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Резюме 
Цель исследования. Изучить первичную резистентность Helicobacter pylori (H. pylori) к левофлоксацину у жите-
лей Гомельской области методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР РВ).
Материалы и методы. В исследование включено 170 пациентов с диагнозом «Гастрит и дуоденит», K29, ме-
диана возраста — 48,5 года (25 и 75 % — 37 и 61 год). Согласно анкетным данным пациентов, эрадикационная 
терапия с применением левофлоксацина им не проводилась. Для определения резистентности H. pylori к лево-
флоксацину использовали метод ПЦР РВ. 
Результаты. Из 170 исследуемых образцов ДНК 8 образцов имели сомнительный результат и согласно ме-
тодике учета результатов подлежат перестановке с этапа выделения ДНК. Остальные 162 образца являлись 
положительными по гену β-актин (внутренний контрольный образец — ВКО) и учитывались при дальнейшем 
анализе (Ct, CY5 19,6–27,4). ДНК гена 16sRNA (Ct, ROX 19,5–30,04), cвидетельствующая об инфицировании 
бактерией, подтверждена в 152 образцах (93,8 %). ДНК гена gyrA (точечные мутации А259T, Т261C, G261A, 
G271A, G271T и A272G) выявлена в 19 из 152 образцов ДНК, и резистентность H. pylori к левофлоксацину соста-
вила 12,5 %, (Ct, Hex 23,2–30,7). Заведомо положительные контрольные пробы имели характерный рост кривых 
по соответствующим каналам детекции, в заведомо отрицательных — рост кривых не отмечен. 
Заключение. Первичная резистентность H. pylori к левофлоксацину у жителей Гомельской области состави-
ла 12,5 %. Мутации гена gyrA являются наиболее чувствительным маркером для прогнозирования успешной 
эрадикации при использовании фторхинолонов, в частности левофлоксацина. ПЦР РВ является надежным ме-
тодом выявления мутаций и позволяет проводить одновременное выявление ДНК H. pylori и резистентности к 
левофлоксацину, что значительно сокращает время исследования. 
Ключевые слова: H. pylori, праймеры, полимеразная цепная реакция в реальном времени, левофлоксацин, 
резистентность
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Abstract
Objective. To study the primary resistance of Helicobacter pylori (H. pylori) to levofloxacin in residents of Gomel region 
by real-time polymerase chain reaction (RT PCR).
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Materials and methods. The study included 170 patients diagnosed with gastritis and duodenitis, K29, median age - 
48.5 years (25% and 75% - 37 and 61 years). According to the questionnaire data of the patients, eradication therapy 
with levofloxacin was not performed for them. To determine the resistance of H. pylori to levofloxacin we used RT PCR.
Results. Out of 170 DNA samples analyzed, 8 samples had doubtful results and according to the methodology for 
recording the results are subject to rearrangement from the DNA isolation stage. The remaining 162 samples were 
positive for the β-actin gene (internal control sample - ICS) and were taken into account in further analysis (Ct, CY5 
19.6-27.4). 16sRNA gene DNA (Ct, ROX 19.5-30.04), indicative of bacterial infection, was confirmed in 152 samples 
(93.8%). DNA of the gyrA gene (point mutations A259T, T261C, G261A, G271A, G271T and A272G) was detected in 
19 of 152 DNA samples, and H. pylori resistance to levofloxacin was 12.5 %, (Ct, Hex 23.2-30.7). The positive control 
samples had characteristic curve growth on the corresponding detection channels, while the negative samples showed 
no curve growth.
Conclusion. Primary resistance of H. pylori to levofloxacin in residents of Gomel region amounted to 12.5%. Mutations 
of gyrA gene are the most sensitive marker for predicting successful eradication when using fluoroquinolones, in partic-
ular levofloxacin. RT PCR is a reliable method of mutation detection and allows simultaneous detection of H. pylori DNA 
and resistance to levofloxacin, which significantly reduces the study time.
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Введение
Чувствительность H. pylori к антибиотикам 

является главным условием успешности эради-
кационной терапии. Эрадикация H. pylori вклю-
чает стандартную тройную терапию на основе 
ингибитора протонной помпы (ИПП), кларитро-
мицина и амоксициллина или метронидазола в 
качестве терапии первой линии, а при неудачном 
применении терапии кларитромицином реко-
мендуется либо четырехкомпонентная терапия 
на основе препаратов висмута, либо терапия на 
основе левофлоксацина [1, 2]. Тройная терапия, 
ИПП + кларитромицин +амоксициллин или ме-
тронидазол, без предварительного тестирования 
чувствительности неэффективна, если уровень 
резистентности к кларитромицину в регионе пре-
вышает 15 %. Схемами эмпирического выбора 
второй линии (когда тест на чувствительность 
к антибактериальным препаратам недоступен) 
являются фторхинолон-содержащая квадроте-
рапия (ИПП + левофлоксацин + амоксициллин 
+ висмут) или фторхинолон-содержащая трой-
ная терапия (ИПП + левофлоксацин + амокси-
циллин), а также висмут-содержащая квадро-
терапия [2]. Фторхинолон-содержащая тройная 
терапия превосходит по эффективности 7-днев-
ную тройную терапию с кларитромицином (ОШ: 
4,29, 95 % ДИ: 1,67–12,12), в том числе превы-
шая висмут-содержащую квадротерапию (ОШ: 

2,25, 95 % ДИ: 1,10–4,62) [3]. Устойчивость к ле-
вофлоксацину снизила вероятность успеха схем 
лечения, содержащих левофлоксацин, в сред-
нем на 20–40 % [4]. Устойчивость к хинолонам 
легко приобретается, и уровень резистентности 
зависит от уровня потребления этих препаратов. 
Последние проведенные метаанализы показали, 
что первичная устойчивость к левофлоксацину 
в США находится на уровне 37,6 % (95 % ДИ: 
26,3–50,4), в Китае — 35 % (95 % ДИ: 30–40), в 
России — 20 % (95 % ДИ: 12,6–28,6) [5, 6, 7]. Хи-
нолоны (левофлоксацин, ципрофлоксацин и др.) 
проявляют свою антимикробную активность, ин-
гибируя фермент ДНК-гиразу (топоизомеразу II) 
на уровне субъединицы А ДНК-гиразы. H. pylori 
не имеет гена, кодирующего топоизомеразу IV, 
важную мишень для хинолонов других бактерий. 
ДНК-гираза обеспечивает релаксацию суперскру-
ченных петель кольцевой хромосомы бактерий, 
формируемых полимеразными комплексами во 
время репликации и транскрипции. Блокировка 
ДНК-гиразы останавливает полимеразный ком-
плекс, накопившиеся участки суперскрученности 
мешают разделению дочерних кольцевых гено-
мов, и бактерия погибает из-за нарушений в ци-
топлазме, клеточной стенке и мембранах. Фер-
мент ДНК-гираза представляет собой тетрамер, 
состоящий из двух субъединиц А и двух субъе-
диниц В, кодируемых генами gyrA и gyrB соответ-
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ственно. Основную роль в устойчивости H. pylori 
к хинолонам играет область (QRDR — Quinolone 
Resistance Determining Region) гена gyrA, в опре-
деленных регионах которой образуются мутации, 
ответственные за резистентность к левофлокса-
цину [8]. Устойчивость к левофлоксацину в ос-
новном связана с вариантами гена gyrA А259T 
и Т/C 261G/A кодона N87 и вариантами G271A, 
G271T и A272G кодона D91 [9, 10]. Данные му-
тации обеспечивают высокий уровень устойчиво-
сти к фторхинолонам [11]. Применение классиче-
ского микробиологического теста в клинической 
практике трудновыполнимо ввиду особенностей 
культивирования H. pylori, и успешность культи-
вирования невысока даже в специализирован-
ных лабораториях. Молекулярные методы созда-
ны с учетом признанных мутаций и представляют 
собой независимый альтернативный метод те-
стирования резистентности без использования 
культур бактерий [2, 12].

Цель исследования 
Изучить первичную резистентность H. pylori 

к левофлоксацину жителей Гомельской области 
методом ПЦР РВ. 

Материалы и методы 
В исследование включено 170 пациентов с 

диагнозом «Гастрит и дуоденит», K29, медиана 
возраста — 48,5 года (25 и 75 % — 37 и 61 год). 
Согласно анкетным данным пациентов, эради-

кационная терапия H. pylori с применением ле-
вофлоксацина им не проводилась. Полученный 
биологический материал (кусочки ткани объемом 
не более 5 мм3) вносили в пробирки объемом  
1,5 мл типа «Eppendorf», содержащие 200 мкл 
стерильного физиологического раствора и транс-
портировали в лабораторию. При невозможности 
немедленной доставки проб их сохраняли в хо-
лодильнике при температуре +2…+8 °С в тече-
ние трех суток [13]. Далее проводили выделение 
тотальной ДНК по разработанной методике с при-
менением протеиназы К. С этой целью рекомен-
дуемый производителем протокол выделения 
ДНК комплекта реагентов «ПРОБА–НК» (произ-
водства ООО «НПО ДНК-Технология», Россия) 
дополняется предварительным этапом лизиса 
биоптата желудка раствором, содержащим про-
теиназу К (20 мг/мл), при температуре 56 °С в 
течение 1–2 ч. После проведения выделения ко-
личество ДНК определяли фотометрически; пре-
параты ДНК, отвечающие стандартным требо-
ваниям, использовали для проведения ПЦР РВ. 
Дизайн исследования включал выявление в об-
разце ДНК непосредственно H. pylori (16s rRNA), 
определение 6 основных мутаций гена gyrA, 
определение ВКО (β-актин). Для выполнения ис-
следования использовались синтезированные 
по нашему заказу праймеры и флуоресцентные 
зонды (таблица 1), а также премикс ArtMix ДНК 
полимераза 2x, производства ООО «АртБиоТех», 
Республика Беларусь. 

Таблица 1. Праймеры и зонды для ПЦР РВ [14] 
Table 1. Primers and probes for real-time PCR 

Наименование гена Наименование праймера и зонда, последовательность  (5’-3’)

16s rRNA

HP -5′-CCCATCAGGAAACATCGCTTCA -3′ 
HP-R 5′-TCCACTATGCTGGAGAATTGGCTA -3′ 
HP-P-5′-TGCTTGCCACGCCATCCATCACATCA-3′
5′ROX, 3′BHQ1 

gyrA

259 F-5′-CACCCCCATGGCGGTT -3′,
261G F- 5′-CCCCATGGCGATACG-3′,
261A F- 5′-CCCCATGGCGATACA-3′,
271A F -5′-CATGGCGATAATGCGGTTTGTA-3′,
271T F-5′-CATGGCGATAATGCGGTTTGTT-3′, 
272G F -5′- ACCCCCATGGCGATAATGCGGTTTATCG -3′,
gyrA HP-F-R -5′-ACTCGCCTTAGTCATTC-3′, 
gyrA HP-F-P 5′--CGTTATCGCCATCAATAGAGCCAA -3′, 5′HEX, 3′BHQ2

β-актин
ACTIN F -5′ -CCCATCTACGAGGGCTACGC-3′, 
ACTIN R-5′- GGATCTTCATGAGGTAGTCGGTCAG-3′, 
ACTIN P-5′-CCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGC-3′, 5′CY5,3′BHQ

Смесь реагентов для проведения одной ре-
акции в объеме 25 мкл формировали следую-
щим образом: ArtMix ДНК полимераза 2x смесь 

премикс — 12,5 мкл, 6 прямых праймеров для 
определения резистентности к левофлоксаци-
ну (10 пмоль) — по 0,2 мкл каждого, обратный 
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праймер  для определения резистентности к ле-
вофлоксацину (10 пмоль) — 2,0 мкл, флуорес-
центный зонд для определения резистентности к 
левофлоксацину (10 пмоль) — 0,7 мкл; прямой 
и обратный праймеры для определения β-актина  
(10 пмоль) — по 0,2 мкл каждого, флуорес-
центный зонд для определения β-актина 
(10 пмоль) — 0,7 мкл; прямой и обратный 
праймеры для определения 16s rRNA H. pylori  
(10 пмоль) — по 0,2 мкл каждого, флуоресцент-
ный зонд для определения 16s rRNA H. pylori  
(10 пмоль) — 0,7 мкл; вода — 1,4 мкл, образец 
ДНК — 5 мкл. Программа амплификации вклю-
чала: 95 °С — 2 минуты (1 цикл); 95 °С — 15 с,  
58 °С — 45 с (40 циклов) → считывание сигнала 
в конце каждого цикла [14].  

Дополнительно в постановку включали 
ОКО (отрицательный контрольный образец, ди-
стиллированная вода), предназначенный для 
выявления артефактов в ходе реакции и поста-
новку NTC (холостой пробы). Также в постанов-
ку включали ПКО (заведомо положительный 
образец по каждому из определяемых генов). 
Анализ результатов проводили по каждому из 
образцов, согласно рассчитанным программой 
пороговым линиям для всех кривых амплифи-
кации по соответствующему каналу флуорес-
центной детекции и визуально, амплификатор 
СFX 96 С1000 Touch (BioRad, США). Пороговую 
линию устанавливали в диапазоне 50–250 RFU 
(relative fluorescence units). Образец считали 
положительным, если в таблице результатов 
пороговых циклов по детектируемым каналам 
определено значение Ct (cycle threshold) и кри-
вая флуоресценции данного образца пересекает 
пороговую линию на участке характерного экспо-
ненциального подъема флуоресценции.

Полученные результаты интерпретировали 
следующим образом: 

● Наличие характерной кривой по каналу де-
текции CY5 — выявлен фрагмент гена β-актина 
(ВКО), образец подлежит дальнейшему анализу.

● Наличие характерной кривой по каналу де-
текции ROX — выявлена H. pylori.

● Наличие характерной кривой по каналу де-
текции НЕХ — выявлена резистентность к лево-
флоксацину. 

● Наличие характерных кривых хотя бы по 
одному из детектируемых каналов (НЕХ, ROX, 
CY5) в образцах ОКО и NTC cвидетельствует о 
загрязнении реакционной смеси или расходных 
материалов (ложноположительные образцы). 

 Отсутствие характерного роста кривой по 
каналу CY5 (ВКО) cвидетельствует об ингибиро-
вании ПЦР (ложноотрицательные образцы). 

● Положительными считали образцы при 
значении Ct < 31, значения Ct 31–35 считали со-

мнительными и подлежащими перестановке с 
этапа выделения ДНК.

Статистический анализ. Результаты пред-
ставлены в виде частоты выявления конкретного 
гена (в процентах).  

Результаты и обсуждение 
При анализе кривых флуоресценции уста-

новлены 2 сомнительных образца для гена β-ак-
тин, 5 — для 16s rRNA и 1 — для gyrA, данные  
8 образцов ДНК не учитывались при дальнейшем 
анализе. Заведомо положительные контрольные 
пробы имели характерный рост кривых по со-
ответствующим каналам детекции, в заведомо 
отрицательных — рост кривых не отмечен. Все 
остальные 162 образца ДНК являлись положи-
тельными по гену β-актин (ВКО) и учитывались 
при дальнейшем анализе (Ct, CY5 19,6–27,4). 
ДНК гена 16sRNA (Ct, ROX 19,5–30,04), cвиде-
тельствующая об инфицировании бактерией, 
подтверждена в 152 образцах (93,8 %). ДНК 
гена gyrA (точечные мутации А259T, Т261C, 
G261A, G271A, G271T и A272G) выявлена в 19 из  
152 образцов ДНК, и резистентность H. 
pylori к левофлоксацину составила 12,5 %  
(Ct, Hex 23,2–30,7) (рисунок 1). 

____16s rRNA ____ gyrA   ____ β-глобин

Рисунок 1. Кинетические кривые анализа гена 16s rRNA, 
gyrA и β-глобина 

Figure1. Kinetic curves of 16s rRNA , gyrA  and  β- globin gene 
analysis

Рост устойчивости H. pylori к противомикроб-
ным препаратам является настолько тревожным, 
что в 2018 г. Всемирная организация здравоохра-
нения (ВОЗ) включила H. pylori в список высоко-
приоритетных микроорганизмов для разработки 
новых антибиотиков. Cогласно данным ВОЗ, в 
мире общая резистентность к левофлоксацину 
составляет 24 %, причем резистентность к ле-
вофлоксацину в Европейском регионе — 11 %, 
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Юго-Восточной Азии — 30 %, Америке — 15 %, 
странах Восточного Средиземноморья — 19 %, 
Африке — 14 %, Западной части Тихого океа-
на — 22 % [15, 16]. Инфекция H. pylori является 
не только самой распространенной инфекцией 
во всем мире, но и канцерогеном 1-й группы.  
У 20 % пациентов с симптоматической инфек-
цией это связано со значительной заболеваемо-
стью и смертностью. Несмотря на достижения 
в тестировании на чувствительность, а также 
на то, что принципы разумного использования 
антибиотиков должны применяться к инфекции 
H. pylori, лечение данной инфекции для боль-
шинства пациентов остается эмпирическим. Для 
эффективного лечения схему антибиотиков сле-
дует выбирать с учетом данных о региональных 
и национальных показателях резистентности и 
успешности лечения H. pylori. Высокие показатели 
резистентности к кларитромицину и левофлокса-
цину (> 30 %) несовместимы с их применением 
с ИПП и амоксициллином в cтандартных схемах 
тройной терапии, для эффективного лечения 
уровень резистентности не должен превышать 
15 % [17]. Мутации гена gyrA являются наиболее 
чувствительным маркером для прогнозирования 
успешной эрадикации при использовании тера-
пии, содержащей хинолоны. Следует отметить, 
что ПЦР, и особенно ПЦР РВ, — быстрый, в срав-

нении с культуральным методом, однако ограни-
чен идентификацией известных мутаций в генах 
резистентности.

Заключение 
Первичная резистентность к левофлокса-

цину жителей Гомельской области составляет 
12,5 %, что обосновывает применение данного 
антибиотика при эрадикации H. pylori. Исполь-
зование ПЦР РВ позволяет назначать индивиду-
альную эрадикационную терапию, основанную 
на выборе антибиотиков, что, в свою очередь, 
улучшит качество лечения и снизит резистент-
ность H. pylori. В настоящее время молекулярное 
тестирование можно проводить с использова-
нием секвенирования нового поколения (NGS), 
биологическим материалом служат биопсии 
слизистой желудка, в том числе фиксированные 
в формалине и залитые в парафин, и образцы 
кала [18]. Время выполнения методики — от 24 
до 72 ч. Оценка результатов основана на знаниях 
о молекулярных основах фенотипической рези-
стентности к 6 наиболее часто назначаемым в 
схемах лечения H. pylori антибиотикам: клари-
тромицину, амоксициллину, тетрациклину, метро-
нидазолу, рифабутину и левофлоксацину.  
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