
краситель (SYBR GreenI и др.), но в этом случае амплифика-
тор позволяет детектировать флуоресценцию каждый цикл 
и наблюдать рост количества ПЦР-продукта в каждой про-
бирке, и далее по имеющейся калибровке определять точное 
исходное количество образца в пробе. Таким образом, ПЦР-РВ 
позволяет осуществлять количественную оценку содержания 
ДНК в исследуемом материале [20, 21].

Меньшей популярностью пользуется ПЦР-диагностика 
H. pylori в слюне, кале, моче в связи с риском получения 
ложноотртицательных результатов, т. к. забор производится 
не из типичного места обитания бактерии. Данный вари-
ант диагностики носит скорее научную направленность.

Секвенирование генома
Возрастает актуальность и широта использования пол-

ногеномного секвенирования H. pylori [6]. В качестве ма-
териала исследования могут быть использованы биоптаты 
слизистой оболочки желудка и двенадцатиперстной кишки, 
фекалии. По сути, секвенирование генома отличается от ПЦР-
исследвоания только последним этапом, когда после выде-
ления ДНК/РНК и амплификации проводится собственно 
секвенирование: определение нуклеотидных последователь-
ностей различных генов микроорганизмов [22], полученных 

в результате амплификации отдельных генов бактерий [23]. 
В основном для идентификации используют гены, кодирующие 
16S и 23S рибосомальные-РНК (р-РНК), т. к. они присутствуют 
во всех бактериальных клетках и являются видоспецифичны-
ми для большинства микроорганизмов [24]. Использование 
для идентификации гена 16S р-РНК (присутствует в геноме 
всех известных бактерий и архей, но отсутствует у виру-
сов и в ядерных хромосомах эукариот), позволяет различать 
близкородственные виды и подвиды микроорганизмов [25]. 
Поскольку нуклеотидные последовательности 16S р-РНК 
многих известных бактерий доступны, при проведении сек-
венирования выявленные последовательности анализируемых 
микроорганизмов можно сравнить с присутствующими в базах 
данных и идентифицировать бактерии [26].

В диагностике генома бактерии используют несколько 
методов.

1. Метод Сэнгера (ферментативный)
Метод заключается в синтезе новой комплементарной 

ДНК-цепи на ДНК-матрице с помощью фермента ДНК-
полимеразы. Синтез проводится в 4 разных пробирках с ре-
акционной смесью, состоящей из праймера, стандартных 
дезоксинуклеотидов (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), а также 
малого количества одного из четырех радиоактивно меченых 
дезоксинуклеотидов (дидезоксинуклеотидов). Готовятся 
четыре раствора с каждым ddNTP по отдельности. У диде-
зоксирибонуклеотидов (ddATP, ddGTP, ddCTP, or ddTTP) 
отсутствует 3’-гидроксильная группа, поэтому после их 
включения в цепь дальнейший синтез обрывается. Таким 
образом, в каждой пробирке образуется набор фрагментов 
ДНК разной длины, которые заканчиваются одним и тем же 
нуклеотидом (в соответствии с добавленным дидезоксину-
клеотидом). После завершения реакции содержимое про-
бирок разделяют электрофорезом в полиакриламидном геле 
в денатурирующих условиях и проводят авторадиографию 
гелей. На сегодняшний день секвенирование ДНК по Сэнгеру 
полностью автоматизировано. В настоящее время вместо 
радиоактивно меченных нуклеотидов используют диде-
зоксинуклеотиды с флуоресцентными метками с разными 
длинами волн испускания, благодаря чему реакцию можно 
проводить в одной пробирке. Реакционную смесь разделяют 
капиллярным электрофорезом, фрагменты ДНК, выходящие 
из капиллярной колонки, регистрируются детектором флуо-
ресценции. Результаты анализируют с помощью компьютера 
и представляют в виде последовательности разноцветных 
пиков, соответствующих четырём нуклеотидам [27].

2. NGS (next-generation sequencing) – секвенирование 
нового поколения

Циклическое лигазное секвенирование
В данном методе используют эмульсионную ПЦР, после 

которой каждая из микросфер содержит на своей поверхности 
около миллиона копий одного из исходных ДНК-фрагментов. 
Затем фрагменты ДНК денатурируют и модифицируют по 3′ 
концу, что позволяет ковалентно связать миллиарды микросфер, 
покрытых фрагментами ДНК, с подложкой. Затем следует 
процесс циклического лигазного секвенирования. К одноце-
почечной матрице ДНК присоединяют праймер и добавляют 
синтезированные флуоресцентно меченные восьмичленные 
олигонуклеотидные зонды. Каждый зонд в позиции 1 и 2 
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содержит два известных нуклеотида, которые в сочетании 
со следующими тремя основаниями должны иметь комбина-
цию последовательности, комплементарную соответствую-
щим коротким фрагментам матрицы. Последние 3 основания, 
одинаковые (универсальные) для всех зондов, имеют на конце 
флуоресцентную метку. После того, как один из зондов ком-
плементарно связывается с первыми пятью основаниями 
от праймера на одноцепочечной матрице ДНК, лигаза сшивает 
его с праймером. При этом метка детектируется и удаляется 
вместе с последними тремя универсальными нуклеотидами 
зонда. Затем происходит сшивание (лигирование) другого 
зонда, комплементарно соединившегося со следующими 
пятью основаниями, от зонда уже присоединенного ранее 
и так далее до конца матрицы ДНК. После чего построенная 
комплементарная цепь удаляется, а к матрице добавляется 
праймер, который смещен по месту посадки на один нуклеотид 
относительно посадки предыдущего праймера, и весь процесс 
достройки второй цепи методом лигирования повторяется. 
Для определения полной последовательности секвенируемого 
фрагмента нужно провести эту процедуру с пятью праймера-
ми, каждый из которых смещен относительно предыдущего 
праймера по месту посадки на один нуклеотид.

Секвенирование на молекулярных кластерах с исполь-
зованием флуоресцентно меченных предшественников

В этом методе фрагменты ДНК матрицы фиксируют 
на подложке вместе с праймерами и проводят их ампли-
фикацию, в результате которой вокруг каждого исходного 
фиксированного фрагмента ДНК образуется около 1000 
его копий. В целом на подложке образуются до миллиарда 
таких скоплений – кластеров. Далее ДНК денатурируют 
и проводят секвенирование ее одноцепочечных фрагмен-
тов. Для этого добавляют свободно плавающие праймеры 
и меченные флуоресцентными красителями разных цветов 
терминирующие нуклеотиды всех четырех типов, чтобы 
к каждому однонитевому фрагменту ДНК присоединил-
ся праймер и только 1 нуклеотид, цвет которого можно 
определить с помощью лазера. Затем присоединенный 
нуклеотид химически модифицируют, чтобы к нему мог 
присоединиться следующий терминирующий нуклеотид, 
таким образом продолжают сиквенс (достраивание) ком-
плементарной цепи, детектируя прибором флуоресценцию 
из многих сотен миллионов точек-кластеров одновременно.

Высокопроизводительное пиросеквенирование
Основой данного метода является использование эмуль-

сионной ПЦР с одновременной параллельной подготовкой 
многих сотен тысяч фрагментов ДНК для их секвенирования. 
После проведения всех предварительных этапов пробопод-
готовки каждый из четырех видов нуклеотидов, смешанный 
с другими реактивами для пиросеквенирования, подается 
последовательно в проточную камеру, куда помещается под-
ложка, имеющая несколько миллиардов лунок, заполненных 
микросферами (одна лунка – одна микросфера). Каждая 
микросфера содержит на своей поверхности после эмульси-
онной ПЦР многие сотни тысяч копий одного из исходных 
ДНК-фрагментов. Если в лунку попадает тип нуклеотидов, 
который комплементарен очередному нуклеотиду в достраи-
ваемой одноцепочечной цепи матрицы ДНК, то полимераза 

встраивает эти нуклеотиды, что приводит через каскад ре-
акций к высвобождению пирофосфата и генерации общего 
светового сигнала из лунки. Интенсивность сигнала из каж-
дой лунки пропорциональна количеству нуклеотидов одного 
вида, встроенных в цепи ДНК за один проход реакционной 
смеси. Дно подложки находится в оптическом контакте с оп-
тико-волоконным световодом, что позволяет регистрировать 
излучаемые фотоны со дна многих сотен тысяч лунок одно-
временно, в которых произошло встраивание очередного 
известного нуклеотида в достраиваемые комплементарные 
цепи ДНК в процессе пиросеквенирования.

Полупроводниковое секвенирование.
Данный метод не требует модификации нуклеотидных 

оснований, хемилюминесцентных или флуоресцентных 
меток. Когда нуклеотид включается в комплементарную 
достраиваемую цепь ДНК полимеразой, происходит вы-
деление водородного иона как побочного продукта, что 
изменяет pH реакционной смеси, определение этого изме-
нения рН положено в основу детекции последовательности 
нуклеотидов ДНК при полупроводниковом секвенировании. 
Пробоподготовка ДНК в данном методе практически не от-
личается от уже описанной для лигазного секвенирования. 
Проведение предварительной эмульсионной ПЦР здесь 
необходимо для усиления сигнала об изменении в значении 
рН. Это изменение рН в каждой отдельной лунке на чипе 
будет давать около миллиона копий одного из исходных 
ДНК-фрагментов, прикрепленных к поверхности микросфе-
ры. Для этого подготовленную таким образом библиотеку 
ДНК денатурируют и распределяют на микроэлектронный 
чип, имеющий миллионы микролунок (одна лунка – одна 
микросфера) с иончувствительной поверхностью, связанной 
с датчиками. Затем последовательно добавляют реакци-
онные ПЦР смеси, отличающиеся по составу наличием 
в них только одного из 4 видов нуклеотидов, и детектируют 
изменение рН в лунках, где произошло встраивание этих 
нуклеотидов в комплементарные цепи ДНК-матриц [28–29].

К минусам секвенирования генома H. pylori можно 
отнести высокую стоимость метода, отсутствие массового 
оснащения необходимым оборудованием медицинских 
лабораторий и отсутствие данной услуги в системе ОМС. 
В связи с чем геномное секвенирование в настоящее время 
используется преимущественно в научных целях.

Анализ резистентости H.pylori к антибиотикам с ис-
пользованием молекулярно-генетических методов

Как уже упоминалось выше, с помощью ПЦР-иссле-
дования можно определить наличие генов, кодирующих 
резистентность H.pylori к антибиотикам, в частнотси к кла-
ритромицину, тетрациклину, левофлксацину, метронидазолу. 
Также устойчивость H.pylori к антибактериальным пре-
паратам с использованием метода секвенирования генома 
изучается во множестве стран [30, 31, 32, 33]. Резистентность 
H.pylori к макролидам возникает в результате нуклеотидных 
замен в участках связывания антибиотика с большой субъе-
диницей бактериальной рибосомы (коррелирует с наличием 
аллелей гена 23S рРНК), таких как A2142G, A2143G и T2717C.

В качестве примера можно привести исследования Ре-
спубликанского научно-практического центра радиационной 



Медицинский алфавит № 34 / 2024. Практическая гастроэнтерология (3)32 E-mail: medalfavit@mail.ru

медицины и экологии человека, г. Гомель, Республика Бе-
ларусь [34]. Биологическим материалом являлись 9 клини-
чески устойчивых к терапии первой линии с применением 
Кларитромицина образцов ДНК и 25 выборочных образцов 
ДНК пациентов с гастродуоденальными заболеваниями. 

В ходе исследований, после ПЦР и очистки ПЦР-продукта, 
осуществляли секвенирование. Секвенирующую реакцию 
проводили в тонкостенных ПЦР-пробирках объемом 0,2 
мл. В ходе исследования использовали реакционную смесь 
содержащую BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing 

Рисунок 1. Алгоритм диагностики и лечения пациентов с H. pylori-ассоциированными заболеваниями гастродуоденальной зоны при возмож-
ности проведения молекулярно-генетического исследования
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Kit и прямой и обратный праймеры. После проведения 
секвенирующей реакции проводили очистку продуктов 
от непрореагировавших дидезоксинуклеотидтрифосфатов 
и праймеров. После промывки этанолом пробирки с от-
крытыми крышками размещали в штативе и просушивали 
осадок ДНК-меченых продуктов в твердотельном термостате 
в течение 50 минут при температуре 450 С° до полного ис-
парения этанола. Высушенный осадок растворяли в 20 мкл 
деионизованного формамида, осторожно встряхивая на во-
ртексе в течение 3 минут. Растворенные меченые образцы 
денатурировали в твердотельном термостате при температуре 
950 С° в течение 2 минут, затем резко охлаждали на льду 
и хранили при температуре минус 200 С° для последующего 
секвенирования. Электрофоретический анализ проводили 
на секвенаторе ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, США) в соответствии с прилагаемой инструкци-
ей. Количество внесенного образца составляло 20 мкл. Для 
проведения исследования использовали 6 % денатурирующий 
гель POP‑6TM. В ходе исследования был выбран модуль 
анализа Seq POP6 (1 ml) E для 61см (50 мкм) капилляра. 
Анализ полученных результатов проводили при помощи про-
граммного пакета Sequencing Analysis Software 5.1.1 (Applied 
Biosystems, США). Полученные данные о нуклеотидной 
последовательности в формате FASTA были использованы 
для поиска c помощью программы BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast). Конечным результатом явилось установ-
ление спецификации выявленного продукта сравнением 
с известными последовательностями гена 23S рРНК H. pylori. 
Нуклеотидные последовательности изучаемых образцов 
анализировали с помощью программы Sequence Analysis 
5.1.1 и сравнивали с нуклеотидными последовательностя-
ми гена 23S рРНК H. pylori из GenBank NCBI в программе 
CLC Sequence Viewer 6.3. Обозначение мутаций проводили 
согласно работе D. E. Taylor с соавт. [35]. Проведенный ана-
лиз нуклеотидных последовательностей ДНК, устойчивых 
к кларитромицину образцов c использованием технологии 
прямого автоматического секвенирования, позволил опре-
делить наиболее значимые и часто встречаемые точечные 
мутации, ответственные за резистентность H. pylori к кла-
ритромицину: T2182C (62,5 %), A2143G (25 %), A2142G 
(12,5 %) [34]. Полногеномное секвенирование позволяет 
проводить широкий анализ изолятов H. pylori. Этот метод 
целесообразен для выявления резистентности к кларитро-
мицину и левофлоксацину. Комбинаторный анализ усечений 
гена rdxA и мутаций R 16H может быть полезен для опре-
деления устойчивости к метронидазолу [36].

Возможности молекулярно-генетического типирования 
позволяют предложить алгоритм персонифицированного 
подхода к ведению пациентов, инфицированных H. pylori 
с учетом генетических особенностей и генотипической 
чувствительности к антибиотикам штамма микроба (рис. 1). 
Уникальный комплекс исследований, включающий не толь-
ко верификацию возбудителя, но и и молекулярно-гене-
тическое типирование инфекции H. pylori методом ПЦР, 
выполняет научно-исследовательская лаборатория Explana 
(ООО «Эксплана»), базирующаяся в Санкт-Петербурге 
и сотрудичающая со многими клиниками по всей России 
и в странах СНГ. Комплексное исследование включает 

в себя генотипирование H. pylori – cagA, cagE, cagH, чув-
ствительность H. pylori к кларитромицину и качественное 
определение ДНК возбудителя в биообразцах. Для иссле-
дования используются биоптаты слизистой оболочки же-
лудка, а также кал, взятый из разных участков биообразца. 
Результат выдается в кратчайший срок от 2 до 5 дней [37].

Заключение
Возможность молекулярно-генетического метода позво-

ляет не только подтвердить инфицирование, но и определить 
молекулярно-генетические особенности микроорганизма для 
оценки его вирулентности, формирования представления 
о дальнейшем течении заболевания и его прогнозе, а также 
для определения чувствительности микроорганизма к анти-
биотикам для подбора подходящих антибактериальных 
препаратов. Использование молекулярно-генетических 
методов исследования H. pylori полезно для составления 
более полной картины заболевания, уточнения степени 
патогенности микроорганизма, прогнозирования течения 
заболеваний. Помимо роли генетических характеристик 
H. pylori в развитии заболеваний желудочно-кишечного 
тракта, следует помнить о ряде факторов, к которым от-
носятся как эндогенные (кислотная агрессия, нарушение 
слизеобразования в желудке и др.), так и экзогенные (стрес-
сы, нерациональное питание и др.) факторы, а также со-
стояние макроорганизма, его способность сопротивляться 
инфекции. Эти факторы также принимают участие в форми-
ровании болезней и должны учитываться при определениии 
тактики ведения пациентов, инфицированных H. pylori.
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