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Область применения 

Настоящие клинические рекомендации определяют алгоритмы микробиологической 

диагностики геликобактерной инфекции и определения чувствительности Helicobacter pylori к 

антимикробным препаратам. 

 

Термины и сокращения 

 

АМП – антимикробные препараты 

ИПП – ингибиторы протонной помпы 

МПК – минимальная подавляющая концентрация 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в режиме реального времени 

ЭГДС – эзофагогастродуоденоскопия 

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility testing (Европейский комитет по 

определению чувствительности к антимикробным препаратам) 

IARС – International Agency for Research on Cancer (Международное агентство по изучению 

рака) 

 

Введение 

Открытие в 1981 году Helicobacter pylori и определение роли этого микроорганизма в 

развитии гастрита, язвенной болезни желудка и двенадцатиперстной кишки явилось отправной 

точкой в революции терапии гастродуоденальных заболеваний [1]. Изучение патогенных 

свойств H. pylori привело к переосмыслению взглядов на патогенез не только хронического 

гастрита и язвенной болезни, но и некардиального рака желудка, MALT-лимфомы [2-6]. По 

оценке D. Forman [7], до 75% случаев рака желудка в развитых странах, и около 90% в 

развивающихся странах связано с H. pylori-инфекцией. В 1994 г. Международное агентство по 

изучению рака (IARС) отнесло геликобактерную инфекцию к канцерогенам первого класса [8]. 

Кроме того, имеются данные о связи между H. pylori инфекцией и рядом негастродуоденальных 

заболеваний, в частности железодефицитной анемией, идиопатической тромбоцитопенической 

пурпурой, а также дефицитом витамина В12 [9-12]. 

На сегодняшний день H. pylori-инфекция является одной из наиболее распространенных 

бактериальных инфекций человека. По данным ряда авторов, около 50% населения земного 

шара (более трех миллиардов человек) инфицировано этим микроорганизмом, причем в 

развивающихся странах частота инфицирования значительно выше [13-15]. Так в Российской 

Федерации уровень инфицирования H. pylori взрослого населения составляет более 80% [16]. С 

момента открытия H. pylori прошло более 30 лет. За это время разработано большое количество 

различных лабораторных методов, позволяющих диагностировать геликобактерную инфекцию. 

Однако ни один из них не является универсальным. Чувствительность каждого из методов 

зависит от множества факторов, особенностей течения заболевания, предшествующей терапии. 

Все существующие на сегодняшний день методы лабораторной диагностики H. pylori делятся 

на инвазивные и неинвазивные. 
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К неинвазвным методам относятся: 

 дыхательный тест с мочевиной, меченой 
13

С – считается эталонным и рекомендован как 

для первичной диагностики, так и для контроля успешности эрадикации; 

 определение антигена H. pylori в кале; 

 определение антител H. pylori в сыворотке крови (серологический метод); 

 выявление H. pylori в кале методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Инвазивные методы диагностики H. pylori в биоптате слизистой оболочки желудка 

выполняются в рамках эзофагогастродуоденоскопии. К ним относятся: 

 быстрый уреазный тест с биоптатом (биоптат помещается на индикаторный диск тест-

системы); 

 гистологическое исследование (с окрашиванием биоптатов); 

 полимеразная цепная реакция с гастробиоптатами; 

 бактериологическое исследование биоптатов с определением чувствительности 

выделенных штаммов к антимикробным препаратам (АМП). 

Бактериологический метод позволяет выделить чистую культуру Н. pylori, провести ее 

идентификацию, изучить морфологические, биохимические и биологические свойства, 

мониторировать резистентность к АМП для подбора эффективных схем эмпирической терапии. 

Данный метод характеризуется 100% специфичностью в отношении Н. pylori. Внутривидовое 

типирование штаммов позволяет отслеживать источники инфицирования и пути передачи 

инфекции, дифференцировать реинфицирование новым штаммов и рецидив инфекции. В 

настоящее время, с появлением коммерческих питательных сред и диагностических систем, 

этот метод может быть внедрен в работу любой лаборатории клинической микробиологии. 

 

Требования к обеспечению выполнения технологии исследования 

Требования к специалистам и вспомогательному персоналу 

Компетентность персонала, участвующего в проведении исследований, должна 

соответствовать требованиям к образованию, знаниям и умениям специалистов согласно ГОСТ 

Р ИСО 15189 – 2009 [17]. 

 

Требования к обеспечению безопасности труда медицинского персонала 

Требования по безопасности труда при выполнении технологии соответствуют общим 

правилам безопасности при работе в клинико-диагностической лаборатории согласно ГОСТ Р 

52905 - 2007. В лаборатории должны соблюдаться правила биологической безопасности, 

правила сбора и удаления отходов, правила работы с электроприборами и реактивами, 

пожарной безопасности [18, 19]. 

 

Материально-техническое обеспечение лабораторных исследований 

Для проведения бактериологической диагностики геликобактерной инфекции помимо 

стандартного оснащения микробиологической лаборатории, имеющей разрешение на работу с 

микроорганизмами III-IV групп патогенности (приложение 1), необходимы следующие 

материальные ресурсы: 

1. транспортные стерильные пробирки; 

2. физиологический раствор или фосфатно-солевой буфер; 

3. транспортные среды (см. приложение 1); 

4. анаэростат-контейнер и газогенерирующие пакеты или Anoxomat (Advanced Instruments, 

Великобритания) + баллоны с газовыми смесями (см. приложение 1); 

5. питательные среды для культивирования H. pylori: кровяной агар (основа агар Мюллера-

Хинтон, Brucella агар, Columbia агар с добавлением 5% бараньей или лошадиной крови), 

селективные среды (см. приложение 1); 

6. наборы реагентов для выявления ДНК Н. pylori; 

7. инокулятор для многоточечного раскапывания; 

8. химически чистые субстанции АМП или коммерческие тесты для определения 

чувствительности (см. приложение 1); 
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9. контрольные штаммы: H. pylori ATCC 43504 (NCTC11637), E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 

ATCC 27853. 

 

Получение биопсийного материала для бактериологического исследования 

Биопсийный материал для выделения Н. pylori необходимо получать до начала 

антибиотикотерапии, либо при неэффективности предшествующего лечения, до назначения 

нового режима антибиотикотерапии. Перед получением биопсийного материала для посева 

рекомендовано не менее чем за 2 недели прекратить прием ИПП, за 4 недели - препаратов 

висмута и антибиотиков. Взятие биопсийного материала из слизистой оболочки желудка для 

бактериологического исследования на Н. pylori не исключает других методов диагностики 

(например, проведение быстрого уреазного теста или гистологического исследования). 

Отрицательный результат быстрого уреазного теста или других методов диагностики Н. pylori 

не исключает возможности выделения данного возбудителя бактериологическим методом.  

Поскольку бактерии Н. pylori могут быть неравномерно распределены по слизистой 

оболочке желудка в виде очагов, то с целью повышения чувствительности метода (вероятности 

выявления Н. pylori) в ходе эндоскопического исследования осуществляется взятие двух 

биопсийных образцов из антрального отдела (на 2-3 см от привратника по передней и задней 

стенке) и двух из тела желудка (10 см от кардии по большой кривизне). Взятие биопсийного 

материала производится из мест с максимально выраженной гиперемией и отёком. Взятие 

материала из дна язв и эрозий, а также из их краев, является ошибкой, поскольку в них нет 

эпителиальных клеток, обладающих свойствами, необходимыми для адгезии и колонизации Н. 

pylori [20]. 

 

Хранение и транспортировка материала до первичного посева 

Четыре биоптата немедленно помещаются в транспортную пробирку. Для 

транспортировки биоптатов предпочтительнее использовать коммерческие транспортные среды 

(Приложение 1). В этом случае условия хранения и сроки доставки определяются 

рекомендациями производителя. Eсли время от взятия материала до доставки в 

микробиологическую лабораторию не превышает 6 ч, можно использовать стерильные плотно 

закрывающиеся пробирки с 0,5-1 мл фосфатно-солевого буфера. В этом случае хранение и 

транспортировка образцов осуществляется при температуре +4
0
С в защищенном от света месте 

(контейнере) [21-24]. 

При необходимости длительного хранения (до 6 месяцев), биоптаты могут храниться в 

20-25% глицериновом бульоне при температуре -70
0
С, однако в этом случае жизнеспособность 

Н. pylori и вероятность положительного результата бактериологического исследования 

существенно снижаются [25]. 

 

Первичный посев 

1. Гомогенизация образца. 

Для отделения бактериальных клеток от слизистой оболочки желудка, биоптат перед 

посевом на питательные среды гомогенизируют. Гомогенизацию можно проводить 

несколькими способами: 

 при помощи стерильной микробиологической петли: биоптат помещается в 

пробирку типа эппендорф с 0,5 мл стерильного физиологического раствора и 

гомогенизируется петлей в течение 1 мин; 

 электрическим гомогенизатором при 10 тыс. об/мин в течение 10-20 секунд. 

Дезинфекцию гомогенизатора проводят в 96% спирте. 

2. Инокуляция. 

По 2 капли гомогенизированного раствора помещают на поверхность чашек с 

неселективной (кровяной агар: основа агар Мюллера-Хинтон с добавлением 5% бараньей или 

лошадиной крови) и селективной (например, Pylori agar, BioMerieux, Франция) питательными 

средами (Приложение 1). Посев производится сплошным газоном с помощью шпателя 

Дригальского или бактериологической петли. 

Для стабильного выделения Н. pylori из биоптатов рекомендуется использовать 

коммерческие стандартные селективные питательные среды. 
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3. Инкубация чашек. 

Чашки с посевами немедленно помещают в анаэростат-контейнер, в котором с помощью 

прибора «Аноксомат» (Advanced Instruments, Великобритания) или с помощью коммерческих 

газогенерирующих пакетов (например, GENbox microaer, BioMerieux, Франция, Campy Pak, 

Becton Dickinson, США или газ-пакеты для микроаэрофилов, OXOID, Великобритания) 

создаётся микроаэрофильная атмосфера (О2-11%, СО2-9%, N2-80%). 

Посевы инкубируются в термостате при температуре +35-+37
0
С и влажности 95%. Учет 

результатов посева проводится через 4 суток. На кровяном агаре и Pylori agar на 3-5 сутки при 

первичном посеве, а так же на 2-3-и сутки при пересевах чистой культуры, H. pylori формирует 

мелкие, круглые, гладкие, прозрачные, похожие на «капли росы» колонии диаметром 1-3 мм. В 

случае отсутствия признаков роста, инкубация продляется до 10-14 суток [23, 26, 27, 28]. 

 

Фенотипические методы идентификации H. pylori 

1. Идентификация на основе морфологических и биохимических свойств 

При получении роста колоний по морфологии сходных с H. pylori, проводится их 

предварительная идентификация, которая включает в себя окраску мазка по Граму и 3 

биохимических теста – уреазный, каталазный и оксидазный (табл. 1). 

 

Таблица 1. Идентификация H. pylori на основе морфологических и биохимических свойств 

 

Окраска по 

Граму 
Характер роста на селективной среде Уреаза Каталаза Оксидаза 

Грамотрицательные 

извитые S-образные 

палочки 

При культивировании в микроаэрофильной 

атмосфере, повышенной влажности при +37ºC на 

Pylori agar через 3-7 суток образуются мелкие, 

круглые, гладкие, прозрачные как «капли росы» 

колонии диаметром 1-3 мм 

+++ + + 

 

Уреазный тест с чистой культурой Н. pylori ставят в пробирках типа Эппендорф 1,5-2 

мл. Для этого в пробирку вносят 2% раствор мочевины по Кристенсену с индикатором 

феноловым красным, а затем добавляют исследуемую культуру. Результаты реакции 

наблюдают в первую секунду - раствор мочевины резко изменяет свою окраску с ярко-желтой 

на темно-малиновую. Негативный контроль - суточная культура E. coli ATCC 25922. 

Оксидазный тест, определяющий способность Н. pylori продуцировать 

цитохромоксидазу, выполняют, нанося исследуемую культуру петлей на коммерческие диски с 

оксидазой. Позитивные Н. pylori приобретают пурпурную окраску через 5-10 секунд. 

Негативный контроль - E. coli ATCC 25922, позитивный контроль - P. aerugenosa ATCC 27853. 

Каталазный тест, определяющий способность Н. pylori продуцировать каталазу, 

выполняют, внося агаровую культуру Н. pylori в каплю Н2О2 на стекле. Через 3-5 секунд во 

взвеси каталазопозитивной культуры Н. pylori происходит образование пузырьков газа. При 

постановке теста с культурой, выросшей на кровяном агаре, для предотвращения 

ложноположительных результатов теста, следует избегать захвата среды. Позитивным 

контролем служит суточная агаровая культура E. coli ATCC 25922, негативным - любой 

стрептококк. 

2. Идентификация с применением молекулярно-генетических методов 

Существуют коммерческие тест-системы на основе технологии амплификации 

нуклеиновых кислот, прежде всего полимеразная цепная реакция в режиме реального времени 

(ПЦР-РВ) (Приложение 1). Данный метод является особенно перспективным для прямого 

выявления ДНК H. pylori, а также отдельных генетических детерминант вирулентности и 

резистентности не только в выделенной культуре микроорганизма, но и непосредственно в 

клиническом материале. 

3. Время-пролетная масс-спектрометрия (MALDI-TOF MS). 
Для идентификации H. pylori может использоваться профилирование рибосомальных 

белков с использование метода MALDI-TOF MS (при этом необходима специфическая 

пробоподготовка исследуемой культуры в соответствии с рекомендациями производителя).  
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Хранение штаммов 

Выделенные штаммы хранятся в пробирках с триптиказо-соевым бульоном с 

добавлением 30% стерильного глицерина при температуре -70
0
С. 

 

Определение чувствительности к АМП 

Исследование чувствительности H. pylori проводится путем определения минимальных 

подавляющих концентраций (МПК) методом разведения в агаре, либо градиентным методом. 

При тестировании методами разведений используются двойные серийные разведения 

химически чистых субстанций антибиотиков. 

Методы определения чувствительности H. pylori к АМП приведены в таблице 2. 

 

Таблица 2. Методы определения чувствительности H. pylori к антимикробным препаратам 

 Разведения в агаре
1
 Градиентный 

метод
2
 

Среда Катион-сбалансированный агар Мюллера-Хинтон + ≥5% 

лизированная баранья кровь 

В соответствии с 

рекомендациями 

производителя 

 
Инокулюм 72-часовая культура, разведенная в 3-5 мл стерильного 

физиологического раствора до достижения плотности, 

эквивалентной стандарту мутности 2 по МакФарланду с 

непосредственной последующей инокуляцией 

Инкубация Температура +35-+37ºС. Атмосфера микроаэрофильная
3
. 

Длительность ≥72 ч (до появления хорошо видимого 

роста) 

Учет 

результата 

За значение МПК принимается наименьшая 

концентрация антибиотика,  подавляющая видимый рост 

микрoорганизмов 
1
 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Methods for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing 

of Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria. Approved Guideline. Second Edition. M45-A2. Vol. 30 No. 18  
2
 Oxoid M.I.C.Evaluator™ (M.I.C.E.) Strips, Etest

®
 (bioMerieux, Франция), MIC Test Strip (Liofilchem, Италия) 

3
 Для метронидазола первые 24 ч инкубации в анаэробных условиях, затем ≥48 ч – в микроаэрофильных условиях. 

 

 

Рекомендуется определять чувствительность H. pylori к амоксициллину, 

кларитромицину, тетрациклину, метронидазолу, левофлоксацину и рифампицину. 

Критерии интерпретации результатов определения чувствительности H. pylori к 

антимикробным препаратам, а также референсные значения МПК для контрольного штамма 

представлены в табл. 3. 

 

Таблица 3. Критерии оценки чувствительности H. pylori к антимикробным препаратам [29] 

Препарат 

Референсные значения МПК (мг/л) для 

контрольного штамма H. pylori 

ATCC 43504 (NCTC11637) 

МПК, мг/л 

Чувствительный
1
, ≤ Резистентный

1
, > 

Амоксициллин 0,015-0,125 0,125 0,125 

Кларитромицин 0,015-0,125 0,25 0,5 

Левофлоксацин -
2
 1,0 1,0 

Тетрациклин 0,125-1 1,0 1,0 

Метронидазол 64-256 8,0 8,0 

Рифампицин -
2
 1,0 1,0 

1 
Данные критерии не являются клиническими, а представляют собой эпидемиологические пограничные значения, 

разделяющие штаммы с природной чувствительностью и штаммы со сниженной чувствительностью. 
2
 Референсные значения МПК для данного контрольного штамма отсутствуют. 
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Приложение 1 

Материально-техническое оснащение, необходимое для выполнения исследования 

1. Ламинарный бокс 2 класса биологической безопасности, оснащенный НЕРА-фильтром. 

2. Микроскоп бинокулярный с осветителем с набором объективов и окуляров. 

3. Термостат электрический для выращивания бактерий, поддерживающий температуру в 

камере в пределах 37±1
0
С. 

4. Дистиллятор. 

5. Автоклав электрический. 

6. Сухожаровой шкаф. 

7. Холодильник, поддерживающий температуру +4-6
0
С для хранения готовых питательных 

сред, биологических субстратов и реагентов. 

8. Низкотемпературный холодильник. 

9. Спиртовые или газовые горелки. 

10. Стандарт мутности по МакФарланду или прибор для определения концентрации 

бактериальных клеток. 

11. Стерильные одноразовые чашки Петри. 

12. Петли бактериологические. 

13. Шпатели Дригальского стерильные. 

14. Стекла предметные для микропрепаратов. 

15. Набор реагентов для окраски мазков по Граму. 

16. Иммерсионное масло. 

17. Реагенты для определения уреазной, каталазной и оксидазной активности. 

18. Дозаторы переменного объема полуавтоматические. 

19. Пипетки пластиковые пастеровские для переноса жидкостей.  

20. Контейнеры для сброса отходов. 

21. Емкости с дезинфицирующим раствором. 

22. Пакеты для автоклавирования. 

 

Дополнительное оснащение 

1. Коммерческие транспортные среды для транспортировки биоптатов: 

 Portagerm pylori (PORT-PYL) BioMeriеux, Франция; 

 Helicobacter pylori GESA medium, Liofilchem, Италия; 

 Среда Кэрри-Блера (CARY-BLAIR MEDIUM), OXOID, Великобритания; 

 Среда Кэри-Блэра, HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Индия. 

2. Для создания микроаэрофильных условий могут быть использованы: 

 анаэростат-контейнер (например, GENbox BioMerieux, Франция, анаэростат GasPak, 

Becton Dickinson, США, анаэростаты OXOID, Великобритания); 

 газогенерирующие пакеты (например, GENbox microaer, BioMerieux, Франция, Campy 

Pak, Becton Dickinson, США, газ-пакеты для микроаэрофилов, OXOID, Великобритания). 

3. Селективные среды для культивирования H. pylori:  

 Pylori agar, BioMerieux, Франция;  

 BD Helicobacter Agar, Modified, Becton Dickinson, США; 

 Колумбийский кровяной агар (основа)/Columbia blood agar base с селективной добавкой 

для изоляции Helicobacter pylori, OXOID, Великобритания, 

 Helicobacter pylori Agar, Liofilchem, Италия. 

4. Коммерческие тест-системы для выявления ДНК Helicobacter pylori в клиническом материале 

методом полимеразной цепной реакции (ПЦР): 

 Набор реагентов «АмплиСенс® Helicobacter pylori-FL»*, ИнтерЛабСервис, Россия; 

 Набор реагентов ХЕЛИКОПОЛ-КТ*, Литех, Россия; 

 Комплект реагентов для ПЦР детекции Helicobacter pylori*, ДНК-технология, Россия. 

* набор не имеет регистрационного удостоверения 

5. Коммерческие градиентные тесты для определения чувствительности: 

 Etest
®
 BioMerieux, Франция;  

 Oxoid M.I.C.Evaluator™ (M.I.C.E.) Strips; 

 MIC Test Strip, Liofilchem, Италия. 



Приложение 2 

Схема выделения и идентификации Helicobacter pylori из биоптатов  

слизистой оболочки желудка 

Взятие биоптатов 

 

Взятие 2-х биопсийных образцов из тела и 2-х из 

антрального отдела желудка при 

эзофагогастродуоденоскопии из мест с максимально 

выраженной гиперемией и отёком. 
Нельзя брать материал из дна и краев язв и эрозий! 

Быстрый уреазный тест 

 
 

 

Фрагмент биоптата 

помещается на индикаторный диск тест-системы 

 

Транспортировка в 

среде Portagerm pylori 

6-48 часов от момента 

взятия при температуре не 

ниже комнатной 

Транспортировка в  

0,5-1 мл фосфатно-солевого 

буфера до 6 часов от 

момента взятия материала 

 

 

 

 
 

Первичный посев 

 

 

 

 

 

 

 

 
Помещение чашки с посевом в 

анаэростат 
  

Культивирование на кровяном агаре и Pylori agar 3-10 суток в 

микроаэрофильной атмосфере при +37ºС и повышенной влажности 

Идентификация с помощью 

биохимических тестов 

Извлечение 

 

 
 

 

 

 

Идентификация с 

применением 

молекулярно-

генетических 

методов 

Идентификация с 

помощью 

MALDI TOF MS 

Уреазный 

тест 

1-3 мин 

Оксидазный 

тест

 

Каталазный 

тест

 

 
 

Helicobacter pylori 
Грамотри-

цательные 

извитые, 

S-образные 

палочки 

На Pylori agar через 3-7 суток в 

микроаэрофильной атмосфере, повышенной 

влажности при +37ºC образуются мелкие, 

круглые, гладкие, прозрачные как «капли росы» 

колонии диаметром 1-3 мм 

Уреаза 
+++ 

Каталаза 
+ 

Оксидаза 

+ 

 


