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Зі схем, які використовують для лікування 
інфекції Helicobacter pylori, найкращі резуль-

тати ерадикації отримують у разі використання 
інгібіторів протонної помпи (ІПП) у комбінації 
з двома антибіотиками, переважно з амоксици-
ліном та кларитроміцином або метронідазолом. 
Однак у 21 — 25 % випадків така схема терапії не-
ефективна [9]. У світі зростає первинна резис-
тентність до кларитроміцину. Це вважають 
основним чинником, який знижує ефективність 
антигелікобактерної терапії [5, 6]. Основною 
причиною відсутності чутливості H. pylori до 
макролідів є відсутність зв’язку препаратів з 23S 
рРНК-компонентом бактеріальної рибосоми че-
рез трансверсії аденін-гуанін у положенні 2142 і 
2143 та аденін-цитозин у позиції 2142, які вклю-
чені в пептидилтрансферази 23S рРНК [11].

Мета роботи — вивчити генетичні зміни 
H. pylori в зразках шлункових біоптатів H. pylori-
позитив них пацієнтів, які призводять до резис-

тентності до кларитроміцину і порівняти їх з да-
ними гістології.

У дослідження увійшли 90 H. pylori-пози тив-
них пацієнтів з хронічним гастритом типу В та ви-
разковою хворобою дванадцятипалої кишки, які 
проходили фіброгастродуоденоскопію (ФГДС) 
зі взяттям біопсій, отриманих з середньої части-
ни великої кривизни тіла шлунка та антрального 
відділу шлунка, для гістологічного дослідження 
та виконання полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР). Критерії виключення з дослідження: в 
анамнезі вживання кларитроміцину, наявність де-
компенсованої супутньої патології, вік до 18 років, 
обстеження в інших лікувально-профі лак тич них 
закладах, проживання за межами Він ниць кого ра-
йону, уживання антисекреторних препаратів за 
4  доби до дослідження, використання імуносупре-
сорів або хіміотерапевтичних, протизапальних 
препаратів, антагоністів Н2-ре цеп торів, антимі-
кробних препаратів і/або похідних нітроімідазолу 

Визначення чутливості Helicobacter 
pylori до кларитроміцину методом 
полімеразної ланцюгової реакції

Мета — оцінити генетичні зміни в зразках біоптатів шлунка у H. рylori-позитивних пацієнтів, які призво-
дять до резистентності до кларитроміцину, і порівняти їх з даними гістології.

Матеріали та методи. Проаналізовано 180 зразків 90 пацієнтів (по одному зразку до та після лікування). 
Застосовано метод полімеразної ланцюгової реакції, який дає змогу безпосередньо ідентифікувати мута-
ції у гені 23S рРНК H. pylori.

Результати. У групі хворих з вдалою ерадикацією виявлено 94,2 % штамів H. pylori дикого типу і 1,7 % 
мутацій, у групі з невдалим лікуванням — 10,0 % штамів дикого типу, 66,7 % мутацій і 23,3 % змішаних гено-
типів. У 17 випадках мутації корелювали зі слабким, у 14 — з помірним і у 5 — з вираженим запаленням, у 
21 випадку — з легкою, в 11 — з помірною і у 4 — з вираженою активністю.

Висновки. Генетична мінливість дає змогу виживати H. pylori у несприятливому середовищі, розвивати 
резистентність до антибактеріальних препаратів. Виявлено статистично достовірну кореляцію між мута-
ціями в гені гелікобактерної 23S рРНК і гістологічними параметрами гастриту, такими як тяжкість запа-
лення, активність гастриту, щільність заселення H. pylori.
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та/або сполук вісмуту менше 4 тижнів до початку 
досліджень, вагітні та жінки, що годували груддю, 
наявність кровотеч, алергіqні реакції на середни-
ки, плановані до застосування. Після першої 
ФГДС хворі отримували стандартну потрійну ан-
тихелікобактерну терапію на основі ІПП (езоме-
празол) плюс два антибіотики (кларитроміцин та 
амоксицилін) протягом 7 днів [7]. Через чотири 
тижні після закінчення лікування пацієнти прохо-
дили контрольну ФГДС з біопсією для гістологіч-
ного дослідження та ПЛР. Залежно від наявності 
чи відсутності у хворих H. pylori вони були розді-
лені на 2 групи: група А — 60 осіб, пролікованих 
успішно (26 чоловіків і 34 жінки, середній вік — 
(41,0 ± 11,8) року), група Б — 30 осіб, у яких тера-
пія була неефективною (14 чоловіків та 16 жінок, 
середній вік — (46,0 ± 9,2) року). 

При аналізі біопсійних зразків слизової обо-
лонки шлунка ми застосували метод ПЛР, який 
дає змогу безпосередньо ідентифікувати і мута-
ції в 23S рРНК H. pylori. Ми спробували провес-
ти кореляцію щільності розміщення H. pylori у 
слизовій оболонці з гістологічною картиною, ви-
значеною за Сіднейською класифікацією.

Досліджено 180 біоптатів (один до і один піс-
ля терапії дев’яноста пацієнтів), отриманих зі 
слизової оболонки шлунка. Виконували зрізи 
тканин (4 мкм завтовшки), які фарбували гема-
токсиліном та еозином для гістологічного 
дослід ження і визначення кишкової метаплазії 
за Май-Грюнвальд — Гімзою для ідентифікації 
H. pylori. Проведений напівкількісний опис гіс-
тологічної картини відповідно до Сіднейської 
класифікації [10]. Гістологічні зміни (запалення, 
активність, атрофія, кишкова метаплазія і коло-
нізація H. pylori) оцінювали за такими градація-
ми: легкий, помірний, тяжкий.

Для виявлення мутації в 23S рРНК H. pylori 
використано набір Helicobacter pylori real time 
PCR Kit (Clarithromycin resistance) (AnDiaTec 
GmbH & Co., Kornwestheim, Німеччина).

Етапи ПЛР:
1. Підготовка проб і виділення ДНК.
2. Підготовка суміші ферментів.
3. Ампліфікація і комбіноване виявлення 

ДНК-матриць з визначенням кривих плавлення.
4. Інтерпретація генотипів з використанням 

програмного забезпечення та аналіз кривої 
плавлення.

Ампліфікацію проводили на апараті qTower 2.0 
(Analytik Yena, Німеччина). Денатурацію здійс-
нювали за температури 95 °С, відпал праймерів — 
54 °С, елонгацію — 72 °С.

Значення кривих плавлення контролю наве-
дено у табл. 1.

Кількість бактерій для бактеріального зразка 
розраховували шляхом інтерполяції від стан-
дартної кривої. Для порівняння щільностей, 
отриманих методом ПЛР і гістологічно, значен-
ня, отримані при ПЛР, були перетворені в десят-
кове логарифмічне значення.

Для порівняння гістологічних параметрів Сід-
нейської класифікації з ураженнями генома і 
бактеріальною щільністю використано непара-
метричний критерій Крускала — Уолліса. Для 
оцінки кореляції між щільністю геномів H. pylori 
і розподілом H. pylori в біопсійних зразках роз-
раховували коефіцієнт рангової кореляції Спір-
мена. Значення р < 0,05 розглядали як статис-
тично достовірне.

Гістологічні дані наведено в табл. 2.
Пряме виявлення мутації, які спричинили ре-

зистентність до кларитроміцину Helicobacter py-
lori real time PCR Kit (Clarithromycin resistance) 
(AnDiaTec GmbH & Co., Kornwe stheim, Німеччи-
на) для детекції точкових мутацій у гені 23S 
рРНК застосовано для визначення резистент-
ності до кларитроміцину у 180 зразків біоптатів 
шлунка до і після антигелікобактерної терапії 
(група А — 120 зразків, група Б — 60 зразків). У 
3 біопсійних зразках з групи А не отримано про-
дуктів ампліфікації через фрагментовану ДНК. 
Унаслідок проведення ПЛР та аналізу екстра-
ктів ДНК контрольних штамів H. pylori отрима-
но криві плавлення з температурами плавлення, 
описаними вище.

У табл. 3 представлені дані щодо кількості му-
тацій у гені 23S рРНК H. pylori.

У групі А в 1 випадку виявлено мутацію в гені 
23S рРНК, ще в 1 випадку — змішаний генотип, 
хоча ерадикаційна терапія в усіх пацієнтів групи 
А була ефективною.

У 20 H. pylori-позитивних кларитроміцин-ре-
зис  тент них пацієнтів групи Б установлено муто-
вані штами H. pylori. У 7 з 30 пацієнтів (23,3 %) 
результати ПЛР свідчили про наявність як дико-
го типу, так і мутантних (змішаних) генотипів. У 

Таблиця 1. Аналіз кривих плавлення контролю, °C

Варіант контролю Канал F2/F1 Канал F3/F1

Дикий тип 64,5 ± 1 60,5 ± 1

Мутований тип 59,5 ± 1 66,5 ± 1

Негативний Кривої немає Кривої немає
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всіх цих випадках штами H. pylori були резис-
тентні до кларитроміцину.

Криві плавлення, отримані з екстракту ДНК 
H. pylori пацієнтів зі змішаними (дикого типу і 
мутовані) бактеріальними генотипами, наведено 
на рисунку.

Порівняння генетичних змін і даних гістології

Виявлено статистично значущий зв’язок між 
майже всіма параметрами Сіднейської класифі-
кації і мутаціями гена 23S рРНК H. pylori, крім 
атрофії і кишкової метаплазії (див. табл. 3). Так, 
у 17 випадках мутації корелювали зі слабким, у 
14 — з помірним і у 5 — з вираженим запаленням; 
у 21 випадку — з легкою, в 11 — з помірною і у 4  — 
з вираженою активністю. Щільність розміщення 
H. pylori на слизовій оболонці корелювала зі змі-
неними генотипами, особливо при колонізації 
слабкого і помірного ступеня (22 і 12 випадків 
відповідно). Лише 2 випадки з вираженою коло-
нізацією були спричинені бактеріями зі зміша-
ним генотипом на відміну від випадків з колоні-
зацією легкою і середнього ступеня, спричинених 
9 змішаними генотипами у пацієнтів обох груп.

Кількісне визначення щільності заселення 
бактеріями слизової оболонки 

Гістологічним методом ми виявили, що щіль-
ність розміщення H. pylori була більшою в антру-

мі, ніж у тілі шлунка. Методом ПЛР цей параметр 
оцінено на 64 ПЛР-позитивних зразках. Його ве-
личина становила від 30 до 65 000 ДНК бактерій у 
зразку біоптата. Виявлено значуща кореляція між 
ступенем бактеріальної щільності, оціненою за до-
помогою ПЛР та гістології, особливо між класами 
1 і 3 (p < 0,001). Середня щільність геномів H. py-
lori була вищою при легкому (р < 0,05), помірному 
(p < 0,001) і тяжкому (р < 0,001) ступені гістоло-
гічних змін без достовірних відмінностей між су-
сідніми ступенями. Виявлено геноми H. pylori у 
невеликих кількостях у чверті зразків, тоді як гіс-
тологічно мікроорганізми не виявлялись.

Оціночна шкала, застосована у нашому дослід-
женні, яка ґрунтується на Сіднейській класифі-
кації, дала змогу об’єктивно оцінити гістологіч-
ну картину гелікобактерного гастриту і ефектив-
ність лікування. Методом ПЛР можна було ви-
явити щонайменше 30 бактеріальних клітин 
(близько 60 копій гена H. pylori) у зразках шлун-
кових біоптатів, що свідчить про високу чутли-
вість цього методу.

Таблиця 3. Мутації у гені 23S рРНК H. pylori 

Генотип
Кількість хворих

 Група A* Група Б

Дикий тип 55 (96,5 %) 3 (10,0 %)

Мутація 23S рРНК 1 (1,8 %) 20 (66,7 %)

Змішаний генотип 1 (1,8 %) 7 (23,3 %)

* У 3 біопсійних зразках групи А ампліфікації отримано не 
було через неадекватну або фрагментовану ДНК.

Рисунок. Криві плавлення, отримані з екстрактів 
ДНК пацієнтів, інфікованих змішаними 
генотипами H. pylori: температура плавлення 
чутливого генотипу — 60,5 °C, стійкого — 66,5 °C.

Таблиця 2. Розподіл біопсійних зразків залежно від тяжкості гелікобактерного гастриту 
за оновленою Сіднейською класифікацією 

Тяжкість виявів Слабка Помірна Тяжка Усього

Група A Б A Б A Б А Б

Запалення 71 (59,2 %) 25 (41,7 %) 35 (29,2 %) 29 (48,3 %) 2 (1,7 %) 6 (10,0 %) 108 60

Активність 70 (58,3 %) 36 (60,0 %) 25 (20,8 %) 19 (31,7 %) 2 (1,7 %) 5 (8,3 %) 97 60

Атрофія 64 (53,3 %) 31 (51,7 %) 30 (25,0 %) 27 (45,0 %) 2 (1,7 %) 0 (0,0 %) 96 58

Кишкова метаплазія 28 (23,3 %) 19 (31,7 %) 16 (13,3 %) 5 (8,3 %) 7 (5,8 %) 3 (5,0 %) 51 27

Щільність H. pylori 34 (28,3 %) 37 (61,7 %) 21 (17,5 %) 16 (26,7 %) 6 (5,0 %) 7 (11,7 %) 61 60
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У нашому дослідженні найчастіше (у 90 % ви-
падків) траплялася точкова мутація з переходом 
аденін-гуанін (2142 — 2143). Ця мутація перева-
жає серед штамів H. pylori в Європі (понад 85 % 
випадків) [8]. Той факт, що у 3 із 30 випадків у 
групі Б не виявлено генетичних змін, можна по-
яснити наявністю інших мутацій ( наприклад, 
A2115Г, Г2141A, Т2147Г тощо), які також можуть 
бути пов’язані з резистентністю до кларит-
роміцину, або механізмів, не зв’язаних з генетич-
ною послідовністю 23S рРНК (наприклад, наяв-
ність ефлюкс-механізму), котрі можуть відігра-
вати важливу роль у формуванні резистентності.

Цікаво було дослідити, чи зберігається штам 
після лікування. Якщо з’являється новий штам, 
то чи пов’язане це явище з резистентністю до 
кларитроміцину? Проведені експерименти з ге-
нотипування засвідчили, що у разі, якщо штам 
чутливий до попереднього лікування, то невдачі 
ерадикації пов’язані або зі збереженням штаму, 
або з появою нового штаму.

Нам вдалося виявити наявність мутантного 
штаму серед диких штамів на рівні менше ніж 
12 %. Фактично у 16 із 42 випадків генетичних 
змін зафіксовано змішаний генотип H. pylori, 
який складався з мутантних штамів і штамів ди-
кого типу. У дослідженні Е. Cambau та співавт. 
понад 30 % штамів H. pylori, наявних у зразках 
шлункової біопсії, були змішаними [4]. Можна 
припустити, що або різні штами співіснують у 
слизовій оболонці шлунка, або в одного і того са-
мого штаму існують як мутантні алелі, так і алелі 
дикого типу. У чотирьох випадках серед чутли-
вих до кларитроміцину штамів H. pylori також 
вдалося виявити наявність як дикого штаму, так 
і мутантів аденін-гуанін та аденін-цитозин. Цей 
факт можна пояснити тим, що або стійкі штами 
були наявні у невеликій кількості, або два гено-
типи можуть відповідати різним алелям гена 23S 
рРНК одного штаму.

При порівнянні генетичних і гістологічних да-
них, ми виявили значну статистично достовірну 
кореляцію між генетичними змінами та гістоло-
гічними характеристиками гастриту, такими як 
тяжкість запалення, активність і щільність засе-
лення бактеріями (р < 0,05). Як показали наші 
досліди, накопичення мутації і/або змішання ге-
нотипів поширені серед пацієнтів з м’якою і по-
мірною активністю запалення.

Ми також застосували кількісну ПЛР для під-
рахунку кількості клітин H. pylori. Цей спосіб 
дає змогу надійно визначати від 30 бактерій і 
більше у біопсійних зразках. Установлено, що 
щільність заселення мікроорганізмами, визначе-
на за допомогою ПЛР, статистично достовірно 

корелює з напівкількісною гістологічною оцін-
кою. Вимірювання щільності заселення геліко-
бактерами слизової оболонки може бути корис-
ним, коли тяжкість інфекції має клінічне або па-
тологічне значення.

Найбільш вражаючим результатом нашого до-
слідження було те, що майже в усіх випадках з 
ерадикацією H. pylori, які були гістологічно не-
гативними, при аналізі ПЛР виявлено різні кіль-
кості ДНК H. pylori. Ми припустили, що, можли-
во, це форми гелікобактерів, які не визначаються 
при фарбуванні гематоксиліном та еозином або 
за Гімзою. Відомо, що H. pylori існує у двох фор-
мах: активній вигнутій формі, яка ділиться, і ко-
коподібній [3]. З’являється дедалі більше свід-
чень того, що остання форма є не просто дегене-
ративним морфологічним виявом, невидимим 
під час мікроскопічного дослідження, а живою і, 
можливо, метаболічно активною [3]. У такому 
разі концентрації антибіотиків повинні бути ви-
щими і підтримуватись довше, оскільки це по-
трібно не лише для того, щоб убити позаклітинні 
мікроорганізми, а й щоб проникнути в епітелі-
альні клітини для ліквідації внутрішньоклітин-
них H. pylori. Схожі результати отримані в дос-
лід женні S. Gazi та співавт. [5].

Виживати H. pylori у несприятливому середо-
вищі дає змогу генетична мінливість, яка також 
дає можливість H. pylori розвивати резистент-
ність до антибактеріальних препаратів.

Виявлено статистично достовірну кореляцію 
між мутаціями в гені гелікобактерної 23S рРНК 
і гістологічними параметрами гастриту, такими 
як тяжкість запалення, активність гастриту, 
щільність заселення H. pylori.

Накопичення мутацій і/або змішаного геноти-
пу поширені переважно серед пацієнтів з м’якою 
і помірною активністю запалення. Ці дані дають 
підставу припустити, що наявність обох стійких 
і сприйнятливих до кларитроміцину штамів 
H. pylori може бути причиною невдалої терапії.

Щільність заселення H. pylori слизової обо-
лонки шлунка корелює з накопиченням генетич-
них уражень, які призводять до резистентності 
до кларитроміцину.

Перспективи подальших досліджень. Необхід-
но провести дослідження з більшою кількістю 
обстежених для визначення рівня у популяції ін-
фікованості гелікобактерами з мутованими гено-
типами, а також вивчення методом ПЛР резис-
тентності H. pylori до інших антигелікобактер-
них препаратів.
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Определение чувствительности Helicobacter pylori  
к кларитромицину методом полимеразной цепной реакции
Цель — оценить генетические изменения в образцах биоптатов желудка у H. pylori-положительных паци-
ентов, которые приводят к резистентности к кларитромицину, и сравнить их с данными гистологии.

Материалы и методы. Проанализированы 180 образцов 90 пациентов (по одному образцу до и после 
лечения). Применили метод полимеразной цепной реакции, позволяющий непосредственно иденти-
фицировать мутации в гене 23S рРНК H. pylori.

Результаты. В группе больных с удачной эрадикацией выявлено 94,2 % штаммов H. pylori дикого типа и 
1,7 % мутаций, в группе с неудачным лечением — 10,0 % штаммов дикого типа, 66,7 % мутаций и 23,3 % сме-
шанных генотипов. В 17 случаях мутации коррелировали со слабым, в 14 — с умеренным и в 5 — с выра-
женным воспалением, в 21 случае — с легкой, в 11 — с умеренной и в 4 — с выраженной активностью.

Выводы. Генетическая изменчивость позволяет выживать H. pylori в неблагоприятной среде, разви-
вать резистентность к антибактериальным препаратам. Выявлена статистически достоверная корре-
ляция между мутациями в гене хеликобактерной 23S рРНК и гистологическими параметрами гастрита, 
такими как тяжесть воспаления, активность гастрита, плотность заселения H. pylori.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, полимеразная цепная реакция, резистентность, кларитромицин.
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Clarithromycin sensitivity test for Helicobacter pylori  
with polymerase chain reaction
Objective — to assess the genetic changes in the gastric biopsy specimens of H. pylori-positive patients, result-
ing in the clarithromycin resistance and to compare them with histological data.

Materials and methods. The analysis has been performed on 180 specimens from 90 patients (one specimen 
before the treatment, and one after it). The polymerase chain reaction (PCR) was used, which allows direct iden-
tification of different mutations in the 23S rRNA of H. pylori.
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Results. In the group of patients with successful eradication 94.2  % of the wild type strains of H. pylori were 
identified, and 1.7  % of mutations. In the group with treatment failure there were 10  % of wild-type strains, 
66.7  % of mutations and 23.3  % of mixed genotype. In 17 cases, the mutations correlated with low grade inflam-
mation, in 14 case with moderate and in 5 cases with severe inflammation; in 21 cases, the mutations correlated 
with mild activity, in 11 cases with moderate, and 4 cases with severe activity.

Conclusions. The genetic variability of H. pylori allows the bacteria to survive in a rather hostile environment. 
This affects the ability of H. pylori to develop resistance to antibiotics. The authors established statistically sig-
nificant correlation between mutations in the 23S rRNA of H. pylori with histological parameters of gastritis.

Key words: Helicobacter pylori, polymerase chain reaction, resistance, clarithromycin.
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