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Вступ
Актуальність дослідження. Незважаючи на успіхи сучасної медицини, Helicobacter pylori, продовжує залишатися серйозною проблемою системи охорони здоров’я в усьому світі, спричиняючи значні наслідки захворюваності і смертності внаслідок виразкової хвороби і раку шлунка. Приблизно половина населення світу інфіковано Helicobacter pylori, її поширеність варіює залежно від географічного положення, етнічної приналежності, віку і соціально-економічних чинників— вона висока в державах, які розвиваються, й нижча у розвинених державах. Дані літератури повідомляють, що Helicobacter pylori асоціюється із розвитком гастриту, дуоденіту, виразки шлунка і дванадцятипалої кишки (ДПК), а також аденокарциноми шлунка [1]. 
Статистичні дані свідчать, що 95 відсотків виразок ДПК і 70 відсотків виразок шлунку асоційовані із Helicobacter pylori [2]. Ризики ускладнень і поширеність Helicobacter pylori обумовлюють актуальність цієї проблеми і потребу у пошуку ефективної стратегії впливу на поширеність й частоту даної інфекції в усьому світі, а також необхідність проведення скринінгу на Helicobacter pylori серед пацієнтів, що знаходяться у групі високого ризику розвитку виразкової хвороби шлунка і ДПК чи раку шлунка, а також для осіб з диспепсією.
Патогенез ураження Helicobacter pylori характеризується регуляцією експресії різноманітних генів тою мірою, якою це диктується реакцією макроорганізму. Мікро- й макроорганізм утворюють тонко налагоджену систему рівноваги, у результаті порушення якої і утворюється конкретна хвороба із деякими клінічними ознаками й прогнозом. Взаємодія Helicobacter pylori із клітиною-хазяїном спричиняє до індукції запальних реакцій через вивільнення цитокіну/хемокіну, апоптозу чи проліферації, що й зумовлює стійку колонізацію, розвиток запалення й порушення епітеліальної бар’єрної функції [3]. Відомо, що Helicobacter pylori має досить широкий набір факторів патогенності, що можна розділити на 3 групи: колонізації (рухливість, адгезини, а також уреаза), персистенції (ферменти, продукти метаболізму, ліпополісахариди, а також кокові форми) й чинники, які викликають хвороби (прозапальні чинники, фосфоліпази, ліпополісахариди, вакуолізучий цитотоксин, цитотоксинасоційований антиген, а також перехресно реагуючі антигени) [4, 5].  
Метою роботи є дослідження особливостей методів лабораторної діагностики Helicobacter pylori.
Завдання, які необхідно виконати для досягнення поставленої мети:
- Проаналізувати поняття лабораторної діагностики;
- Навести методи лабораторних досліджень;
- Проаналізувати біохімічну діагностику Helicobacter pylori;
- Проаналізувати морфологічну діагностику Helicobacter pylori;
- Проаналізувати імунологічну діагностику Helicobacter pylori;
- Проаналізувати мікробіологічний метод визначення Helicobacter pylori;
- Проаналізувати молекулярно-генетичний метод визначення Helicobacter pylori;
Предметом роботи є особливості методів лабораторної діагностики Helicobacter pylori.
Об’єктом роботи є лабораторна діагностика Helicobacter pylori.
Методи дослідження. У ході цього дослідження використовувалися такі методи: 
-структурний метод; 
-емпіричні методи; 
- метод інтерпретації результатів теоретичного дослідження;
- метод обробки результатів теоретичного дослідження.
Інформаційна база дослідження. Інформаційною базою дослідження були інтернет ресурси, статті, наукові дослідження та матеріали наукових конференцій.
Структура дослідження. Робота складається зі вступу, 2 розділів з підрозділами, висновків, списку використаних джерел. Список використаних джерел налічує 37 найменувань.
1. Теоретичні відомості про лабораторну діагностику
1.1 Поняття лабораторної діагностики
Лабораторна діагностика є одним з найбільш інформативних методів дослідження у медицині, що спрямований на аналіз досліджуваного матеріалу за допомогою спеціалізованого обладнання.
Лабораторна діагностика допомагає лікареві:
1.Встановити діагноз захворювання;
2.Спостерігати за перебігом захворювання;
3.Визначити правильність призначеного лікування;
4.Прогнозувати подальший розвиток хвороби.
Клінічна лабораторна діагностика чи лабораторна діагностика є медичною діагностичних спеціальностей, яка формується формується з ряду досліджень in vitro біоматеріалу людського організму на базі застосування гематологічних, загальноклінічних, паразитарних, біохімічних, імунологічних, серологічних, молекулярно-біологічних, бактеріологічних, генетичних, цитологічних, токсикологічних, вірусологічних методів, зіставлення результатів даних методів із клінічними даними й формулювання лабораторного висновку.
В клінічній практиці методи лабораторної діагностики надають можливість установити діагноз хвороби, визначенню характеристики тяжкості, періоду й терміну захворювання, його прогнозу і контролю за результатами лікування [13].
Завдання лабораторної діагностики:
1. аналіз закономірностей й встановлення меж нормальних індивідуальних коливань кожного досліджуваного параметра складу біологічних рідин й тканин;
2. аналіз закономірностей зв’язків патологічних відхилень даних параметрів із конкретними нозологічними формами; 
3.розроблення методів дослідження клітинного й хімічного складу біологічних рідин;
4. встановлення вимог до якості виконання лабораторної діагностики, розроблення оптимальних методів й засобів забезпечення цих вимог; 
5. визначення діагностичної цінності окремих лабораторних тестів й встановлення їх раціональних комбінацій, розроблення оптимальних способів їхнього використання у діагностиці захворювань.
Мета лабораторної діагностики є досягненням гарантії якості лабораторних досліджень на основі удосконалення і високої достовірності методик дослідження, а також забезпечення потрібної лабораторної інформації для практичної медицини. Завданнями організації лабораторної діагностики: 
1.реалізація лабораторного забезпечення в різноманітних умовах надання медичної допомоги; 
2.підготовка практикуючих лікарів в відношенні раціонального упровадження сучасних інформаційних можливостей лабораторної медицини; 
3.підготовка кадрів для клініко-діагностичних лабораторій і забезпечення їхньої професійної компетентності; 
4.своєчасне матеріально-технічне забезпечення діяльності лабораторії:
4.1реагенти;
4.2тест-системи;
4.3калібровочні матеріали; 
5. вдосконалення аналітичних технологій;
6. вдосконалення лабораторних досліджень;
7.модернізація обладнання; 
8.раціональне фінансування й оптимізація економічних умов діяльності лабораторій і відділень лабораторії. 
Під якістю у лабораторній діагностиці розуміють упевненість в тому, що правильно і своєчасно призначений особі тест виконаний на достатньому аналітичному рівні й супроводжується потрібною інформацією для його інтерпретації. Якість досліджень у медичних лабораторіях залежить від чіткої організації всіх стадій лабораторного аналізу. Одержання результатів лабораторних досліджень прийнято поділяти на 3 головні стадії: 
1.преаналітичний, що в свою чергу поділяють на:
1.1препреаналітичну (позалабораторну);
1.2преаналітичну (лабораторну);
1.3складові (від моменту призначення лабораторного тесту до початку вимірювання відповідного аналіту);
1.4аналітичний (вимірювання чи встановлення аналіту);
1.5постаналітичний (від реєстрації результатів вимірювання до їхньої інтерпретації). 
Тільки при умові забезпечення якості виконання всіх 3 стадій можна розраховувати на отримання зазначеного кінцевого продукту. Задача всіх лабораторій – за допомогою системи управління якістю утворити надійну систему заходів, що надать можливість визначати й мінімізувати помилки [12]. До головних технологічних операцій преаналітичного етапу належать такі: 
1.складання заявки на лабораторні дослідження; 
2.підготовка осіб, взяття біологічного матеріалу; 
3.маркування проби (ідентифікація зразка); 
4.транспортування проби;
5.реєстрація;
6.зберігання проби; 
7.підготовка проби для аналізу. 
Складність організації лабораторних досліджень всіх типів зумовлений безліччю факторами: 
1.переважанням людського фактору;
2.переважанням ручної праці;
3.численний персонал, який обслуговує пацієнта на даному етапі, (лікарі, медсестри, санітарки, а також кур’єри та ін.);
4.забір біологічного матеріалу часто виконується поза межами лабораторії. 
Порівняльне дослідження частоти помилок за стадіями процесу дослідження показав, що до 75 відсотків їх пов’язано саме із преаналітичною стадією. Виникнення навіть незначних неточностей на преаналітичній стадії неодмінно призведе до спотворення кінцевих результатів лабораторних досліджень. 
Варто зазначити, що, коли помилки утворюються на преаналітичній стадії лабораторного дослідження, то, не залежно від того, як добре лабораторія виконує власну роботу, результати проведених досліджень будуть недостовірними. Із даної причини організація і контроль преаналітичній стадії у медичних лабораторіях вимагає особливої уваги [11]. 
Із першого січня 2016 р. у силу вступила нова редакція Закону «Про метрологію та метрологічну діяльність», що ввела норму, яка передбачає відповідність системи управління якістю лабораторії вимогам стандарту Державного стандарту України ISO 15189:2015 «Медичні лабораторії. Вимоги до якості та компетентності», прийнятого як національний стандарт України. 
Даний стандарт, сформований на основі ISO/IEC 17025 і ISO 9001, упроваджує вимоги до компетентності і якості, що є спеціальними для медичних лабораторій [13]. 
Відповідно до вимог даного документу, забезпечення якості лабораторних досліджень має бути чітко регламентованим. В лабораторії мають бути (відповідно до пункту 4.2.1 Загальні вимоги): 
1.визначені процеси, що потрібні для функціонування системи управління якістю, й забезпечене розділення їхнього виконання серед співробітників; 
2.визначена послідовність й взаємодія цих процесів; 
3.визначені критерії й методи, що потрібні для забезпечення ефективності як функціонування даних процесів, так й контролю за ними. 
В відповідності до положень Державного стандарту України ISO 15189:2015 «Медичні лабораторії. Вимоги до якості та компетентності» лабораторія має володіти задокументованими процедурами і інформацію відповідно до переданалітичних процесів для забезпечення достовірності результатів досліджень (відповідно до пункту 5.4.1): 
1.задокументовану процедуру належного збирання й поводження із первинними пробами;
2.інструкції відповідно до діяльності перед збиранням проб;
3.інструкції лабораторії відносно збирання проб;
4.інструкції відносно належних умов зберігання проб до надходження у лабораторію;
5.інструкції відносно транспортування проб;
6.інструкції відносно приймання проб;
7.інструкції щодо поводження, підготовки й зберігання аналізів перед дослідженням та ін. [6]. 
Тож, вимоги до компетентності і якості медичних лабораторій, що задокументовані у Державному стандарті України ISO 15189:2015 «Медичні лабораторії. Вимоги до якості та компетентності», чітко регламентовані процедури забезпечення якості на преаналітичній стадії – усе це є найбільш ефективним способом підтвердження якісної організації роботи медичної лабораторії, а таким чином – очікувано високого рівня надання медичної допомоги населенню [14].
1.2 Методи лабораторних досліджень
Усі лабораторні методи досліджень, що використовують у лабораторіях і клініках, можна розділити на кілька груп залежно від мети, принципів й матеріалу дослідження.
Лабораторні дослідження володіють великим значенням для діагностики й диференціальної діагностики хвороб внутрішніх органів. Правильне трактування лабораторних досліджень, проведених в динаміці, має не тільки діагностичне й прогностичне значення, проте є визначальним в обранні адекватного лікування.
Виділяють такі лаборатоні методи дослідження:
1.фізичні, мета яких є проведенням і визначенням кількості, відносної щільності, кольору біологічного матеріалу. Прикладом може бути загальний аналіз сечі, калу, серозної рідини, харкотиння, плевральної рідини, та ін.; 
2.хімічні, як приклад, встановлення загальної кислотності у шлунковому соці; гемоглобіну у кровi, білка, цукру, уробіліну у сечі; наявність у калі домішків невеликої кількості крові, так звана «прихована кров» у калі; 
3.біохімічні, наприклад, визначення у крові білірубіну, глюкози, сечовини, креатиніну, холестерину ліпопротеїдів, електролітів, ферментів, а також гормонів;  
4.мікроскопічні, як приклад:
4.1встановлення формених елементів крові (еритроцитів, лейкоцитів, а також тромбоцитів); 
4.2дослідження харкотиння й плевральної рідини; 
4.3 дослідження сечового осаду; 
4.4мікроскопічне вивчення клітин слизової оболонки шлунка; 
4.5дослідження випорожнень на наявність яєць глистів, найпростіших паразитів; 
4.6 дослідження спинномозкової й серозної рідини, та ін.;
5.бактеріологічні і вірусологічні методи. Ці методи володіють важливим значенням для діагностики і терапії інфекційних хвороб, проте поряд із цим ці методи відіграють велике значення і в клінінці внутрішніх хвороб, тому що певні хвороби, що вивчають у терапії є інфекційного походження [11]. Вивчають бактеріологічний посів калу, крові, сечі, плевральної рідини, харкотиння, та ін.; 
6.імунологічні методи - служать для вивчення і діагностики алергічних ті інфекційних захворювань.
Наявні випадки, коли за допомогою клінічних, інструментальних й лабораторних методів дослідження не вдається точно поставити або диференціювати діагноз, тоді вдаються до пункції чи біопсії.  
Методи молекулярно-генетичного лабораторного дослідження поділяються:
1.Цитогенетичні методи – під час проведення дослідження аналізують структурні елементи ядра клітини, які мають ДНК. Для цього застосовуються спеціальні мікроматриці, за допомогою яких можна дослідити лімфоцити в живильному середовищі. Дана діагностика є дуже точною, вона проводиться із метою встановлення вад в ембріона, який розвивається, а також причин переривання вагітності. Результати аналізів виконуються на протязі 3 - 4 тижнів;
2.ПЛР-дослідження є досить точним аналізом, швидкий і чутливий метод полімеразної ланцюгової реакції, під час проведення якого в лабораторії відтворюють обрану частину ДНК кілька разів за допомогою особливих речовин. Ця діагностика надає можливість виявити вірус імунодефіциту людини, туберкульоз, ЗПСШ, гепатит, енцефаліт і ін. вірусні і інфекційні хвороби;
3.Флуоресцентна гібридизація є методом, який надає можливість визначити, як розташовані нуклеотидні сполуки в клітині і присутні в хромосомі атипові гени, особливо ті, що можуть викликати рак. Метод FISH також має високу точність й швидко виконується, найчастіше його використовують у онкологічній медицині й допологовій діагностиці;
4.Метод мікрочіпування є видом діагностики, що ще не застосовується широко медичними лабораторіями, проте є також високочутливим. При проведені дослідження на ДНК-мікрочіп наносяться нуклеотиди, після чого біоматеріал очищується і виконується реакція маркерів.
Імунологічний аналіз крові є методом лабораторної діагностики, що надає можливість встановити, у якому стані знаходиться імунна система людини. Даний аналіз встановлює обсяг клітин імунітету, імунних комплексів організму, надає інформацію про стан різноманітних ланок імунітету, діагностує первинні й вторинні імунодефіцити, які необхідно для діагностики захворювань аутоімунного, гематологічного й інфекційного характеру.
Виконується цей аналіз лише по показанням. Головними показаннями є:
1.часті інфекційні хвороби;
2.хронічні й затяжні інфекції;
3.підозри на спадкові захворювання, пов’язані із порушенням імунітету;
4.алергічні й аутоімунні патології;
5.злоякісні пухлини;
6.обстеження перед й після пересадки органів;
7.оцінка проведеного лікування за наявності всіх вище наведених станів;
8.для контролю над ефективністю від застосування цитостатиків, лікарських препаратів, стимулюючих чи гнітючих імунітет.
У ході проведення імунологічного аналізу крові комплексно оцінюються захисні функції організму [4]. Оцінюється обсяг й функція імунних клітин крові, присутність певних антитіл. У імунній системі людей наявно багато ланок, й якщо оцінюється кожне із них, то іммунограма має розгорнутий характер, є складним й тривалим аналізом. В більшості випадків оцінюється якась одна функція імунітету чи декілька тих, що задіяні у конкретному патологічному процесі.
У лабораторії виконуються такі наступні імунологічні аналізи крові:
1.Повна імунограма;
2.Сироватковий IgE загальний;
3.Імуноконфлікт (лейкоцитарна сумісність, гемолізин, а також комплемент).
Молекулярно-генетичні методи діагностики поділяються на:
1.Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР та PCR);
2.Секвенування ДНК;
3.Філогенетичний аналіз.
Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) заснована на багаторазовому вибірковому копіюванні певної ділянки ДНК за допомогою ферментів у штучних умовах (in vitro) [7]. Під час цієї рекції відбувається копіювання лише ділянки, що задовольняє заданим умовам, й лише у тому випадку, якщо вона присутня у досліджуваному зразку. На відміну від ампліфікації ДНК у живих організмах (реплікації), за допомогою ПЛР ампліфікують відносно короткі ділянки ДНК. В звичайному ПЛР-процесі довжина копійованих ДНК-ділянок складає менше 3 тисяч пар основ.
Для проведення полімеразно ланцюгової реакції у найпростішому випадку необхідні такі компоненти:
1.ДНК-матриця, яка має ту ділянку ДНК, що необхідно ампліфікувати;
2.Праймери є короткими синтетичними олігонуклеотидами, що мають довжиною 18-30 підстав, комплементарні на протилежних кінцях різноманітних ланцюгів потрібного фрагмента ДНК;
3.Термостабільна ДНК-полімераза є ферментом, що каталізує реакцію полімеризації ДНК. Полімераза для застосування у полімеразно ланцюговій реакції має зберігати активність за високої температури тривалий час, тому застосовують ферменти, виділені із термофілів - Thermus aquaticus (Taq-полімераза), Pyrococcus furiosus (Pfu-полімераза), а також Pyrococcus woesei (Pwo-полімераза) і ін.;
4.Дезоксирибонуклеозидтрифосфатів (dATP, dGTP, dCTP, а також dTTP);
5.Буферний розчин, який забезпечує потрібні умови реакції;
6.Реакція проводиться у 30-50 циклів, кожен із яких формується із 3 стадій: денатурація, віджиг, а також елонгація.
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Рисунок 1.1- Схема полімерно цепної реакції
Полімеразна ланцюгова реакція у режимі реального часу (real-time PCR) надає можливість аналізу продуктів полімеразно ланцюгової реакції у режимі реального часу по ходу проведення реакції [5].
Головними стадіями цього методу є:
1.Визначення виходу продукту реакції після кожного циклу ампліфікації;
2.Побудова за даними характеристиками кінетичної кривої PCR.
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Рисунок 1.2- Кінетична крива PCR
Встановлення відносної концентрації субстрату на підставі дослідження даної кривої:
Для детекції PCR-продукту застосовується флуоресцентні барвники, які забезпечують флуоресценцію, прямо пропорційну обсягу ПЛР-продукту. Механізми її генерації різняться в залежності від конкретного типу real-time PCR.
Кінетична крива PCR має S-подібну форму.
У ній можна виокремити 3 етапи:
1. Етап ініціації (коли PCR-продукти ще не детектуються флуоресцентною міткою);
2. Експонентний етап (у якому спостерігається експоненціальна залежність кількості флуоресценції від циклу PCR);
3.Плато (етап насичення).
Початковий обсяг субстрату встановлюється порогом циклу (threshold cycle), цей цикл n, на якому досягається деякий заданий рівень флуоресценції - порогова флуоресценція за умови, що ефективність реакції й заданий рівень порогової флуоресценції однакові для кожної із порівнюваних реакцій [10].
Варіанти real-time PCR різняться за способами генерації флуоресценції. 2 головних застосовуваних на сьогоднішній день способи - це:
1. Використання інтерколіруючіх флуоресцентних агентів, флуоресценція яких значно зростає під час зв’язування із дволанцюговою ДНК;
2. Застосування мічених флуоресцентними агентами олігонуклеотидних проб, комплементарних області PCR-продукту.
Переваги методу полімеразної ланцюгової реакції, в якості методу діагностики інфекційних захворювань:
1. Виявлення ДНК збудника методом полімеразної ланцюгової реакції надає пряму вказівку на присутність збудника інфекції;
2. Висока специфічність методу полімеразної ланцюгової реакції обумовлена тим, що у досліджуваному матеріалі виявляється унікальний, характерний лише для цього збудника фрагмент ДНК, виключає можливість отримання помилкових результатів, на відміну від методу імуноферментного аналізу, де часті помилки у зв’язку із перехресно-реагуючими антигенами;
3. Метод полімеразної ланцюгової реакції, через високу чутливість, надає можливість визначити навіть поодинокі клітини бактерій чи вірусів. Чутливість полімеразної ланцюгової реакції становить від 10 до 1000 клітин у пробі (чутливість імунологічних й мікроскопічних тестів становить від 103 до 105 клітин);
4. Універсальність процедури визначення наявності різноманітних збудників полягає у тому, що матеріалом для дослідження методом полімеразної ланцюгової реакції слугує ДНК чи РНК збудника. Подібність хімічного складу усіх нуклеїнових кислот надає можливість використовувати уніфіковані методи проведення лабораторних досліджень, що надає можливість діагностувати декілька збудників із однієї біопроби;
5. Висока швидкість отримання результату діагностики обумовлена тим, що для проведення полімеразної ланцюгової реакції не потрібно виділення й вирощування культури збудника, що займає великий проміжок часу.
Секвенування, секвенс (з англійської Sequence це послідовність) є визначенням первинної амінокислотної чи нуклеотидної послідовності біополімерів (білків й нуклеїнових кислот - ДНК й РНК). У результаті виходить лінійний символьний опис, що коротко пояснює структуру молекули. Для секвенування на сьогоднішній день зазвичай використовується метод Сенгера із дідезоксінуклеозідтріфосфатамі (ddNTP) [6]. Переважно до початку секвенування за допомогою полімеразної ланцюгової реакції проводять ампліфікації ділянки ДНК, послідовність якої необхідно визначити.
Філогенетичний аналіз є аналізом молекулярних даних, що є одним із підходів до теоретичного дослідження структури й функції генетичних макромолекул (РНК, ДНК, а також білків) й їх еволюційного перетворення. Головна мета філогенетичного аналізу є аналізом еволюційного порядку дивергенції послідовностей генів й білків чи їхніх частин, а також відновлення списків еволюційних подій (замін нуклеотидів, делецій, а також вставок) у предкових лініях даних макромолекул.
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Рисунок 1.3- Приклад філогенетичного аналізу на основі ДНК людини
Головний інструмент філогенетичного аналізу є порівнянням близьких за структурою чи за функцією генів чи білків, й перш за все, порівняння їх первинних послідовностей [9]. Найважливіша характеристика функціонально значущих структур макромолекул є їхньою еволюційним консерватизмом. Чим менше функціональна важливість певних ділянок генів, тим більше вони мають тенденцію до еволюційної мінливості.
2. Особливості лабораторної діагностики хелікобактер пілорі
2.1. Біохімічна діагностика
Helicobacter pylori є спіралеподібною паличкоподібною грамнегативною бактерією, яка інфікує різноманітні області шлунка й дванадцятипалої кишки. Більшість випадків виразкової хвороби шлунка й дванадцятипалої кишки, гастритів, дуоденітів й певні випадки лімфом шлунка і раку шлунка етіологічно пов’язані із інфікуванням H. pylori. Однак, хоч значна частина населення інфікована даною бактерією, більшість заражених не проявляють жодних ознак хвороби.
Види роду Helicobacter це ацидофільний екстремофіли, єдиними відомими нині мікрорганізмами, здатними тривало виживати у надзвичайно кислому, майже анаеробному середовищі шлунка і колонізувати його слизову оболонку. Спіралеподібна форма бактерії, від якої походить родова назва Helicobacter, як уважають, пов’язана із розвитком в даній бактерії здатності проникати у слизову оболонку шлунка й дванадцятипалої кишки, оскільки така форма полегшує її рух в слизовому гелі, що покриває стінки травного тракту [17].
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Рисунок 2.1- Вигляд Helicobacter pylori
Неінвазивні (без використання ендоскопії) тести на наявність бактерії включають встановлення титру антитіл у крові до антигенів  Helicobacter pylori, встановлення наявності антигенів Helicobacter pylori у калі, а також уреазний дихальний тест, що полягає у тому, що пацієнт випиває розчин міченої С-вуглецем сечовини, яку бактерія розщеплює із створенням міченого 14C- чи13C- двоокису вуглецю, що потім може бути виявлений у повітрі, що видихається, за допомогою вимірювання радіоактивності (в випадку мічення радіоактивним ізотопом вуглецю C-14) чи мас-спектрометрії (в випадку мічення стабільним ізотопом вуглецю 13C).
Однак найбільш надійним методом діагностики інфекції даною бактерією залишається біопсія, яка проводиться в процесі ендоскопічного обстеження шлунка й дванадцятипалої кишки [30]. Взяту під час біопсії тканину слизової оболонки піддають швидкому тестуванню на наявність уреази й антигенів Helicobacter pylori, гістологічному дослідженню та культуральному дослідженню із виділенням бактерії на штучних живильних середовищах.
Жоден із методів діагностики інфекції Helicobacter pylori не є повністю достовірним й захищеним від діагностичних помилок або невдач. Насамперед, результативність біопсії у діагностиці Helicobacter pylori залежить від місця взяття біоптата, тому під час ендоскопічного дослідження обов’язкове взяття біоптатів із різноманітних місць слизової оболонки шлунка. Тести на наявність антитіл до антигенів бактерії мають чутливість усього тільки від 76 відсотків до 84 відсотків. Певні ліки можуть впливати на активність уреази, що виділяється Helicobacter pylori, унаслідок чого під час дослідження уреазної активності за допомогою міченої сечовини можуть вийти помилково негативні результати.
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Рисунок 2.2- Helicobacter pylori у слизовій оболонці шлунка. Забарвлення за Романовським-Гімзе.
Гелікобактерна інфекція може супроводжуватися симптомами чи протікати безсимптомно (без будь-яких скарг із боку інфікованого). Передбачається, що до 70 відсотків випадків гелікобактерної інфекції протікають безсимптомно й що від 50 % до 67 % людської популяції в світовому масштабі інфіковано Helicobacter pylori. Дійсний обсяг безсимптомних носіїв бактерії варіює від країни до країни. В розвинених державах Заходу (Західна Європа, США, Канада, Австралія) дана частка складає близько 25 відсотків, однак вона значно вища у державах так званого «третього світу» і у посткомуністичних країнах Східної Європи. В державах третього світу й у посткомуністичних країнах, внаслідок порівняно низьких санітарних стандартів й умов, не рідкісні випадки виявлення інфекції Helicobacter pylori   в дітей й підлітків [25].
Різниця у частоті гелікобактерної інфекції у розвинених країнах Заходу й у державах «третього світу» пояснюється суворішим дотриманням гігієнічних стандартів й широким використанням антибіотиків. Однак із часом стала виявлятися проблема резистентності до антибіотиків деяких штамів Helicobacter pylori. На сьогоднішній день багато штамів даної бактерії у Європі, США й навіть у державах, що розвиваються, уже стійкі до метронідазолу.
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Рисунок 2.3-Helicobacter pylori у слизовій оболонці шлунка. Забарвлення гематоксилін-еозіном.

Helicobacter pylori була виділена із калу, слини й зубного нальоту інфікованих пацієнтів, що пояснює можливі шляхи передачі інфекції — фекально-оральний чи оральний-оральний (як приклад, під час поцілунків, користування спільним посудом, спільними столовими приладами, а також спільними зубними щітками). Можливе (й вельми часто зустрічається) зараження бактерією у установах громадського харчування. Інколи можливе зараження через інфіковані ендоскопи під час проведення діагностичної гастроскопії.
Вважається, що за відсутності лікування гелікобактерна інфекція, одного разу колонізувавши слизову оболонку шлунка, може існувати на протязі усього життя людини. Однак в літніх людей, а також в хворих із давнім гастритом, гелікобактерна інфекція, ймовірно, може самостійно зникати, оскільки із віком чи із давністю захворювання гастритом слизова оболонка шлунка стає дедалі атрофічною, тонкішою й менш придатною для колонізації бактерією. Разом із тим, атрофічний гастрит в немолодих, чи гастрит, що перейшов у стадію атрофічного гастриту після багатьох років хвороби, піддається лікуванню набагато важче, ніж гелікобактерні гастрити [18]. Тож не варто відкладати лікування хворих із гострим чи хронічним гелікобактерним гастритом у надії, що інфекція «пройде сама».
Відсоток гострих гелікобактерних інфекцій, що переходять у хронічну форму, точно не відомий, однак, у кількох дослідженнях, у яких вивчався природний перебіг хвороби без лікування у людських популяціях, повідомлялося про можливість спонтанного самовилікування (спонтанного усунення мікроба-збудника). 
Helicobacter pylori - грамнегативний, високорухливий, мікроаерофільний мікроорганізм спіралевидної форми, який належить до класу епсилон-протеобактерій. Природним середовищем існування цього збудника є слизова оболонка шлунка людини, а інфікування людини призводить до стійкого гастриту, який може перерости у виразкову хворобу та аденокарциному. 
Таким чином, багато факторів визначають тип і тяжкість захворювань, наприклад, стан імунної системи хазяїна, патогенність Helicobacter pylori та наявність факторів навколишнього середовища (дієта, стрес, рівень гігієни або наявність супутніх інфекцій). У них спіральна форма клітин є важливою особливістю, необхідною для того, щоб клітини ефективно досягали та колонізували шлунковий слиз. Мутанти, що демонструють паличкоподібний фенотип, були ослаблені в колонізації шлунка і моторики. 
У Helicobacter pylori, підтримання форми клітини, контролюється принаймні двома непов’язаними механізмами, які діють на двох рівнях: пептидази впливають на форму клітини, викликаючи релаксацію пептидоглікану і чотири так звані білки, багаті спіралькою (Ccrp), що зображують елементи цитоскелету. впливають на форму клітини, швидше за все, створюючи внутрішньоклітинний каркас [22]. 
На відміну від ситуації в багатьох інших морфології клітин бактерій у Helicobacter pylori не піддається впливу актиноподібного білка MreB. Крім того, було ідентифіковано один гомолог бактофіліну, який виявився важливим для підтримки форми клітини характерної спіральної форми.  Біохімічний тест на Helicobacter pylori наведено в таб. 2.1.
Таблиця 2.1- Характеристики біохімічного тесту на Helicobacter pylori
	Основні характеристики
	Властивості ( Helicobacter pylori )

	капсула
	Некапсульований

	Каталаза
	Позитивний (+ve)

	Джгутики
	Джгутикові

	Толерантність до гліцину (1%)
	Негативний (-ve)

	Фарбування за Грамом
	Негативний (-ve)

	Зростання при 25, 30 і 45°C
	Негативний (-ve)

	Зростання при 35 і 40°С
	Позитивний (+ve)

	Зростання при 0,5 і 0,75 % NaCl
	Позитивний (+ve)

	Зростання при 1,00 і 1,25 % NaCl
	Позитивний (+ve)

	Зростання при 1,5 % NaCl
	Негативний (-ve)

	H2S
	Позитивний (+ve)

	Моторика
	Рухливий

	Зменшення нітратів
	Негативний (-ve)

	Оксидаза
	Позитивний (+ve)

	Форма
	Стрижні

	спора
	Неспороносний

	уреаза
	Позитивний (+ve)


Всі біохімічні реакції при виявлені Helicobacter pylori відбуваються на робочому електроді, тому його визнають елементом трансдукції. Різноманітні елементи використовуються як електроди в біосенсорі для забезпечення високої чутливості за дуже короткий час. Лічильник або допоміжний електрод разом із робочим електродом завершують схему для виконання електроаналітичної хімії, через яку вимірюється або прикладається струм. Допоміжний електрод регулюється таким чином, щоб збалансувати реакцію, що відбувається на робочому електроді. В першу чергу струм або потік заряду виникає між протилежним електродом і робочим електродом, тоді як потенціал вимірюється відносно електрода порівняння [20]. Срібло/хлорид срібла використовується для порівняльних електродів, що підтримує бажаний і стабільний потенціал. Всі три електроди підключені до потенціостата для вимірювання струму, який утворюється в результаті реакцій окислення та відновлення. Реакція окислення відбувається, якщо робочий електрод індукований позитивним потенціалом. У цій реакції струм залежить від концентрації аналіту, що дифундує на поверхні робочого електрода. З іншого боку, реакція відновлення відбувається, коли на робочий електрод подається негативний потенціал. Допоміжний електрод вимірює струм і функціонує як анод, тоді як робочий електрод працює як катод. Допоміжні електроди, як правило, складаються з електрохімічно інертних матеріалів, наприклад платини, золота, графіту (вуглецю) і кремнію [24]. Для виявлення H. pylori золотий електрод використовують у виготовленні біосенсорів [28].
Біосенсори можна розділити на чотири категорії, такі як амперометричні датчики (вимірюють зміну струму), потенціометричні датчики (вимірюють різницю потенціалів), імпедансні та кондуктометричні датчики (вимірюють зміну електропровідності) [26].
Чутливість біосенсора можна підвищити за рахунок використання електроактивних елементів, а також комбінації наноматеріалів із чудовою електропровідністю, наприклад оксиду графену, золота, багатошарових вуглецевих нанотрубок, оксидів металів та інших передових наноматеріалів [37]. У біосенсорі ДНК для виявлення Helicobacter pylori зонд оцДНК іммобілізують на скловугільному електроді, покритому наночастинками оксиду графену/золота. 
Переважно виготовляють швидкий і високочутливий імуносенсор для виявлення людських антитіл IgG, специфічних для Helicobacter pylori, у зразку сироватки. У цьому імунологічному аналізі антиген Helicobacter pylori іммобілізують на обертовому диску GCE. Реакцію між IgG людини та антигеном кількісно визначають за допомогою вторинного антитіла, міченого ферментом пероксидазою хрону. 
Для виявлення Helicobacter pylori також виготовляють вольтамперометричний біосенсор на основі електрода з вуглецевих нанотрубок, іммобілізованих вісмутом. Електрод Ag/AgCl використовують як електрод порівняння, тоді як платиновий дріт є допоміжним електродом. ДНК Helicobacter pylori виділяється із зразків тканин шлунка. У аналізі використовують циклічну вольтамперометрію та методи оптимальної прямокутної хвилі.
2.2 Морфологічна діагностика
Морфологічні методи визначення Helicobacter pylori:
1.Гістологічний метод;
2.Цитологічний метод.
Гістологічний метод є прямою гістологічною візуалізацією Helicobacter pylori після окраски біопсійних зрізів є «золотим стандартом» діагностики Нр-інфекції. Переваги: широка доступність, зручність збереження і транспортування, дозволяє паралельно провести морфологічну оцінку уражень слизової оболонки, встановити ступінь обсемініння матеріала Helicobacter pylori. Недоліками даного методу є: необхідність наявної гістологічної лабораторії, тривалий час і деякі труднощі, які пов’язані із інтерпретацією і оформленням результатів.
В таб. 2.2  висвітлено переваги і недоліки кожного методу діагностики. Переваги гістології включають її здатність документувати інфекцію Helicobacter pylori, а також вона надала більше інформації про ступінь запалення та пов’язану патологію, таку як атрофічний гастрит, кишкова метаплазія, рак шлунка або лімфома. Однак це має ряд обмежень, включаючи вищу вартість, довший час виконання та залежність від навичок оператора [19]. Щільність Helicobacter pylori може змінюватися на різних ділянках, що, можливо, призводить до помилки вибірки, а чутливість гістології може знижуватися у пацієнтів, які приймають антисекреторну терапію, таку як інгібітор протонної помпи (ІПП).
Таблиця 2.2-Діагностичні тести для виявлення інфекції Helicobacter pylori
	Тест
	Чутливість
	Специфіка
	Переваги
	Недоліки

	Неінвазивний
	
	
	
	

	  Серологія
	76-84
	79-90
	Широкий доступ, недорого
	Позитивний результат може відображати попередню, а не поточну інфекцію, не корисну після лікування

	Дихальний тест на сечовину
	>95
	>95
	Високі негативні та позитивні прогностичні значення, корисні до та після лікування
	Хибнонегативні результати можливі за наявності ІПП або при недавньому застосуванні антибіотиків або препаратів вісмуту, значні ресурси та персонал необхідні для проведення тесту

	Інвазивний
	
	
	
	

	  гістологія
	95
	99
	Чудова чутливість і специфічність, особливо при спеціальних і імунних фарбуваннях, надає додаткову інформацію про слизову оболонку шлунка
	Дорогий (витрати на ендоскопію та гістопатологію), варіабельність між спостерігачами, на точність впливає ІПП та використання антибіотиків, вимагає навченого персоналу

	  Швидкий уреазний тест
	90
	93
	Швидкі результати, точні для пацієнтів, які не використовують ІПП або антибіотики, відсутність додаткових витрат на гістопатологію
	Потрібна ендоскопія, менш точна після лікування або у пацієнтів, які використовують ІПП

	  Культура
	58.1
	100
	Специфічність 100%, дозволяє визначити чутливість до антибіотиків
	Змінна чутливість; вимагає навченого персоналу та належним чином обладнаних приміщень, дорого


Іншим обмеженням гістології є варіабельність оцінки між спостерігачами. Раніше проведені дослідження вчених оцінювало надійність ідентифікації Helicobacter pylori на H&E-забарвлених зразках біопсії шлунка 20 патологами, результати показали дуже низьку чутливість (66%) і неоптимальну специфічність (88%). Інше дослідження надійності, що розглядає предметні стекла Warthin-Starry, забарвлені сріблом, показало, що значення каппа для збігу між спостерігачами становило 0,65-0,88, а збіг між спостерігачами становило 0,39-0,82. Інші дослідження щодо відтворюваності гістологічних даних для предметних стекол, забарвлених за Гімзою або Гентою, дійшли подібного висновку. Це може бути пов’язано з розбіжностями в оцінці ознак Helicobacter pylori або спостереженнями патологоанатома, оскільки результати патології базуються на суб’єктивній інтерпретації різних ознак і класифікації [29].
Гістологія є чудовим методом виявлення Helicobacter pylori та надає додаткову інформацію про слизову оболонку шлунка. H&E з або без фарбування за Гімзою зазвичай є достатнім. Оновлена Сіднейська система рекомендує біопсію шлунка з п’яти різних місць. Однак, якщо це неможливо, велика кривизна тіла шлунка може бути кращим місцем для виявлення поточних інфекцій Helicobacter pylori, особливо за наявності кровотечі з пептичної виразки або раку шлунка. ІПП можуть вплинути на результат гістології, тому їх слід припинити за 2 тижні до дослідження. Кровотеча після біопсії може посилитися у пацієнтів, які отримують антикоагулянтну терапію, тому слід вживати обережних заходів.
Цитологічне профілювання Helicobacter pylori ґрунтується на вимірюванні великої кількості цитоскелетних маркерів. Оскільки бактерії в 100 разів менші за звичайну еукаріотичну клітину і не мають усіх органел і маркерів, використовуваних у цих дослідженнях, давно вважалося, що цитологічне профілювання не може бути застосоване до бактерій. Цитологічне дослідження це простий одноетапний аналіз, який забезпечує надзвичайно потужний підхід для ідентифікації клітинних шляхів, на які спрямовані молекули, що є ключовим кроком у визначенні Helicobacter pylori. 
Цей метод має багато переваг перед іншими підходами: він швидший, забезпечує вищу роздільну здатність для ідентифікації більшої кількості шляхів і може виконуватися в дуже малих (мікролітрових) об’ємах культури. Також не вимагає набору спеціалізованих штамів, як багато інших методів. Можливості інтерпретації цитологічних профілів з часом зростають, оскільки характеризується більше молекул із відомими механізмами дії. Коли профілюються сполуки з абсолютно унікальними клітинними мішенями, вони утворюють унікальні категорії та можуть отримати високий пріоритет для подальшого аналізу. Оскільки бактерії розвинули резистентність майже до всіх відомих антибіотиків, ідентифікація молекул з різними механізмами дії є пріоритетною.
2.3 Імунологічна діагностика
Існує кілька типів імунологічних тестів, доступних для діагностики та лікування інфекції Helicobacter pylori. Більшість комерційно доступних серологічних наборів використовують тестовий формат імуноферментного аналізу (ІФА). Спочатку в наборах використовувалися необроблені препарати антигену, хоча в багатьох нових наборах використовується більш очищений препарат антигену, часто з підвищеною специфічністю, але меншою чутливістю. Тест-системи для тестування пацієнта базуються або на латекс-аглютинації, або на імунохроматографії. 
Досить часто, вони мають низьку чутливість порівняно з лабораторними тестами. Вестерн-блот, ІФА та рекомбінантний імуноблот (РІ) також були розроблені в комерційно доступних наборах і можуть використовуватися для визначення наявності специфічних маркерів вірулентності. Для виявлення Helicobacter pylori у фекаліях розроблено набір для визначення антигену. Імунологічні реагенти також були поєднані з іншими методами діагностики для розробки імуногістохімічного фарбування та імуноаналізу ДНК. 
На сьогоднішній день Helicobacter pylori визнано причиною гастриту та більшості випадків виразкової хвороби (ПВХ), його тривале носійство підвищує ризик розвитку аденокарциноми шлунка в шість разів, і він позначений як канцероген класу I. Helicobacter pylori також вважається причиною лімфом лімфоїдної тканини, пов’язаних зі слизовою оболонкою шлунка. Його зв'язок з невиразковою диспепсією залишається суперечливим [31]. Крім того, тривале носійство мікроорганізму може бути пов’язане з низьким зростом у молодих людей і в загальній популяції як можливий фактор ризику розвитку вазоспастичних розладів і, можливо, імунопатології шкіри, такої як кропив’янка. З визнанням Helicobacter pylori як важливого патогену для людини, він став одним із зростаючої кількості організмів, для яких була нанесена повна послідовність геному. 
Серологія є важливим методом визначення колонізаційного статусу і може використовуватися для діагностики, як процедура скринінгу або для визначення ефективності схем ерадикації. Більшість серологічних аналізів проводять у форматі ІФА, хоча деякі з них базуються на реакції латексної аглютинації. Ці останні використовуються в основному як аналізи поблизу пацієнта. Більшість аналізів виявляють IgG у сироватці, хоча деякі виявляють сироватковий IgA. Нещодавно розроблені аналізи виявляють IgA у слині, а виробництво афінно очищених антитіл призвело до розробки аналізу виявлення антигену у зразках фекалій. Серологічні реагенти також використовувалися в імуноцитохімії та для прискорення виявлення ампліфікованих продуктів полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) - ДНК-імунологічних аналізів.
Імуноферментний аналіз ДНК. Хоча більшість діагностичних ПЛР-ампліконів виявляються за допомогою гель-електрофорезу, зростає тенденція до використання колориметричного методу виявлення, оскільки він більш швидкий і може бути автоматизований. Для виявлення Helicobacter pylori розроблено три ДНК-ферментних імуноаналізи. GEN-ETI-K DEIA (Італія) використовує мікропланшети, вкриті стрептавідином, до яких додається біотинільований специфічний зонд на основі гена UreC Helicobacter pylori. Ампліфікований продукт додають до планшета, а дуплексну ДНК виявляють за допомогою пов’язаного з ферментом антитіла проти дволанцюгової ДНК [28]. 
Тест PYLORIPROB (Бельгія) — твердофазний гібридизаційний аналіз Helicobacter pylori. Спеціальний зонд захоплення (також заснований на гені UreC Helicobacter pylori) прив’язаний до планшета мікролунки. Ампліфікований продукт додають до лунки та виявляють біотинільованим зондом, до якого додають пероксидазу, кон’юговану зі стрептавідином, і субстрат. 
Тест PCR-ІФА (Німеччина) використовує зонд захоплення, мічений біотином (UreC), зв’язаний із твердою фазою в покритому стрептавідином мікролунковому планшеті, до якого додають ампліфікований продукт, мічений дигоксигеніном, а гібридизований продукт виявляють за допомогою анти-дигоксигенінпероксидази.
 Оцінку цих трьох наборів проводять на зразках біопсії від пацієнтів і порівнювали з ПЛР з електрофорезом у гелі та гістологією/культурою як золотим стандартом. Колориметричний імуноаналіз ДНК був у 100 разів чутливішим, ніж стандартна ПЛР, і результати отримують протягом чотирьох годин. Чутливість і специфічність трьох тестів становлять відповідно 85% і 88% для GEN-ETI-K DEIA, 87% і 82% для PYLORI-PROB і 80% і 68% для PCRІФА. 
У дослідженнях таких вчених як, Д. Вайра, Дж. Холтон, М. Менегатті, К. Річчі, Ф. Ланді, А. Алі, Л. Гатта, К. Чарді та С. Фарінеллі, оцінювали пацієнтів до та після лікування, а до лікування специфічність PYLORI-PROB та PCRІФА становила лише близько 50%. Ця очевидна відсутність специфічності може підкреслити обмеження в «золотому стандарті», а не відобразитися на наборах ДНК-ферментного імунологічного аналізу. 
До серологічних тестів відносяться виявлення IgA, вірулентно-специфічний ІФА, методи імуноблоту, імунологічні тести на антитіла слини, тести біля пацієнта, і виявлення антигену. Альтернативні формати, які використовувалися як серологічні аналізи, включають проточну мікросферну імунофлуоресценцію та імунохроматографію, останній для швидкого тестування цільної (капілярної) крові поблизу пацієнта. У першому полістирольні мікрогранули вкриті комплексним антигеном Helicobacter pylori, отриманим із ультразвукової фракції цільної клітини або збагаченої уреазою. Сироватку, що містить аналіт (антитіла до Helicobacter pylori), змішують із покритими мікросферами, і зв’язування виявляють за допомогою міченого флуоресцеїн ізотіоціанатом антилюдського IgG та проточного цитометра [21]. Ця методика не піддається комерціалізації, оскільки не кожна лабораторія має проточний цитометр. Принцип формату імунохроматографії полягає в зв’язуванні антигену (в даному випадку очищеного антигену Helicobacter pylori) з мембраною, додаванні цільної крові та подальшому додаванні антилюдських IgG, мічених кольоровими частинками. 
Наявність антитіл до Helicobacter pylori в крові визначається кольоровою плямою на мембрані. Прилегла ділянка мембрани зі зв’язаним людським IgG діє як контроль. Можна використовувати альтернативні схеми цього формату, за яких кольорові частинки, вкриті антигеном, зв’язані з антитілами проти Helicobacter pylori, розподіляються по довжині мембрани та захоплюються лінією антитіл IgG проти людини, таким чином концентруючи колір у певному місці. 
Також ми можемо зазначити, що ізоелектричне фокусування можна використовувати для дослідження серологічної відповіді на інфекцію, включно з Helicobacter pylori, хоча це більше дослідницький метод, а не комерційний тест, який використовується для лікування захворювання. Принцип полягає в фокусуванні сироваткових антитіл до їх рН за допомогою електрофорезу вздовж градієнта рН з подальшим перенесенням на мембрану, завантажену антигеном. Зв’язане антитіло виявляється подібно до вестерн-блоттингу. За допомогою цього методу можна виявити моноклональну, олігоклональну або поліклональну відповідь, що відображає клітинну динаміку виробництва антитіл. Аналіз сироваткових антитіл Аналізами на IgA нехтували на користь IgG. Однак деякі комерційні набори можуть оцінювати сироватковий IgA. 
У дослідженні Д. Вайра, Дж. Холтон та М. Менегатті 400 пацієнтів чутливість і специфічність аналізу IgA була порівнянна з IgG. Наразі невідомо, чи дають рівні IgA будь-які клінічні переваги над IgG. Виявлення CagA та VacA методом ІФА або імуноблоттингу може надати додаткову інформацію, яка може мати клінічне значення [22]. Інфекція позитивними штамами Cag і Vac (тип I) зазвичай частіше пов’язана з більш серйозними гастродуоденальними захворюваннями порівняно з негативними (тип II) штамами. 
Однак така асоціація спостерігається не в усіх країнах. Також в досліджені цих вчених за участю 98 пацієнтів було виявлено 125 кДа (Cag), 87 кДа (Vac) і досі неідентифікований компонент helico 35 кДа. Helicobacter pylori корелювала з виразковою хворобою. 
Через легкість збору, особливо у дітей, аналіз на антитіла в слині може бути особливо корисним. В одному дослідженні 157 пацієнтів, направлених на обстеження диспепсії з використанням набору для виділення слини HІФАl (Cortex), позитивна прогностична цінність була дуже низькою (чутливість 85 %; специфічність 55 %; позитивна прогностична цінність 45 %; негативна прогностична цінність 90 %), коли порівняно з гістологією в популяції, в якій поширеність хелікобактерної інфекції становила 30%.
Подібним чином у дослідженні 86 пацієнтів у порівнянні з посівом, гістологією та швидким уреазним тестом (RUT) набір HІФАl мав чутливість і специфічність. 88% і 71% відповідно, але був нижчим від оцінки в сироватці. Використовуючи слинний пристрій OraSure для збору антитіл зі слини у 100 дітей було отримано чутливість і специфічність відповідно 100% і 61%, з позитивними та негативними прогностичними значеннями 100% та 92% у порівнянні з дихальним тестом на сечовину. Подібні хороші результати були отримані в іншому дослідженні з використанням тесту OraSure. У цьому дослідженні 740 дітей було протестовано за допомогою слини, зібраної за допомогою пристрою OraSure, і серології, виконаної HM-CAP EIA, що дало чутливість і специфічність 85% і 93% [33]. Ці результати є обнадійливими, і з подальшою розробкою тести на антитіла в слині можуть бути діагностичними. 
При використанні для попереднього ендоскопічного скринінгу тести не охопили значну кількість пацієнтів із серйозною патологією. Існує зростаюча потреба в тестуванні поблизу пацієнтів, оскільки більше пацієнтів ведуть лікарі загальної практики за принципом тестування та лікування. Доступно кілька нових тестів поблизу пацієнта, але загалом їм бракує діагностичної точності порівняно з лабораторними ІФА. Більшість тестів є одноетапними з використанням цільної крові, але інші вимагають розділення сироватки, що зменшує їхню корисність як наборів для пацієнтів. Крім того, для одного тестового набору були відзначені варіації чутливості та специфічності залежно від того, капілярна чи венозна кров використовувалася. Швидкий аналіз крові HІФАl мав чутливість і специфічність 88% і 91%, а позитивні і негативні прогностичні значення становили 92% і 86% у порівнянні з гістологією, посівом, RUT і 13C-UBT.
Однією з найбільш перспективних розробок для виявлення Helicobacter pylori є виявлення фекального антигену через його швидкість, технічну простоту та легкість збору зразків. Premier platinum HpSA EIA використовує очищене aYnity поліклональне антитіло, прикріплене до мікролункових планшетів, до якого додають фекальну суспензію, а потім антитіло, кон’юговане з пероксидазою, і субстрат. Цей набір було оцінено в кількох дослідженнях. У європейському багатоцентровому дослідженні з 12 центрів-учасників було проаналізовано 501 пацієнта та порівняно з гістологією, RUT, культурою та UBT [28]. Чутливість і специфічність становили 94% і 91%, відповідно, з позитивним і негативним прогнозом значення 93% і 92% у популяції, де загальна поширеність становила 55% хелікобактер-позитивних. Менша кількість пацієнтів була досліджена через чотири тижні після закінчення ерадикаційної терапії та показала чутливість і специфічність 100% і 90%. Набір фекального антигену було перевірено в інших дослідженнях,47–49 усі вони дали порівнянну чутливість і специфічність (91–98% і 83–96%). 
Після лікування антиген, здається, досить швидко (протягом кількох днів) зникає, але специфічність була зареєстрована як 79%. Однак у подальшому дослідженні, яке порівнювало HpSA з ПЛР, антиген і ДНК все ще можна було виявити після лікування.  Подальший розвиток тесту, ймовірно, покращить його корисність у моніторингу ерадикаційного лікування. Новим потенційно корисним методом на додаток до виявлення антигену чи ДНК є використання імуномагнітних кульок для ізоляції організму.
2.4 Мікробіологічний метод 
Молекулярно-біологічний метод це високочутливий й специфічний, відповідно до діагностичної цінності має переваги перед ін. методами діагностики. Даний метод надає можливість оцінити генотипічні й фенотипічні характеристики збудника. Молекулярно-біологічний метод визначення Helicobacter pylori є діагностикою, що має ряд переваг: високуспецифічність, що обумовлена підбором праймерів, які комплементарні унікальній нуклеотидній послідовності тестованих мікроорганізмів, адекватна чутливість надає можливість діагностувати не лише гострі, а і латентні інфекції у клінічно значущому титрі (визначення навіть одиничних вірусів чи бактерій), можливість визначити як вегетативні, так й кокові форми Helicobacter pylori, подібний хімічний склад нуклеїнових кислот надає можливість сформовувати універсальні процедури для виявлення різноманітних інфекційних агентів, ідентифікації збудника на протязі 4,5-5 годин [17].
Важливою відмінною характеристикою даного методу діагностики це відносно низька вартість обладнання і тест – систем, що призначені для проведення аналізу, що вважаються універсальністю методу. За допомогою фазово – контрастної мікроскопії Helicobacter pylori можуть бути виявлені до мікробіологічного дослідження. Даний метод досить зручний для визначення Helicobacter pylori за умови достатньо високого рівня обсіменіння. До його переваг належать: 
1. діагностика проводиться у звичайних лабораторних умовах;
2.немає необхідності фіксації матеріалу і додаткових фарбувань тканини, результат може бути отриманий через 1 – 2 хв.
Окрім того, у лабораторії застосовується молекулярно – біологічний метод діагностики Helicobacter pylori, чутливість якого складає 91,1 [8]. До переваг даного методу належать: 
1.неінвазивність;
2.простота діагностики;
3.швидкість виконання (на постановку тридцяти досліджень необхідно від 4,5 до 5 годин);
4. низька вартість дослідження. 
Цей метод застосовують не лише для первинної діагностики, а і для епідеміологічних досліджень. Діагностика за допомогою ПЦР – тесту на 4-му тижні після успішно проведеної проти хелікобактерної терапії показала низьку специфічність тесту, що складає 75,7. При проведені контролю лікування на шостому тижні була відмічена тенденція до пониження кількості хибно позитивних результатів, й специфічність складала – 93,9. На восьмому тижні специфічність тесту складала 100.
2.5 Молекулярно-генетичний метод
Молекулярно-генетичний метод для виявлення Helicobacter pylori виконується на певних етапах:
1. Екстракція ДНК. Зразки жовчі розбавляли 1 об’ємом стерильного забуференого фосфатом фізіологічного розчину (ФФР) і центрифугували при 13000 г перед тим, як зібрати осад жовчі, який повторно суспендувати в буфері для лізису (що містить 4 мкл протеїнази К (20 мкг/мл)) та інкубували при 55°C протягом 3 годин. Потім суміш інкубували з 4 мкл РНКази (25 мг/мл) при 37°C протягом 1 години. Потім додавали 300 мкл розчину для осадження білка і центрифугували при 13000 г протягом 5 хв. Геномну ДНК у супернатанте осадили 2 об’ємами абсолютного етанолу. Обложену ДНК у супернатанті очищали в очищеній ДНК колонці та двічі промивали промивним буфером. Потім, ДНК елюювали за допомогою буфера та зберігали при -20°C до використання. 
2. Етап передбачає ПЛР-ампліфікацію ure A , vac A, ice A, bab A2, cag A та cag E. Послідовності праймерів і умова ПЛР для ure A (використовується для виявлення та підтвердження Helicobacter pylori), гени вірулентності та генотипування vac A, ice A, bab A2, cag A і cag E були розроблюються на основі досліджень вчених, з модифікацією складових та умов ПЛР-суміші. ПЛР проводять в загальному об’ємі 50 мкл, що містить 1 × буфер для ПЛР, 0,2 мМ dNTP, 0,2  мкМ кожного праймера (0,5  мкМ для секвенування babA2 і cagA ), 1,25 одиниць ДНК-полімерази Taq (RBC Bioscience) і 500 нг геномної ДНК у кожному зразку. Аналіз ПЛР проводять за допомогою системи GeneAmp PCR 9600. Ампліфіковані продукти ПЛР визначали електрофорезом на 1,5–2 % агарозному гелі. Після фарбування бромістим етидієм смуги візуалізували під УФ-опромінювачем. 
4. Етап передбачає проведення секвенування ДНК та аналіз EPIYA. Амплікони часткового cag A очищають та секвеновують за допомогою набору DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit від MegaBace 1000 DNA Analysis System. Послідовності cag A згодом аналізують на наявність EPIYA методом трансляції амінокислотної послідовності за допомогою програми BMC Search Launcher.
5. Цей етап передбачає філогенетичний аналіз cag A. З метою з’ясування філогенетичного зв’язку штамів cag A, Helicobacter pylori cag A + та штамів Helicobacter pylori cag A +. Часткові послідовності cag A варто вирівнювати за допомогою програми clustalw. Згодом аналізують послідовність ДНК західного типу cag A від інших типів.  
Висновки
Дослідження Helicobacter pylori та його ролі у патогенезі захворювань шлунка та дванадцятипалої кишки є актуальним напрямом сучасної гастроентерології. У цій магістерській роботі ми провели аналіз різних методів лабораторної діагностики Helicobacter pylori та їх ефективності.
В результаті виконання роботи нами було:
1. Проаналізовано поняття лабораторної діагностики. Лабораторна діагностика є одним з найбільш інформативних методів дослідження у медицині, що спрямований на аналіз досліджуваного матеріалу за допомогою спеціалізованого обладнання.
2. Наведено методи лабораторних досліджень. Клінічна лабораторна діагностика чи лабораторна діагностика є однією з медичних діагностичних спеціальностей, яка формується формується з ряду досліджень in vitro біоматеріалу людського організму на базі застосування гематологічних, загальноклінічних, паразитарних, біохімічних, імунологічних, серологічних, молекулярно-біологічних, бактеріологічних, генетичних, цитологічних, токсикологічних, вірусологічних методів, зіставлення результатів даних методів із клінічними даними й формулювання лабораторного висновку.
3. Проаналізовано біохімічну діагностику Helicobacter pylori.
4. Проаналізовано морфологічну діагностику Helicobacter pylori. Морфологічні методи визначення Helicobacter pylori: гістологічний метод та цитологічний метод. Переваги цього методу: широка доступність, зручність збереження і транспортування, дозволяє паралельно провести морфологічну оцінку уражень слизової оболонки, встановити ступінь обсемініння матеріала Helicobacter pylori. Недоліками даного методу є: необхідність наявної гістологічної лабораторії, тривалий час і деякі труднощі, які пов’язані із інтерпретацією і оформленням результатів.
5. Проаналізовано імунологічну діагностику Helicobacter pylori. Існує кілька типів імунологічних тестів, доступних для діагностики та лікування інфекції Helicobacter pylori. Більшість комерційно доступних серологічних наборів використовують тестовий формат імуноферментного аналізу (ІФА).
6. Проаналізовано мікробіологічний метод визначення Helicobacter pylori. Даний метод надає можливість оцінити генотипічні й фенотипічні характеристики збудника. Молекулярно-біологічний метод визначення Helicobacter pylori є діагностикою, що має ряд переваг: високуспецифічність, що обумовлена підбором праймерів, які комплементарні унікальній нуклеотидній послідовності тестованих мікроорганізмів, адекватна чутливість надає можливість діагностувати не лише гострі, а і латентні інфекції у клінічно значущому титрі
7. Проаналізовано молекулярно-генетичний метод визначення Helicobacter pylori.
В цілому, наше дослідження підтверджує значення ретельної лабораторної діагностики Helicobacter pylori для вчасного та ефективного лікування захворювань шлунка та дванадцятипалої кишки. Для подальшого вдосконалення діагностичних підходів в цій області рекомендується проведення додаткових досліджень з оцінки нових методів діагностики та їх порівняння з вже існуючими.
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