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Введение. Helicobacter pylori (H. 
pylori) считается основной причиной 
развития различных гастродуоденаль-
ных заболеваний, таких как хрониче-
ский гастрит, эрозии и язвенная бо-
лезнь желудка у человека [1, 3, 5, 23]. 
В 1994 г. Международное агентство по 
изучению рака классифицировало ин-
фекцию H. pylori в группу канцерогенов 
I порядка (явные канцерогены), нарав-
не с радионуклидами, излучениями и 
некоторыми химическими веществами 
[23]. В связи с тем, что в настоящее 
время бактерия H. pylori ассоциирова-

на не только с некоторыми гастроду-
оденальными заболеваниями, но и с 
тяжелыми, онкологическими патологи-
ями, возникает необходимость специ-
фической диагностики этой инфекции. 

В настоящее время в клинической 
практике появилось множество раз-
личных методов диагностики H. pylori 
[7, 11-13], которые можно разделить 
на инвазивные (требуют проведения 
фиброгастродуоденоскопии) и неин-
вазивные. Основные и наиболее ча-
сто используемые методы диагности-
ки инфекции H. pylori представлены в 

табл.1. При этом каждый из методов 
имеет свои преимущества и недостат-
ки [11-13]. Недостатком многих неин-
вазивных методов является их неточ-
ность, а инвазивных методов – риски 
осложнений, а также их длительность 
и трудоемкость. В клинической практи-
ке широкое распространение получил 
гистологический метод исследования, 
который позволяет одновременно с об-
наружением H. pylori проводить мор- 
фологическую оценку состояния сли-
зистой оболочки желудка [17]. Гисто-
логический метод выявления H. pylori 
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Основные методы диагностики H. pylori

Инвазивные методы* Неинвазивные методы**

Гистологический метод: исследование об-
разца ткани слизистой оболочки желудка 
на наличие H. pylori

Иммуноферментный анализ: исследование 
кала на наличие антигенов H. pylori (с при-
менением моноклональных антител)

Микробиологический метод: культивиро-
вание H. pylori на питательных средах из 
образца ткани слизистой оболочки желудка

Иммуноферментный анализ: выявление 
антител IgG к H. pylori в сыворотке крови

Молекулярно-генетический метод: иссле-
дование с помощью полимеразной цепной 
реакции на наличие ДНК H. pylori из об-
разца ткани слизистой оболочки желудка

Быстрый уреазный тест (CLO-тест, англ. 
Campylobacter-like organism test)
Уреазный дыхательный тест (13С, 14С 
мочевина)
Молекулярно-генетический метод: иссле-
дование с помощью полимеразной цепной 
реакции на наличие ДНК H. pylori в слюне 
или кале

* Требуют проведения эндоскопического исследования с прицельной биопсией и даль-
нейшим изучением гастробиоптатов. ** Эндоскопическое исследование не требуется.
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считают «золотым стандартом» диа-
гностики инфекции [8, 17], так как его 
чувствительность составляет от 72 до 
100%, а специфичность – от 81 до 97% 
[18].

В настоящее время появились но-
вые подходы к диагностике инфекции 
H. pylori, включающие молекулярно-
генетические методы исследования 
с помощью ПЦР, которые основаны 
на амплификации маркерного гена 
16S rRNA [10, 21]. Данный способ ис-
ключает возможность амплифика-
ции гомологичных участков гена 16S 
rRNA ближайших родственных видов 
и штаммов H. pylori (Campylobacter 
jejuni, Helicobacter cinaedi, Helicobacter 
mustelae и Wolinella succinogenes) [10]. 
По данным некоторых авторов, диа-
гностическая чувствительность ПЦР 
для выявления H. pylori в биоптатах 
слизистой оболочки желудка составля-
ет 88-95,4%, а специфичность – 100% 
[13, 14]. 

Диагностика инфекции H. pylori ме-
тодами ПЦР ранее в Якутии не прово-
дилась. В более ранних исследованиях 
детекция данной инфекции осущест-
влялась гистологическим и цитологи-
ческим методами на гастробиоптатах, 
полученных при эндоскопии [1, 4-6]. В 
связи с этим целью настоящей рабо-
ты является апробация метода ПЦР 
при диагностике инфекции H. pylori в 
Якутии.

Материалы и методы исследова-
ния. Выборку исследования состави-
ли 156 пациентов якутов (от 6 до 70 
лет, средний возраст 36,2±17,5 лет) с 
предварительным диагнозом хрони-
ческий гастрит, которые были направ-
лены на фиброгастродуоденоскопию 
(ФГДС) в эндоскопическое отделение 
Республиканской больницы №1 – На-
ционального центра медицины Мини-
стерства здравоохранения Республики 
Саха (Якутия) (РБ №1-НЦМ). Из них 40 
чел. были детьми и подростками от 6 
до 17 лет (средний возраст 13,6±2,6 
лет), остальные 116 чел. –  взрослы-
ми от 19 до 70 лет (средний возраст 
44,22±13,84 лет).

ФГДС была проведена утром, на-
тощак. Забор кусочков был осущест-
влен из антрального отдела желудка 
в количестве 2-3 биоптатов при эндо-
скопическом исследовании с помощью 
фиброскопа GIF-Р3 фирмы «Olympus» 
(Япония). Полученные биоптаты сли-
зистой оболочки желудка были зафик-
сированы в 10%-ном растворе фор-
малина. Депарафинирование срезов 
и окрашивание гематоксилином и эо-
зином осуществлены по стандартной 
методике. Для прицельной бактерио-

скопии срезы окрашены по способу Ро-
мановского-Гимзы. Исследование про-
ведено под увеличением x100, х400 и 
х1000 на микроскопах «Axioskop» фир-
мы «Opton» (рис.1, а). Морфологиче-
ские критерии хронического гастрита 
оценены в соответствии с визуально-
аналоговой шкалой по модифициро-
ванной Сиднейской системе (Хьюстон, 
США, 1996).

Геномная ДНК H. pylori была вы-
делена из замороженных гастроби-
оптатов обследованных пациентов с 
помощью фенольно-хлороформной 
экстракции. Амплификация искомых 
фрагментов ДНК H. pylori была вы-
полнена с помощью олигонуклео-
тидных праймеров, предложенных 
ранее (табл.2), которые фланкируют 
область, содержащую маркерный ген 
16S rRNA [16]. Полимеразная цепная 
реакция проведена на амплификаторе 
фирмы «Bio-Rad». Разделение про-
дуктов амплификации осуществлено 
в горизонтальных электрофорезных 
камерах в 3%-ном агарозном геле 

(рис.1, б). Визуализация продуктов 
ПЦР осуществлена при помощи гель-
видеодокументационного устройства 
фирмы «Bio-Rad» с использовани-
ем программного обеспечения Image 
Lab™ Software.

Для того чтобы провести анализ ин-
формативности метода ПЦР, мы срав-
нили результаты ПЦР с результатами 
гистологического метода и выполнили 
расчеты таких  параметров информа-
тивности, как чувствительность (Se 
– sensitivity) и специфичность (Sp – 
specificity) [2]. При этом гистологиче-
ский метод исследования был исполь-
зован в качестве эталонного метода, 
поскольку именно этот метод обладает 
высокими показателями чувствитель-
ности и специфичности [18] и считает-
ся «золотым стандартом» диагностики 
H. pylori [8]. Результаты гистологиче-
ских исследований условно были при-
няты нами за 100% как по чувствитель-
ности, так и по специфичности.

Чувствительность была рассчитана 
по формуле:

Рис.1. Примеры детекции H. pylori с помощью гистологического и молекулярно-генетиче-
ского исследований. а – цитологический микропрепарат (окраска по Грамму) слизистой 
оболочки желудка пациента с III степенью обсемененности (в одном зрительном поле бо-
лее 50 микробных тел): 1 – клетки эпителия желудка, 2 – скопление H. pylori, 3 – слизистая 
оболочка; б – электрофореграмма результатов ПЦР-анализа участка гена 16S rRNA H. 
pylori. Дорожка 1-8 – образцы c положительным результатом на наличие маркерного гена 
16S rRNA H. pylori (118 п.н.); М – маркер молекулярного веса pUC19/MspI

Дизайн олигонуклеотидных праймеров 
для детекции маркерного гена 16S rRNA H. pylori

Ген, фраг-
мент

Название оли-
гонуклеотид-

ного праймера
Последовательность от 5’ → 3’ конца Размер амплифици-

руемого фрагмента

16S rRNA 16S rRNA F5′-TGCGAAGTGGAGCCAATCTT-3′
R5'-GGAACGTATTCACCGCAACA-3' 118 п.н.

Таблица 2
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Se= (TP/D–)x100%, 
где TP – истинно положительные ре-
зультаты; D– – количество инфициро-
ванных пациентов.

Специфичность была определена 
по формуле:

Sp= (TN/D)x100%,
где TN – истинно отрицательные ре-
зультаты; D – количество неинфициро-
ванных пациентов.

Обследования, предусмотренные 
рамками научно-исследовательской 
работы, проводились строго после ин-
формированного согласия участников 
и их родителей (законных представи-
телей) без нарушений этических норм. 
Данная научно-исследовательская ра-
бота была одобрена локальным коми-
тетом по биомедицинской этике.

Результаты и обсуждение. Пере-
крестный способ детекции H. pylori ме-
тодами ПЦР и гистологии показал, что 
у 104 из 156 обследованных пациентов 
(66,6%) результаты ПЦР полностью со-
впадают с результатами гистологии. 
Так, у 74 пациентов и ПЦР, и гистоло-
гический метод показали положитель-
ный результат, у 30 – отрицательный. У 
52 из 156 (33,3%) обследованных были 
выявлены микс-значения (результаты 
ПЦР не совпали с результатами ги-
стологии). Результаты перекрестного 
исследования ПЦР и гистологии при-
ведены в табл. 3.

В нашем исследовании была пока-
зана высокая чувствительность ПЦР-
метода (86,0%), которая почти не усту-
пала гистологическому методу (100%, 
p>0,05). Специфичность метода ПЦР 
была существенно ниже (42,8%) по 
сравнению с гистологическим методом 
(100%, p<0,05) (рис. 2).

Для оценки полученных данных по 
чувствительности и специфичности 
метода ПЦР детекции H. pylori нами 
был проведен сравнительный анализ 
с данными исследований других ав-
торов. Чувствительность метода ПЦР 
в разных исследованиях составля-
ет от 55 до 100% (табл. 4). Значение 
чувствительности метода ПЦР в на-
шем исследовании (86,0%) занимает 
промежуточное значение в сравнении 
с показателями ранее проведенных 
работ (табл. 4). Специфичность ме-
тода ПЦР, по данным других авторов, 
составляет от 80 до 100% (табл. 4), в 
нашем исследовании она была суще-
ственно ниже – 42,8%.

Низкая специфичность метода ПЦР 
относительно гистологии, очевидно, 
обусловлена большим числом ложно-
положительных результатов (40 лож-
ноположительных результатов против 
12). Это наблюдение подтверждается 

ранее проведен-
ными исследова-
ниями, в которых 
была показана 
высокая чувстви-
тельность метода 
ПЦР [21]. Так, в 
работе Ramírez-
Lázaro et al. [21] 
были исследо-
ваны биоптаты 
пациентов, у ко-
торых результаты 
гистологического 
анализа на нали-
чие H. pylori были 
отрицательными 
(n=52). У 25 из 52 
пациентов ПЦР в режиме реального 
времени дал положительные результа-
ты на наличие H. pylori (48%). Данный 
результат свидетельствует о том, что 
гистологический метод исследования 
не всегда выявляет наличие данной 
инфекции. Такое явление, вероятно, 
может объясняться тем, что метод 
ПЦР, основанный на детектировании 
ДНК, в отличие от гистологии не тре-
бует присутствия жизнеспособных бак- 

терий и может давать положительные 
результаты при отрицательных резуль-
татах гистологии.

Таким образом, в настоящее вре-
мя все еще не существует единого 
метода идентификации H. pylori со 
100%-ной чувствительностью и спец-
ифичностью. Для достижения высоких 
уровней операционных характеристик 
и эффективного определения наличия 
или отсутствия инфекции необходимо 

Таблица 3

Таблица 4

Перекрестный метод детекции H. pylori с помощью методов ПЦР и гистологии

Полученные 
результаты Перекрестные совпадения* Микс-значения**

Всего
ПЦР (+)/Г(+) ПЦР (-)/Г(-) ПЦР (+)/Г(-) ПЦР(-)/Г(+)

Количество об-
разцов (%) 74 (47,4%) 30 (19,2%) 40 (25,6%) 12 (7,7%) 156 (100%)

Итого 104 (66,6%) 52 (33,3%)
 

Примечание. * – количество совпадений с гистологией; ** – количество несовпадений 
с гистологией; ПЦР (+) – положительные результаты ПЦР; ПЦР (-) – отрицательные 
результаты ПЦР; Г (+) – положительные результаты гистологии; Г (-) – отрицательные 
результаты гистологии.

Рис.2. Объективные параметры информативности метода ПЦР по 
сравнению с гистологическим методом исследования

Сравнительный анализ чувствительности и специфичности метода ПЦР 
для детекции H. pylori 

Исследованные гастроду-
оденальные заболевания

Коли-
чество 

больных
Показатели 

информативности

Молекулярно-
генетический 

анализ (гастроби-
оптат),%

Литература

Хронический гастрит, 
язва желудка, аденокарци-

нома желудка

78 Чувствительность 100,0
[12]

Специфичность 90,0
Поверхностный гастрит, 

хронический гастрит, 
лимфоидные фолликулы, 

атрофия, метаплазия

52 Чувствительность 55,0
[18]

Специфичность 80,0

Диспепсия, заболевания 
верхних отделов желудоч-

но-кишечного тракта

328 Чувствительность 98,
[19]

Специфичность -
Диспепсия, хронический 

активный гастрит
95 Чувствительность 94,0 [11]Специфичность 100,0

Хронический гастрит, 
эрозии и язвы желудка

156 Чувствительность 86,0 Данное ис-
следованиеСпецифичность 42,8
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применение не одного, а нескольких 
методов диагностики H. pylori [12]. В 
связи с этим для успешной диагности-
ки H. pylori в Якутии рекомендуется ис-
пользование нескольких перекрестных 
методов исследования.
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