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Резюме
Цель исследования. Изучить первичную резистентность H. pylori к кларитромицину жителей Гомельской об-
ласти методом полимеразной  цепной реакции в реальном времени (ПЦР РВ) с использованием TaqMan®  
MGB-зондов.
Материалы и методы. В исследование включено 184 пациента с диагнозом гастрита и дуодениа, K29, ме-
диана возраста — 48,5 года (25 и 75 % — 37 и 61 год). Согласно анкетным данным пациентов, эрадикационная 
терапия с применением кларитромицина не проводилась. Для определения резистентности H. pylori к кларитро-
мицину использовали метод ПЦР РВ с применением TagMan®  MGB-зондов.
Результаты. Все 184 исследуемых образца ДНК были положительными по гену Rnase P (ВКО) и учитыва-
лись при дальнейшем анализе (Ct, HEX 20,20–34,14). ДНК гена cagH (Ct, FAM 21,26–33,04), свидетельствующая 
об инфицировании бактерией, подтверждена в 152 образцах (82,6 %). ДНК гена 23SrRNA (точечные мутации 
A2142G и A2143G) выявлена  в 16 из 152 образцов ДНК — 10,5 % (Ct, Hex 20,24–31,17). Заведомо положитель-
ные контрольные пробы имели характерный рост кривых по соответствующим каналам  детекции, в заведомо 
отрицательных — рост кривых не отмечен.
Заключение. Первичная резистентность Н. pylori к кларитромицину у жителей Гомельской области состави-
ла 10,5 %, и применение тройной эрадикационной терапии первой линии, включающей ИПП, амоксициллин и 
кларитромицин, в качестве эмпирической в данном регионе согласуется с рекомендациями Mаастрихт III-VI и 
постановлением Министерства здравоохранения Республики Беларусь от 01.06.2017 № 54: клинический про-
токол «Диагностика и лечение пациентов с заболеваниями органов пищеварения». Применение ПЦР РВ с ис-
пользованием TaqMan® MGB-зондов обосновано для определения резистентности  H. pylori к кларитромицину, 
назначения индивидуализированного лечения и оценки эффективности схем эрадикации.
Ключевые слова: H. pylori, праймеры, полимеразная цепная реакция в реальном времени, TaqMan® MGB-зон-
ды, резистентность 
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Abstract
Objective. To study primary resistance of H. pylori to clarithromycin in residents of Gomel region by real-time polymerase 
chain reaction (PCR RT) using TaqMan® MGB probes.
Materials and methods. The study included 184 patients diagnosed with gastritis and duodenitis, K29, median age 
48.5 years (25% and 75% were 37 and 61 years old). According to the patients’ questionnaires, no clarithromycin-based 
eradication therapy was administered. To determine the resistance of H. pylori to clarithromycin, a PCR RV method 
using TagMan® MGB probes was used.
Results. All 184 tested DNA samples were positive for the Rnase P gene (ICS) and were considered in further analysis 
(Ct, HEX 20.20-34.14). DNA from the cagH gene (Ct, FAM 21.26-33.04), indicating infection with the bacterium, was 
confirmed in 152 samples (82.6%). DNA from the 23SrRNA gene (point mutations A2142G and A2143G) was detected 
in 16 of 152 DNA samples - 10.5 % (Ct, Hex 20.24-31.17). The positive control samples had characteristic curve growth 
in the corresponding detection channels; no curve growth was observed in the negative samples.
Conclusion. The primary resistance of H. pylori to clarithromycin in the residents of Gomel region was 10.5%, and the 
use of triple first-line eradication therapy, including PPIs, amoxicillin and clarithromycin, as empirical in this region is 
consistent with the Maastricht III-VI recommendations and Decree of the Ministry of Health of the Republic of Belarus 
of 01.06.2017 № 54: clinical protocol “Diagnosis and treatment of patients with digestive diseases.” The use of PCR 
RT using TaqMan® MGB probes is justified to determine the resistance of H. pylori to clarithromycin, to prescribe 
individualized treatment and to evaluate the effectiveness of eradication regimens.
Keywords: H.pylori, primers, real-time polymerase chain reaction, TaqMan® MGB probes, resistance, clarithromycin
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Введение
Резистентность H. pylori к антибиотикам яв-

ляется основной причиной безуспешной эра-
дикации в клинической практике. Раннее выяв-
ление резистентности необходимо для выбора 
антибактериальных лекарственных средств и 
повышения эффективности лечения [1]. Наибо-
лее эффективным препаратом, применяемым 
для лечения инфекции Н. pylori, является клари-
тромицин — полусинтетический 14-членный ма-
кролид, производное эритромицина А, разрабо-
танный фармацевтической компанией «Taisho» 
(Япония) в 1991 г. в сочетании с амоксициллином 
или метронидазолом и обязательно с антисекре-
торными препаратами (ингибиторами протонного 
насоса, H2-блокаторами). Наличие метоксигруп-

пы в 6-й позиции лактонного кольца придает ему 
повышенную кислотостабильность и улучшен-
ные по сравнению с эритромицином антибакте-
риальные и фармакокинетические свойства [2]. 
Резистентность H. pylori к кларитромицину об-
условлена главным образом заменой аденина 
на гуанин в позициях 2142 и 2143 и трансвер-
сией аденина на цитозин в позиции 2142, кото-
рые включены в пептидилтрансферазный цикл  
23S rRNA.  Мутация А к G в положении 2142 или 
в положении 2143 и мутация A к C в положении 
2142 наиболее часто встречаются в резистент-
ных штаммах Н. pylori Европы и Азии и составля-
ют 69,8, 11,7 и 2,6 % соответственно [3].  

В регионах с низким уровнем резистентности 
к кларитромицину (< 15 %) тройная терапия: ин-
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гибитор протонной помпы (ИПП), кларитромицин 
+ амоксициллин и висмутсодержащая квадроте-
рапия (ИПП + висмут + тетрациклин + метрони-
дазол) рассматриваются в качестве схем первой 
линии и могут назначаться эмпирически  [4, 5, 6].  

«Золотым стандартом» определения чув-
ствительности к антибиотикам являются фено-
типические методы, применительно к Н. pylori — 
метод  разведения в агаре. Данный метод имеет 
существенные недостатки для применения в 
практической лаборатории обычной клиники: 
cложен в исполнении, трудоемок, требует опыта 
персонала, cоответственно, существует потреб-
ность в независимых от получения культуры ме-
тодах прогнозирования устойчивости к антибио-
тикам [7]. Разработанная в 1983 г. K. Мюллисом 
технология амплификации (многократного копи-
рования) небольших количеств образцов дезок-
сирибонуклеиновой кислоты (ДНК) увеличивает 
количество копий исходной пробы в миллионы 
раз в течение нескольких часов [8] и позволяет 
не только выявлять искомую ДНК, но и проводить 
генотипирование  и дальнейшее секвенирование 
(определение последовательности нуклеоти-
дов в цепочке ДНК) [9]. Изучение молекулярно-
го механизма устойчивости выявило множество 
мутаций, ответственных за развитие резистент-
ности H. pylori к используемым для лечения ле-
карственным средствам и привело к разработке 
молекулярных тестов определения резистент-
ности. Протокол TaqMan-зондов основан на вы-
щеплении 5’-концевой метки с использовани-
ем 5’-экзонуклеазной активности полимеразы.  
В реакционную смесь добавляют ДНК-зонды, в 
состав которых входят флуоресцентная метка в 
5’-положении, гаситель флуоресценции в 3’-по-
ложении, а также фосфатная группа в 3’-поло-
жении. Эти зонды имеют места посадки внутри 
амплифицируемой области. Гаситель поглощает 
испускаемое флуоресцентной меткой излучение, 
а фосфатная группа в 3’-положении блокиру-
ет полимеразу. При проведении ПЦР на стадии 
отжига праймеров ДНК-зонд присоединяется к 
комплементарной цепи ДНК, и чем больше об-
разуется продуктов амплификации в ходе ПЦР, 
тем больше молекул зондов свяжется с соответ-
ствующими ампликонами. На стадии элонгации 
полимераза синтезирует комплементарную цепь 
ДНК и при достижении зонда начинает его рас-
щеплять благодаря наличию 5’-экзонуклеазной 
активности, в результате происходит разъедине-
ние флуоресцентной метки и гасителя и увели-
чение детектируемого свечения [10, 11]. В струк-
туру TaqMan®-зонда входит связывающийся с 
малой бороздкой ДНК MGB (minor groove binder) 
фрагмент на 3’ конце, который повышает темпе-
ратуру плавления зонда и стабилизирует гибрид 

«зонд-мишень», благодаря чему TaqMan®-зон-
ды могут быть гораздо короче обычных зондов, 
обеспечивая лучшую дискриминацию мишеней 
и возможность их большего выбора. Также в 
структуру TaqMan®-зондов включен нефлуорес-
центный гаситель NFQ (Nonfluorescent quencher), 
абсорбирующий сигнал от флуоресцирующих 
красителей на другом конце пробы. Это свойство 
NFQ в сочетании с короткой длиной зондов с 
MGB снижает фоновый сигнал и приводит к по-
вышению специфичности и точности полученных 
результатов [12, 13].  

Цель исследования 
Изучить первичную резистентность H. pylori 

к кларитромицину жителей Гомельской обла-
сти методом полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени с использованием 
TaqMan® MGB-зондов. 

Материалы и методы
В исследование включено 184 пациента с 

диагнозом гастрита и дуоденита, K29,  медиана 
возраста — 48,5 года (25 и 75 % — 37 и 61 год). 

Согласно анкетным данным, эрадикацион-
ная терапия H. pylori с применением кларитро-
мицина пациентам не проводилась. Получен-
ный биологический материал (кусочки ткани 
объемом не более 5 мм3) вносили в пробирки 
объемом 1,5 мл типа «Eppendorf», содержащие 
200 мкл стерильного физиологического раство-
ра и транспортировали в лабораторию. При 
невозможности немедленной доставки проб 
их сохраняли в холодильнике при температуре 
2–8 °С в течение 3 суток [14]. Далее проводи-
ли выделение тотальной ДНК по разработанной 
методике с применением протеиназы К. С этой 
целью рекомендуемый производителем прото-
кол выделения ДНК комплекта реагентов «ПРО-
БА–НК» (производства ООО «НПО ДНК-Техно-
логия», Россия) дополняется предварительным 
этапом лизиса биоптата желудка раствором, 
содержащим протеиназу К (20 мг/мл), при тем-
пературе 56 °С в течение 1–2 часов. После про-
ведения выделения количество ДНК определяли 
фотометрически; препараты ДНК, отвечающие 
стандартным требованиям, использовали для 
проведения ПЦР РВ. Дизайн исследования 
включал выявление в образце ДНК непосред-
ственно H. pylori (cagH), определение мутаций 
A2143G, A2142G (HP23SRNA), определение ВКО 
(внутреннего контрольного образца — Rnase P). 
Для выполнения исследования использовались 
синтезированные по нашему заказу праймеры и 
флуоресцентные зонды (таблица 1), а также пре-
микс   ArtMix ДНК полимераза 2x производства 
ООО «АртБиоТех» (Республика Беларусь). 
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Таблица 1. Праймеры и зонды для ПЦР РВ  
Table 1. Primer and probe sequences for PCR RT 

Наименование гена Наименование праймера и зонда, последовательность  (5’-3’) Продукт
(н. п.) Генный банк, №

RnaseP RnaseP-F 5’AGATTTGGACCTGCGAGCG 3’
RnaseP-R 5’GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 3’
RnaseP-PHex - TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG3’ MGB  

71 U77665.1

cagH cagH-F 5’ TTATGTTAGAAATCGCTTGAGTGTCA3’
cagH-R 5’ CGCTTCTCAAATGATACTTAATCAATC3’
cagH-P 5’FAM-AGGTGCTAGTAGCTAATC3’MGB

98 FR666857.1

23SrRNA HP23S- F 5’TTCAGTGAAATTGTAGTGGAGGTG3’
HP23S-R5’ TCCCATTAGCAGTGCTAAGTTGTA3’
HP23S-AA 5’ FAM-AGACGGAAAGACC3’MGB
HP23S-GA5’ HEX -AGACGGGAAGACC3’MGB
HP23S-AG 5’ HEX-AGACGGAGAGACC3’MGB

98 NR076155.1

Смесь реагентов для амплификации гена 
cagH и Rnase P состояла из 10,0 мкл премикс 
ArtMix ДНК полимераза 2x, 2 мкл смеси прайме-
ров, 0,8 мкл зонда и деионизованной воды до 
объема 15 мкл, образец ДНК — 5 мкл. Смесь ре-
агентов для амплификации гена 23SRNA состо-
яла из 10,0 мкл премикс ArtMix ДНК полимераза 
2x, 2 мкл смеси праймеров, 2,4 мкл смеси зон-
дов и деионизованной воды до объема 15 мкл, 
образец ДНК — 5 мкл. Концентрация каждого 
праймера и зонда составляет 10,0 пмоль/мкл. 
Программа амплификации включала: 95 °С —  
2 минуты (1 цикл); 95 °С — 15 секунд, 60 °С —  
45 секунд (40 циклов) → считывание сигнала в 
конце каждого цикла [15]. Дополнительно в поста-
новку включали ОКО (отрицательный образец, 
дистиллированная вода), предназначенный для 
выявления артефактов в ходе реакции, и поста-
новку NTC (холостой пробы). Также в постановку 
включали ПКО (заведомо положительные об-
разцы по каждому из генов). Анализ результатов 
проводили по каждому из образцов согласно рас-
считанным программой пороговым линиям для 
всех кривых амплификации по соответствующе-
му каналу флуоресцентной детекции и визуаль-
но, амплификатор СFX 96 С1000 Touch (BioRad, 
США).   Образец считали положительным, если 
в таблице результатов пороговых циклов по де-
тектируемым каналам определено значение Ct и 
кривая флуоресценции данного образца пересе-
кает пороговую линию на участке характерного 
экспоненциального подъема флуоресценции. 

Полученные результаты интерпретировали 
следующим образом:

Наличие характерной кривой по каналу де-
текции HEX для Rnase P — выявлен фрагмент 

гена Rnase P (ВКО) — образец подлежит даль-
нейшему анализу; наличие характерной кривой 
по каналу детекции FAM для cagH — выявлена 
ДНК Н. pylori; наличие характерной кривой по ка-
налу детекции FAM для 23SrRNA — резистент-
ность к кларитромицину отсутствует; наличие 
характерной кривой по каналу детекции HEX для 
23SrRNA — выявлена резистентность к клари-
тромицину.

Наличие характерных кривых хотя бы по 
одному из детектируемых каналов (FAM, НЕХ) 
в образцах ОКО и NTC cвидетельствует о за-
грязнении реакционной смеси или расходных 
материалов (ложноположительные образцы, 
постановка некорректна). Отсутствие характер-
ного роста кривой по каналу HEX для RnaseP 
(ВКО) cвидетельствует об ингибировании ПЦР 
или недостаточном количестве биологического 
материала (ложноотрицательные образцы, не 
подлежат учету).

Статистический анализ
Результаты представлены в виде частоты ре-

зистентности к конкретному гену (в процентах). 

Результаты и обсуждение  
Все исследуемые образцы ДНК являлись 

положительными по гену Rnase P (ВКО) и учи-
тывались при дальнейшем анализе (Ct, HEX 
20,20–34,14). Заведомо положительные кон-
трольные пробы имели характерный рост кривых 
по соответствующим каналам детекции, в заве-
домо отрицательных — рост кривых не отмечен. 
ДНК гена cagH (Ct, FAM 21,26-33,04), cвидетель-
ствующая об инфицировании бактерией, под-
тверждена в 152 образцах (82,6 %) (рисунок 1).
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____cagH,   ___Rnase P

 Рисунок 1. Кинетические кривые анализа гена cagH  и Rnase P
Figure1. Kinetic curves of cagH and Rnase P gene analysis 

ДНК гена 23SrRNA (точечные мутации 
A2142G и A2143G) выявлена в 16 из 152 образ-
цов ДНК. Резистентность Н. pylori к кларитро-

мицину составила 10,5 % (Ct, Hex 20,24-31,17) 
(рисунок 2). 

____ 23SrRNA

Рисунок 2. Кинетические кривые анализа гена 23SrRNA
Figure 2. Kinetic curves of 23SrRNA gene analysis

Тройная эрадикационная терапии первой ли-
нии, включающая ИПП, амоксициллин и клари-
тромицин, в течение 7–10 дней (1996 г.) являлась 
успешной у 80 % пациентов, и данная схема при-
менялась повсеместно [16], cнизившись с тече-
нием времени до 60 %,  и прямо коррелирующей 
с возросшей резистентностью к кларитромицину 
[17, 18]. Результаты многоцентровых исследова-
ний показали, что при наличии чувствительности 
к препарату эффективность эрадикации состав-
ляет почти 88 %, а развитие резистентности к 

кларитромицину понижает ее до 18,3 % [19]. В 
настоящее время стандартная тройная терапия 
эффективна (более 90 %) в регионах, где уро-
вень резистентности к кларитромицину не пре-
вышает 10 % [20], однако к 2013 г. резистентность 
во многих странах превысила критические 20 % 
[21]. Следует отметить, что зарегистрированный 
нами ранее (2006–2012 гг.) уровень первичной 
резистентности к кларитромицину в Гомельской 
и Витебской области составлял 5,2 %  [22]. 
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В рекомендациях Mаастрихт VI отображены 
стратегии по повышению эффективности суще-
ствующих схем эрадикационной терапии: уве-
личение продолжительности лечения тройной 
терапией до 14 дней; использование более вы-
соких доз ИПП или вонопразана (калий-конку-
рентный блокатор секреции соляной кислоты); 
использование схемы из четырех препаратов; 
добавление пробиотиков [6]. Механизмы устой-
чивости H. pylori к антибиотикам в настоящее 
время в значительной степени изучены. Выя-
вить резистентность к антибиотикам возможно 
путем обнаружения различных мутаций или дру-
гих генетических изменений, и корреляция меж-
ду генотипами и фенотипами может быть как от-
носительно простой (прямо пропорциональной, 
например, для кларитромицина и фторхиноло-
нов), так и очень сложной (например, для ме-
тронидазола). Точность методов молекулярной 
диагностики  для прогнозирования устойчиво-
сти к антибиотикам сильно различается между 
различными антибиотиками, но устойчивость 
к кларитромицину, лишь за очень немногими 
исключениями, возникает из-за мутаций в гене  
23S рРНК, главными из которых являются 
A2143G, A2142G и A2142C. Так как данные 
мутации отвечают почти за всю клиническую 
резистентность, ПЦР или секвенирование обо-
снованы и применимы для определения рези-
стентности к кларитромицину [6, 23].

Заключение 
Первичная резистентность Н. pylori к кла-

ритромицину в Гомельской области составила 
10,5 %, и применение тройной эрадикационной 
терапии первой линии, включающей ИПП, амок-
сициллин и кларитромицин, в качестве эмпи-
рической в данном регионе согласуется с реко-
мендациями Mаастрихт III-VI и постановлением 
Министерства здравоохранения Республики Бе-
ларусь от 01.06.2017 № 54: клинический  прото-
кол «Диагностика и лечение пациентов с заболе-
ваниями органов пищеварения». 

Современные молекулярные методы, такие 
как ПЦР и особенно ПЦР РВ, секвенирование, в 
практике клинических лабораторий должны быть 
направлены на определение резистентности в 
конкретном регионе, что обеспечит целесообраз-
ность использования лекарственных средств, 
а также позволит проводить динамическое на-
блюдение за уровнем резистентности,  назна-
чать индивидуализированную эрадикацион-
ную терапию. Метод ПЦР РВ с использованием 
TaqMan® MGB-зондов  характеризуется высокой 
чувствительностью и специфичностью, cтандар-
тизован, что особенно важно при ко-инфекциях с 
устойчивыми и чувствительными к кларитроми-
цину  штаммами, непродолжителен по времени 
и соответствует рекомендованным Mаастрихт  
VI методам определения резистентности Н. pylori 
к кларитромицину.
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