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Актуальність дослідження на шляху до досягнення сучасної медицини, Helicobacter pylori все ще є проблемою для системи охорони здоров'я в усьому світі. Повідомляється, що інфіковано приблизно 50% населення світу. Однак поширеність варіює залежно від географічних умов, соціально-економічного статусу людей, температури та гігієнічних умов у конкретному регіоні. Незважаючи на різницю, спостерігається тенденція збільшення поширеності цієї інфекції у країнах, що розвиваються, з низьким соціально-економічним статусом. H. pylori сильно корелює з виразками дванадцятипалої кишки (до 90% випадків), виразками шлунка (приблизно у 80%) і злоякісними новоутвореннями, сприяючи таким захворюванням, як лімфома лімфоїдної тканини слизової оболонки (MALT) і рак шлунка (у 90% випадків). 

У 2014 році Всесвітня організація охорони здоров’я (ВООЗ) виступила за ліквідацію H. pylori, щоб знизити глобальний рівень смертності від раку шлунка, а в 2017 році вона визначила резистентні до кларитроміцину штами H. pylori як серйозну загрозу громадському здоров’ю.
Патогенез, спричинений H. pylori, в основному пояснюється факторами вірулентності, включаючи уреазу, джгутики, VacA та CagA. Останні два фактори, VacA і CagA, відіграють ключову роль. Інфекція vacA-позитивними штамами H. pylori може призвести до вакуолізації та апоптозу слизової оболонки шлунка, тоді як інфекція CagA-позитивними штамами може призвести до важкого гастриту та раку шлунка. Дослідження, зосереджені на канцерогенезі шлунка, поділяють фактори ризику на такі категорії, як реакція господаря, генотипи, варіації штамів і фактори навколишнього середовища. Оцінюючи взаємодію між цими факторами, ми можемо зрозуміти ризик і прогресування захворювання в людей із стійкою колонізацією.
Метою роботи  є  визначення особливостей лабораторних методів діагностики  Helicobacter pylori, їх ефективності та інформативності.
Для досягнення мети необхідно було вирішити такі завдання:

1. Провести пошукову роботу сучасних літературних джерел вітчизняних та іноземних науковців за темою магістерської роботи.

2. Охарактеризувати сучасні уявлення про Helicobacter pylori.

3. Проаналізувати методи лабораторної діагностики Helicobacter pylori, визначити їх особливості, ефективність та інформативність.

Об’єкт дослідженя: Helicobacter pylori.
Предмет дослідження: методи лабораторної діагностики 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.
Практичне значення отриманих результатів. Було проведено аналіз літературних джерел, що стосуються питання, яке досліджується в даній роботі. Результати і висновки даної роботи можуть бути використані для вдосконалення діагностичного процесу хворих на захворювання, що асоційовані з Helicobacter pylori.
Структура дослідження. Робота складається зі вступу, 2 розділів з підрозділами, висновків, списку використаних джерел, який налічує 20 найменувань.
РОЗДІЛ 1.  ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА Helicobacter pylori. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Історія відкриття Helicobacter pylori.
У 1875 році німецькі науковці вперше виявили спіралеподібний бактерію в слизовій оболонці людського шлунка. Однак через неможливість виростити її на доступних у той час штучних живих середовищах  і це випадкове відкриття було забуте.
У 1899 році професор Валерій Яворський із Ягеллонського університету в Кракові, аналізуючи осад із промивних вод людського шлунка, виявив поряд із бактеріями, схожими на хмиз, також кілька мікроорганізмів характерної спіралеподібної форми. Він назвав цей мікроорганізм Vibrio rugula і першим припустив його можливу роль у розвитку захворювання шлунка.
У 1979 році австралійський патолог Робін Уоррен повторно відкрив цю бактерію, а з 1981 року спільно з Баррі Маршаллом розпочав її детальне дослідження. Вченим вдалося успішно виділити та ізолювати мікроорганізм із проб слизової клітини шлунка людини, а також першими культивувати на штучних живих середовищах. У своїй науковій публікації вони припустили, що основною причиною захворювання на гастрит та вирозкову хворобу шлунка є інфекція Helicobacter pylori,а не попередне припущення про вплив стреса чи гострої їжи.
Медична та наукова спільнота довго не сприяла патогенетичній ролі цієї бактерії у розвитку гастритів, виразкової хвороби шлунка та дванадцятипалої кишки. Це було пов’язано з усталеним на той час переконанням, що жодний мікроорганізм не здатний вижити в агресивному кислому середовищі шлунка. Після проведення додаткових досліджень почало змінюватися ставлення до цієї гіпотези.
Через кілька років численні групи вчених підтвердили цей зв’язок. Вчений, щоб продемонструвати, що H. pylori була причиною його гастриту, а не просто побічним продуктом, Маршалл проковтнув трохи культивованого H. pylori.

Згодом Маршалл продемонстрував, що може вилікувати інфекцію, пройшовши 14-денний курс терапії солями вісмуту та метронідазолом. У подальших дослідженнях разом із Робіном Уорреном вони змогли довести, що антибіотики ефективні в числі багатьох, якщо не трапляється синдром гастриту і виразок шлунка і дванадцятипалої кишки [17].
У 1994 році Національний інститут здоров’я (NIH) запропонував включити протимікробні препарати в протокол лікування виразки шлунка та дванадцятипалої кишки, викликаної Helicobacter pylori. У 2005 році за відкриття медичного значення цієї бактерії Робен Уоррен і Баррі Маршалл були визнані Нобелівською премією з медицини.
1.2. Епідеміологія Helicobacter pylori
Helicobacter pylori є одна з найпоширеніших інфекцій у світі. За даними ВООЗ, близько 50% населення планети є носіями цієї бактерії. Однак поширеність варіюється в залежності від географічних, соціально-економічних і культурних факторів.

 У країнах з високим рівнем розвитку, таких як США, Канаді, Японії, Австралії та деяких країнах Європи, рівень інфікування H. pylori значно нижчий. Це пов’язано з покращенням умов життя, високим рівнем санітарії, доступом до чистої води та лікування. В цих країнах інфікування зазвичай спостерігається у 20-30% населення дорослого віку.

У країнах, що розвиваються, зокрема в Африці, Південній Америці, Азії, рівень інфекції набагато вищий. В цих регіонах H. pylori інфікує 70-90% дорослого населення. Погані санітарно-гігієнічні умови, недостатній доступ до медичних послуг, відсутність чистої води та переповненість сприяють високому рівню зараження.
Країни з високим рівнем інфікування: У країнах Південно-Східної Азії, зокрема в Китаї, Індії, Пакистані, рівень інфікування досягає 70-80% серед дорослого населення. Особливо висока поширеність інфекції серед дітей.

В країнах Східної Європи, зокрема в Україні, рівень інфекції є середнім, але значно вищим, ніж у західноєвропейських країнах. Поширеність серед дорослих в цих країнах може становити від 50 до 80% [5].
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Рис.1.1 Поширеність H. pylori у всьому світі та в Південно-Східній Азії
В Україні дослідження показують, що Helicobacter pylori є широко поширеною бактерією, яка інфікує велику частину населення, зокрема у містах. Проте найвищий рівень інфікування H. pylori спостерігається в певних регіонах, де умови життя, доступ до медичних послуг та рівень санітарії можуть відрізнятися [20].
     Існують деякі загальні тенденції щодо поширеності інфекції в містах:
1. Східна та південна частини України. В  таких містах, як Донецьк, Запоріжжя, Маріуполь, та інших містах сходу та півдня, рівень інфікування H. pylori може бути вищим через певні соціально-економічні умови, рівень санітарії та доступу до медичних послуг. Серед населення цих регіонів може бути вищий рівень інфікування в порівнянні з іншими містами, через специфічні фактори, такі як забруднене водопостачання або недостатня обізнаність про необхідність профілактики.

2. Центральна Україна. У великих містах, таких як Київ, Дніпро, рівень інфікування може бути помірним, але залишається значним через високий рівень урбанізації, різні соціальні та економічні умови. Київ як столиця має найкращий доступ до медичних технологій, що дозволяє більш швидко діагностувати та лікувати інфекцію, але все одно інфікованість серед дорослого населення залишається високою.

3. Західна Україна. У містах, таких як Львів, Івано-Франківськ та Тернопіль, рівень інфікування Helicobacter pylori може бути дещо нижчим порівняно з іншими регіонами. Це може бути пов'язано з деякими відмінностями в харчових звичках, рівні медичних послуг та умовах життя.
Таким чином, хоча точні дані про поширеність Helicobacter pylori в кожному місті України можуть варіюватися, загальна тенденція вказує на те, що інфекція найбільш поширена в містах із поганими соціально-економічними умовами та низьким рівнем доступу до медичних послуг.
Механізми передачі Н. рylori: фекально-оральний, орально-оральний, через предмети особистої гігієни. Шляхи передачі – водний, аліментарний, контактно-побутовий. Рідкісний шлях - через недостатньо продезінфіковані ендоскопи та щипці для біопсії (ятрогенний, артифікаційний шлях). Інфікування Н. рylori зазвичай відбувається у дитячому віці. Збудник персистує в організмі протягом тривалого часу. Захворювання проявляється у дорослих. 
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                               Рис.1.2 Механізми передачі Н. рylori.
Фактори ризику:
1. Низький соціально-економічний статус. Соціальні фактори, такі як погані 
санітарні умови, відсутність належної водопостачальної та каналізаційної інфраструктури, впливають на рівень інфікування. У сільських районах, де доступ до чистої води обмежений, ймовірність зараження Helicobacter pylori значно вища.
2. Вік і статеві відмінності. Найвищий рівень інфікування відзначається у дітей і осіб старшого віку. У дітей інфекція часто асоціюється з проблемами розвитку шлунково-кишкового тракту та порушеннями в процесах травлення. Згідно з даними досліджень, рівень зараження у дітей України становить близько 50–70%. Також чоловіки мають більшу ймовірність бути інфікованими у порівнянні з жінками, особливо в більш пізньому віці [20].
3. Генетичні фактори: Останні дослідження показують, що деякі генетичні характеристики можуть сприяти розвитку інфекції. Зокрема, схильність до запальних процесів шлунково-кишкового тракту, таких як гастрит, може мати спадкову основу.
       1.3.  Морфологічні та тинкторіальні властивості Helicobacter pylori
Хелікобактерії є дрібними бактеріями S-подібної форми. Мікроб рухливий (лофотрих) - на одному з полюсів він має від 4 до 6 джгутиків з колбоподібними потовщеннями на кінцях, спір та капсул не утворює.
Хелікобактерії за Грамом забарвлюються в червоний колір (грамнегативні). В мазках бактерії розташовуються попарно, утворюючи форму «коми» або «ластівки, що летить».
Бактеріальна клітина оточена шаром гелю (глікоколіксом), що представляє собою глікопротеїновий поліаніонний гель, що складається на 99% води. Він є своєрідним бар'єром, що захищає клітину. Крім того, глікокалікс виконує функцію депо для синтезованої бактерією уреази - ферменту, що захищає мікробну клітину від кислого вмісту шлунка [2].
[image: image3.jpg]



     Рис. 1.3. Helicobacter pylori, скануюча електронна мікроскопія.
Старіючі бактеріальні клітини втрачають спіралеподібну форму і переходять у кокову (тип 1). Перехід у кокову форму можливий також за впливу несприятливих чинників довкілля: підвищеної температури, антибіотиків (тип 2). Кокові форми типу 2 здатні зберігатися у зовнішній середовищі та трансформуватися у вихідні спіралеподібні клітини при проникненні в шлунок.
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                    Рис.1.4. Helicobacter pylori, забарвлення за Грамом.
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Рис. 1.5. Перехід від спіралеподібної життєздатної форми H. pylori до життєздатних, але некультивованих кокоїдних форм (скануючий електронний мікроскоп) і фактори, що впливають на цей процес.
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Рис. 1.6. Трансформація від спіралеподібної життєздатної форми H. pylori до кокоїдної форм (скануючий електронний мікроскоп).
Процес морфологічної трансформації H. pylori:  
1) Початковий етап (номер 1 на рис. 1.6). Утворення бульбашки на поверхні бактерії. Це пов'язано з механізмом клітинного зростання, формуванням нових мембран або клітинних структур. Така бульбашка є ознакою того, що клітина починає процес трансформації.

2) Ріст бульбашки (номер 2-3 на рис. 1.6). Бульбашка збільшується в розмірі, що призводить до зміни форми бактерії. Стрижень бактерії починає згинатися, утворюючи U-подібну форму. Це може бути результатом змін у цитоскелеті бактерії, який забезпечує їй форму та структуру.

3) Фінальний етап (номер 4-6 на рис. 1.6. Подальший процес трансформації призводить до того, що бактерія поступово набуває кулястої форми або форми коків. Це свідчить про завершення морфологічної трансформації, коли клітина пристосовується до нових умов або способу існування.

   1.4. Культуральні та біохімічні властивості H. pylori      

Helicobacter pylori є мікроаерофілом, росте в атмосфері, що містить 5-10% кисню. Оптимальна температура зростання 37° С, рН - 5,5-8,5. Хелікобактерії вимогливі до живильних середовищ, добре ростуть на складних середовищах із додаванням сироватки крові, крохмалю, активованого вугілля, гідролізату білків. Для придушення зростання сторонніх мікроорганізмів у середовищі додають антибіотики. 
Для вирощування хелікобактерій використовують такі середовища:

- серцево-мозковий агар;

- залізо-еритритний кров'яний агар (ЖЕК);

- м'ясо-пептонний печінковий агар (МППА);

- сафраніно-залізо-новобіоцинове середовище (СЖН). 

Однак, хелікобактерії ростуть повільно – колонії з'являються на 3-5 день після посіву. Колонії безбарвні, блискучі, опуклі, діаметром 1-2 мм, оточені зоною слабкого гемолізу на агарі з еритроцитами коня.
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      Рис. 1.7. Зростання Helicobacter pylori на кров'яному агарі.
На середовищах, що містять триметилтетразоліум-хлорид, формуються пігментовані рубіново-червоні колонії. При скученому розташуванні колоній рубіново-червоний пігмент поширюється за межі колоній у вигляді павутиння.
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Рис. 1.8. Зростання Helicobacter pylori на агарі з триметил-тетразоліум-хлоридом.
Хелікобактерії продукують уреазу, є оксидаза- каталазапозитивними. Вони ферментують вуглеводи.

Геном хелікобактерій представлений кільцевою дволанцюжковою  молекулою ДНК.

Антигенна структура. Хелікобактерії мають О- та Н-антигени.
Фактори вірулентності:
1) джгутики, забезпечують активні рухи та хемотаксис бактерій, що дає змогу колонізувати слизовий шар шлунка;
2) ліпополісахариди та зовнішні білки, адгезія до клітин, зокрема тих, що утворюють слиз, запалення;
3) каталаза, супероксиддисмутаза, пригнічення клітинного імунітету (фагоцитозу, контакту з лейкоцитами);
4) екзотоксини, вакуолізуючий екзотоксин (продукт гено VAC А) зумовлює вакуолізацію, ушкоджання та загибель клітин слизової оболонки шлунка;
5) екзоферменти, муцинази, протеїнкінази, фосфоліпази А та С, глюкофосфоліпази ушкоджують мембрани поверхневого епітелію, що посилює вплив кислотно-пептичного фактора в місцях колонізації;
6) уреаза, нейтралізація кислоти, аміак зменшує утворення кислоти парієтальними клітинами, спричиняє апоптоз;
7) система секреції 4 типу, ворсинкова система для введення ефектора до клітин макроорганізму;
8) ефектори (CAG A), ремоделювання актину, індукція інтерлейкіку-8, зміни проліферативно-апоптичних процесів клітин господаря.
Структурні компоненти клітини:

1. Клітина має спіроподібну форму та гладку поверхню, що характеризується такою назвою, як "гельдинамічною" або еластичною морфологією. Завдяки наявності джгутиків збудник здатний долати слизовий шар і заселити епітеліальні клітини. Крім того, джгутики сприяють також агрегації бактерій на поверхні епітелію.
2. Адгезини — це білки, розташовані на поверхні, які відповідають за прикріплення до залишків сіалових кислот, фосфоліпідів, гліколіпідів, колагену та холестеролу клітин господаря. відповідно, білок адгезії BabA (blood-group associated binding adhesion) взаємодіє з одним із групових антигенів крові Le(b), що знаходиться на поверхні епітелію шлунка.
3. Ліпополісахарид, який сприяє прикріплення збудника до епітеліальних клітин і стимулює виділення пепсиногену, що, у своєму випадку, призводить до підвищеного утворення пепсину – одного з чинників ризику розвитку вирозкової хвороби. Системи секреції III та IV типів (T3SS, T4SS), які також називають «інжекційними системами», являють собою пілоподібні структури, що сприяють введенню в середину еукаріотичної клітини білків – ефекторів.

4.  Екзоферменти: Фермент адаптації - уреаза є одним з білків, які виробляються патогеном у більшій кількості, і становить майже 15% від загальної кількості білків бактерії. Уреаза викликає розклад сечовини з утворенням аміаку, який нейтралізує соляну кислоту в шлунку. Уреаза, яка виробляється H. pylori, знаходиться не лише в цитоплазмі бактерії, але й на її поверхні [8].
5. H. pylori впливає на вироблення муцину в слизовій оболонці шлунка, впливаючи на захисний шар слизової. Вуглеводний компонент муцинів діє як ліганд, який забезпечує зв’язування бактерії зі слизовою оболонкою шлунка. Бактерія може змінювати експресію генів муцину та взаємодіяти з муцинами, такими як MUC5A та MUC1, безпосередньо, що призводить до інгібування або порушення обміну муцину. Зміни у виробленні муцину впливають на склад глікокаліксу слизової оболонки, впливаючи на адгезію та колонізацію H. pylori. Крім того, ця модуляція виробництва муцину сприяє здатності бактерії уникати захисних сил господаря та створювати стійкі інфекції [15].

6. Екзотоксини – цитотоксини, що ушкоджують слизову оболонку. Основними цитотоксинами є CagA (цитотоксин, асоційований з геном cagA) та VacA (вакуолізуючий цитотоксин). Штами, що мають ці маркери вірулентності, відносяться до штамів першого типу, які асоційовані з підвищеною ульцерогенною дією. Штами другого типу не мають цих факторів.
Вакуолізуючий токсин, VacA, є одним ключовим фактором вірулентності, який демонструє багатогранний вплив на клітини господаря. 
Як випливає з назви, VacA порушує цілісність шлункового епітеліального бар’єру, утворюючи канали або пори в клітинній мембрані, що призводить до підвищення проникності [4].

Крім того, токсин VacA сприяє утворенню вакуолей у клітинах господаря, впливаючи на клітинну структуру та функцію [6]. Цей токсин також перешкоджає імунній відповіді та уникає її, впливаючи на функцію Т-клітин та інших імунних клітин.

Цитотоксин CagA є ефектором, що надходить до цитоплазми епітеліоцитів за допомогою систем секреції та викликає ремоделювання актину, інгібування росту клітин та апоптоз.
У геномі Н. рylori виявлено 62 гени, пов'язані з патогенністю збудника. Більше 40 генів сконцентровані в "острівці патогенності". Експресія генів патогенності значною мірою залежить від навколишнього мікросередовища. Зокрема CagA (цитотоксин-асоційований ген A), який транспортується всередину клітини за допомогою систем секреції. У клітині білок CagA піддається фосфорилюванню тирозину, що призводить до активації різних клітинних сигнальних шляхів [3].
 Гени flg, flh і flp відповідають за наявність джгутиків та хемотаксису. Гени ureА та amiE відповідають за синтез уреази та продукції аміаку.
Ген ісеА1 - маркер виразкової хвороби шлунку, зумовлює інфільтрацію слизової поліморфноядерними нейтрофілами.
Різні антигени Н. pylori, такі як CagA, VacA, HspB, FlaA, FlaB та субодиниці уреази (UreA, UreB), використовують як діагностичні маркери інфекції.                                 
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                      Рис. 1.9. Чинники патогенності H. pylori. 
Резистентність хелікобактерій у зовнішньому середовищі невисока. Вони чутливі до фізичних та хімічних факторів (нагрівання та дезінфектантів), проте стійкі до цілого ряду антибіотиків.
1.5. Патогенна дія Helicobacter pylori
         1. Проникнення збудника в шлунок супроводжується його швидким пересуванням за допомогою джгутиків через слизовий шар до клітинного епітелію. Адгезія мікроорганізму на поверхні епітеліальних клітин слизової клітини за допомогою BabA. Внутрішньоклітинного проникнення Helicobacter pylori не відбувається. Переважно бактерія локалізується в товщі слизового гелю або між слизовим шаром і апікалом.
2. Виробництво уреази є характерною ознакою H. pylori і також широко використовується в діагностиці інфекції. Кілька досліджень у цьому відношенні довели роль уреази в забезпеченні виживання бактерії в кислому середовищі шлунка з надзвичайно низьким рН шляхом розщеплення сечовини на аміак і вуглекислий газ, утворюючи таким чином рН-нейтральне середовище навколо бактерій. клітинок. Інші ферменти, включаючи карбоангідразу, аргіназу, глутамінсинтазу, глутаматдегідрогеназу та глутаміназу, також беруть участь в уреазозалежному механізмі виживання в кислих умовах. Гідроліз сечовини в аміак також забезпечує збудника постійним джерелом азоту [9, 10]. Виживання при низькому рН додатково підтримується іншими незалежними від уреази фізіологічними факторами, включаючи рухливість джгутиків через шар шлункового слизу, що полегшує рух бактеріальних клітин в умовах низького рівня рН [12].
3. Розмноження збудника супроводжує синтез токсинів і фосфоліпазу, які пошкоджують слизовий гель і руйнують клітинні мембрани, що призводить до загибелі епітеліальних клітин. Особливу роль відіграє вакуолізуючий цитотоксин VacA, який викликає утворення вакуолей у клітинах, що згодом приведе до їхньої загибелі. Білок CagA активує запальний процес, стимулюючи епітеліальні клітини до вироблення інтерлейкіну-8. Руйнування захисного шару слизового гелю через доступ до епітеліальних клітин соляної кислоти та пепсину, які викликають хімічний опік, насправді та виразка слизової шкіри.
4. Втрата захисного слизового шару робить епітеліоцити незахищеними перед агресивною дією соляної кислоти. Пошкоджуючі фактори бактерії, надлишок пепсину та соляної кислоти, спричиняють утворення виразкового ураження.
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                       Рис. 1.9. Патогенез розвитку виразки
Хелікобактерії виявляються у осіб, які страждають на наступні захворювання:

виразкова хвороба (виразкова виразка);

гастрит;

невиразкова диспепсія;

рак шлунка.

При виразковій хворобі шлунка інфікованість Н. рylori наближається до 85%, при дуоденальних виразках інфікованість сягає 90-100%.
1.6.  Висновки до розділу 1.
Сьогодні не піддається сумніву патологічна роль в етіопатогенезі більшості гастродуоденальних захворювань «спіралеподібних бактерій» (Helicobacter pylori), виділених та описаних у 1983 році, Уоррен та Маршалл.

 На сьогоднішній день отримані переконливі докази участі H. pylori у пошкодженні слизової оболонки шлунка при гастриті, виразковій хворобі обох локалізацій, дуоденіті, невиразковій диспепсії. Крім того, отримані докази про значення H. pylori як одного з факторів ризику розвитку раку шлунка та неходжкінських лімфом гастродуоденальної зони.

Helicobacter pylori це грамнегативні, короткі, звивисті S-подібні бактерії середніх розмірів, рухливі, мають 4-5 джгутиків, є неактивною при більшості стандартних біохімічних тестів, але продукує надзвичайно потужну уреазу,що зумовлює її виживання у шлунку.За несприятливих умов набуває кокоподібної форми швидше і є нестабільною.
До сих пір не встановлено точний шлях передачі Хелікобактер пілорі, проте передбачається кілька механізмів: 
- контактно-побутовий від однієї людини іншій, через предмети побуту  (посуд, рушники і т. д.); 
- через забруднену воду, продукти харчування;
 - при виконанні медичних маніпуляцій. 
За результатами останніх досліджень, рівень поширення інфекції H. pylori залишається високим у більшості країн світу.
Рівень інфікованості значною мірою пов’язаний з поганими житловими умовами і проживанням у перенаселених регіонах у ранньому віці. 
РОЗДІЛ 2. Особливості лабораторної діагностики H.pylori 
2.1. Особливості лабораторної діагностики Helicobacter pylori.
Для діагностики інфекції H. pylori запропоновано безліч різних методів, причому більшість їх постійно модифікується. Слід зазначити, що вибір методу дослідження на інфікованість H. pylori або їх комплексу залежить від конкретних завдань лікаря або дослідника.
Усі діагностичні тести, що існують для виявлення Helicobacter pylori, можна умовно розділити на дві групи: інвазивні та неінвазивні. Дещо окремо стоїть ПЛР-діагностика, оскільки її можна здійснювати як у біоптатах слизової оболонки шлунка (інвазивно), так і у фекаліях хворого (неінвазивний метод).
Таблиця. 2.1.  Діагностичні тести для виявлення інфекції Helicobacter pylori.
	інвазивні (вимагають проведення ендоскопічного дослідження з прицільною біопсією та подальшим вивченням біоптатів)
	неінвазивні (коли ендоскопічне   дослідження не потрібне).

	   Прямі
	   Імунологічні

	· гістологічний,

· бактеріологічний, 

· молекулярно-генетичний - ПЛР в біоптаті);
	· імунологічні дослідження калу на наявність антигенів НР із застосуванням моноклональних антитіл;
· серологічний-виявлення антитіл IgG до НР в плазмі крові;

	  Непрямі
	   Біохімічні

	        швидкий уреазний тест 
                 (Хелпіл-тест)
	· уреазний дихальний тест з 13С сечовиною; 
· амонійний дихальний тест.
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Рис. 2.1. Методи діагностики H. pylori.
Основними проблемами діагностики та ерадикації є:
1) первинна діагностика інфекції Н. pylori, як правило, проводиться лише одним методом, найчастіше інвазивним, два і більше методи діагностики використовуються вкрай рідко; 
2) не враховуються індивідуальні особливості пацієнтів (захворювання, прийом препаратів); 
3) мала доступність багатьох методів діагностики цієї інфекції;
4) найбільш доступними залишаються швидкий уреазний тест, гістологічне дослідження біоптатів та серологічне визначення антитіл до Нр, при цьому відзначається повсюдне впровадження тесту на виявлення антигену Нр у калі;  

5) відсутність, з різних причин, в умовах реальної практики можливості витримати необхідний часовий проміжок перед проведенням контролю ерадикації (контроль ефективності антибактеріальної терапії, незалежно від використовуваних тестів, повинен проводитися не раніше 4 тижнів після закінчення курсу ерадикаційної терапії);
6) для контроля ерадикації найчастіше використовуються неінвазивні методи, два методи діагностики використовуються рідко;
7)  низький комплайнс пацієнтів (відступ від клінічних рекомендацій);
8) недостатня поінформованість про особливості застосування тих чи інших діагностичних тестів;
9) проведення ерадикації Нр за відсутності прямих показань (у рутинній клінічній практиці вона найчастіше проводиться при виразковій хворобі та хронічному гастродуоденіті).
10) усі перелічені чинники роблять діагностику Нр який завжди вірною, а ерадикацію малоефективної, отже збільшують відсоток реінфекування.  В результаті зростає рівень поширеності резистентних до кларитроміцину штамів Нр.

Таблиця 2.2. Методи діагностики інфекції Helicobacter pylori та їх чутливість
	     Метод діагностики
	  Показання до застосування
	чутливість
	Специфічність

	 Серологічний
	Скрининговая диагностика инфекции НР
	         90%
	           90%

	 Мікробіологічний
	Визначення чутливості НР до антибіотиків
	       80-90%
	          95%

	 Морфологічний
	Первинна діагностика інфекції НР у хворих на виразкову хворобу
	       80-90%
	          97%

	   Швидкий   уреазний тест
	Первинна діагностика інфекції НР у хворих на виразкову хворобу
	       90%
	          90%

	Дихальний тест
	Контроль повноти ерадикації
	       95%
	        100%


2.2. Морфологічна діагностика Helicobacter pylori
Морфологічна діагностика  НР-інфекції є гістологічний метод. 
Специфічність даного прямого, інвазивного методу дослідження оцінюється лише на рівні 97%, а чутливість - 80-90%. Для проведення гістологічного дослідження на Н. Pylori біопсійний матеріал забарвлюють акридиновим помаранчевим, по Гімзі, Граму, толуїдиновим синім, сріблом по Вартіну-Старрі та ін. Найбільш простим та доступним методом виявленняН. pyloriє забарвлення по Гімзі без диференціювання. Мікроорганізми при цьому забарвлюються у темно-синій колір та добре візуалізуються як на поверхні епітелію, так і в глибині ямок.
При оцінці гістологічних препаратів зазвичай виділяють З ступеня обсіменіння слизової оболонки: 
а) слабкий ступінь (+) - до 20 мікробних тіл у полі зору зі збільшенням Х 630; б) середній ступінь (++) - від 20 до 50 мікробних тіл у полі зору;
 в) високий ступінь (+++) – понад 50 мікробних тіл у полі зору. 
Безперечною перевагою даного методу є не лише можливість верифікації мікробного обсіменіння слизової оболонки, а й оцінка стану останньої (запалення, атрофія, метаплазія та ін.) [19].
Останнім часом розроблено новий найбільш чутливий імуногістохімічний метод виявлення Н. pylori з застосуванням моноклональних антитіл та комплексу авідин-біотин-пероксидази.

До перспективних високочутливих та специфічних методів виявлення                     Н. pylori відноситься і метод гібридизації дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК) у звичайних парафінових зрізах. Метод дозволяє ідентифікувати різні штами Н. pylori, допомагаючи з'ясовувати природу рецидивів після успішної ерадикації Н. pylori [11].
Цитологічний метод визначення Н. pylori в мазках-відбитках також відноситься до прямих, інвазивних методів. Перевагою даного методу є його менша трудомісткість у порівнянні з гістологічним дослідженням, що значно скорочує час отримання результатів.
Існує кілька різновидів даного методу: 
а) crush cytology (роздавлювання біоптату); 
b) imргint або touch суto1ogy (дотик і відбиток люмінальної поверхні біоптату до предметного скла); 
c) Brush cytology (отримання пристінкового слизу за допомогою спеціальної щіточки, що входить до комплекту сучасних ендоскопів). 
Біопсія зазвичай береться з ділянок із найбільш вираженими візуальними відхиленнями від норми (гіперемія, набряк), але не з дна виразок чи ерозій.

Висушені мазки забарвлюються за Грамом, Папенгеймом, барвником Романовського-Гімзи або після фіксації метанолом-азур-еозиновою сумішшю. Паноптичні методи фарбування, що застосовуються, дозволяють виявити наявність Н. pylorii орієнтовно оцінити кількість мікроорганізмів. Зазвичай, Н. рylori розташовуються в слизу, мають спіралеподібну, вигнуту форму, можуть бути і S-подібними, коккоподібними.

Крім виявлення Н. pylori в мазках-відбитках можуть виявлятися асоційовані з Н. pylori явища клітинної інфільтрації, що характеризується наявністю лімфоцитів, плазматичних клітин, нейтрофілів та еозинофілів. По переважання тих чи інших клітинних елементів можна побічно судити активність і вираженість запалення.                                                                  
  Цитологічне дослідження дозволяє також виявляти морфологічні особливості будови ядер та цитоплазми клітин слизової оболонки шлунка та ДПК, наявність проліферативних процесів, злоякісного утворення, метаплазії, дисплазії та ступінь їх виразності. Однак цей метод не дає інформації про структуру досліджуваної слизової оболонки [7].
Слід пам'ятати, що H. рylori колонізує тільки епітелій шлункового типу і в ділянках кишкової метаплазії його не виявляється, одночасно в ДПК забір біопсії в ділянках шлункової метаплазії може дати позитивний результат. Немає Н. pylori у краях виразкових дефектів шлунка та ДПК. Особливо складно виявити Н. рylori після лікування антисекреторними препаратами (блокаторами протонної помпи), препаратами вісмуту, антибіотиками. При тривалому застосуванні блокаторів протонної помпи Н. pylori можуть переселятися в зону шлункового кислотоутворення, проксимально. Для виключення помилково-негативних результатів необхідна множинна біопсія (5-7 біоптатів). 
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Рис. 2.2  (а б в) – Гістологічний препарат слизової оболонки шлунка: 
а – забарвлення сріблом; б - забарвлення по Романівському-Гімзі;                                   в- забарвлення гематоксилін-еозином.
2.3. Біохімічна діагностика Helicobacter pylori
Уреазний тест грунтується на можливості Н. рylori продукують фермент уреазу, який руйнує сечовину до вуглекислого газу та аміаку. Аміак, що утворюється, залужує середовище і змінює забарвлення індикатора з жовтим на малинове. Уреазний тест проводиться у кількох модифікаціях: уреазна проба з біоптатом та уреазний дихальний тест.
Уреазний дихальний тест.
Метод УДТ вважається непрямим, оскільки він не дозволяє безпосередньо виявити Helicobacter pylori, а лише визначає продукти її життєдіяльності. Основний принцип цього методу полягає в наступному. 

У разі наявності H. pylori у шлунку бактерія виробляє уреазу. Цей фермент розщеплює сечовину, мічену  вуглецем, на аміак і вуглекислий газ (CO₂). Ізотопно мічений ¹³CO₂ виводиться через легені та фіксується за допомогою мас-спектрометра. У нормі вміст стабільного ізотопу не перевищує 1% від загальної кількості СО2 в повітрі, що видихається [1].
При інфікованості Н. pylori реєструється 4 її ступеня:
легкий - менше 3,5%,                                                                                                             середній - 3,5-6,4%,                                                                                                          важкий - 6,5-9,4%                                                                                                              вкрай важкий ступінь, при кількості СО2 - більше 9,5%.
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Рис. 2.3. Принцип 13С-уреазного дихального теста
Етапи проведення методу:
1. Перший етап: пацієнт видихає у спеціальний мішок для збору вихідного зразка повітря.

2. Вживання розчину: пацієнту дають випити розчин сечовини, міченої ізотопом вуглецю (13С або 14С).

3. Другий етап: через 30 хвилин пацієнт знову видихає у мішок для збору зразка повітря.

4. Аналіз зразків: порівнюється вміст ізотопу в обох зразках, щоб визначити наявність Н. pylori.
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Рис. 2.4.  Етапи проведення 13С-уреазного дихального теста.
Переваги уреазних тестів є простота їх виконання, відносна дешевизна та швидкість. Однак метод не позбавлений і недоліків, серед них: нестійкість розчинів при зберіганні, необхідність у ряді випадків термостатування, тривалість реакції до доби, можливість як хибнопозитивних, так і хибнонегативних результатів, особливо при низькому ступені обсіменіння НР і використання одного фрагмента тканини слизової оболонки [14].
Цей дихальний тест успішно може бути використаний для обстеження дітей, при епідеміологічних дослідженнях великих контингентів населення, а також у хворих, яким протипоказано проведення ендоскопічної процедури.

Дихальні тести не схильні до помилок, пов'язаних з особливостями методів, що використовують гастробіоптати, оскільки дають уявлення про уреазну активність з усієї поверхні слизової оболонки, дозволяють опосередковано оцінювати ступінь її колонізації і є діагностично значущими для контролю за ерадикацією Н. pylori. Обмежує широке використання цієї методики лише висока вартість мас-спектрометра. Однак, останнім часом, з'явилися повідомлення про появу в лабораторному технічному арсеналі більш дешевих приладів для реєстрації даних дихальних тестів на основі застосування лазерної техніки, що значно здешевить методику дослідження [18].
Рекомендації:
1) Принаймні за 4–6 годин до дослідження не можна їсти та пити нічого, включаючи воду.
2) Не робіть другий дихальний тест на 14 С сечовиною протягом 2 днів після першого тесту.
3) Не можна палити принаймні за 2 години до дослідження.
Препарати які не слід приймати перед дослідженням:
1) Припиніть приймати всі антибіотики, включаючи потрійну терапію Helicobacter pylori принаймні за 4 тижні до тесту.
2) Припиніть прийом цитопротекторів (Сукральфат, Улцит, Карафат) принаймні за 2 тижні до дослідження.
3) Припиніть прийом інгібіторів протонної помпи принаймні за 1 тиждень до дослідження.
 Швидкий уреазний   тест, CLO-тест, Campylobacter-like organism test.
Уреазний тест швидкий, його виконують найчастіше. Біоптат слизової оболонки шлунка розміщують на пластинці, що містить сечовину з додаванням кольорового індикатора. Метод заснований на здатності ферменту уреази H. pylori розкладати сечовину до НСО3 і NH4+[1]. Продукується аміак, що призводить до збільшення рН та зміни кольору індикатора з жовтого на малиновий. 
За зміною кольору індикатора можна з досить високою точністю ідентифікувати H. рylori. Час спрацьовування тестів від 3 хвилин до 24 годин.
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Рис. 2.5.  Швидкий уреазний тест та його інтерпретація
  2.3. Імунологічна діагностика Helicobacter pylori
Відомо, що через 3-4 тижні після інфікування Н. рylori спостерігається специфічна гуморальна імунна відповідь проти його антигенів. Антитіла, що утворюються, можуть бути визначені в сироватці крові хворого різними серологічними методами (реакції аглютинації, непрямої гемагглютинації, преципітації та ін.).                                                                                         
Найпоширенішим методом є імуноферментний аналіз (ІФА)-ELISA (enzime-linked immunosorbentassay). Даний метод є непрямим та неінвазивним. Чутливість зазначеного методу в межах 93-100%, а специфічність становить 93-95%. Цим тестом виявляють антитіла класів IgM, IgG, IgA, частіше IgG, у сироватці крові, до багатьох антигенів Н. pylori. Також цим методом можна визначати секреторні IgA та IgM у слині та вмісті шлунка.

За допомогою ІФА можна опосередковано оцінити патогенність штамів                    Н. pylori (зокрема визначити СаgA-статус) та здійснювати багато років спостереження за хворими після курсу лікування. 
Принцип методу ІФА.
Очищений антиген H. pylori нанесений на поверхню мікролунок. У лунки додають розведену сироватку пацієнта, і специфічне антитіло H. pylori IgG, якщо воно є, зв’язується з антигеном. Всі незв’язані матеріали змиваються. Після додавання кон’югату ферменту він зв’язується з комплексом антитіло-антиген. Надлишок ферментного кон’югату змивають і додають хромогенний субстрат TMB. Каталітична реакція кон'югату ферменту припиняється в певний час. Інтенсивність утворюваного кольору пропорційна кількості специфічних антитіл IgG у зразку. Результати зчитуються мікролуночним зчитувачем паралельно з калібратором і контролями. 
Необхідно пам'ятати, що в ранні терміни інфікування (протягом першого місяця) результат ІФА негативний. Крім того, тест залишається позитивним ще як мінімум 4-6 тижнів після успішної ерадикації Н. pylori, а оцінку динаміки рівня антитіл слід проводити не раніше 6 місяців після лікування.
Однією з останніх розробок було створення експрес-тестів, що дозволяють провести якісну оцінку полівалентної гуморальної імунної відповіді комплекс антигенів Н. pylori. Дані тести засновані на латекс аглютинації або твердофазному ІФА. Як джерело досліджуваного матеріалу використовується капілярна кров з пальця, а результат читається за кілька хвилин [19].
Серед найбільш специфічних та чутливих виділяються тести, засновані на застосуванні імунного блоттингу. З їх допомогою можуть бути виявлені антитіла класів IgM, IgG, IgA до різних антигенів Helicobacter pylori, у тому числі, до тих з них, антитіла до яких не виявляються за допомогою інших методик.

У 2000 році було розроблено тест-систему для визначення концентрації антигену Н. pylori в калі з допомогою кількісного ІФА. Результат вважається позитивним з появою яскравого жовтого фарбування суміші досліджуваної проби. Інтенсивність кольору оцінюється спектрофотометрично.

Однією з останніх розробок є тест URINELISAН.руlогi Аntibody, що ґрунтується на твердофазному ІФА, за допомогою якого можна визначати антитіла до антигенів Н. рylori в сечі. Останні рекомендації (Маастріхт – 3) для скринінгу Н. pylori віддають перевагу саме тестам з визначенням антихелікобактерних антитіл у слині та сечі.
Аналіз калу на антиген H. pylori (HpSA-test) 
- це неінвазивний метод діагностики з високою чутливістю (94%) та специфічністю (97%). Для проведення цього дослідження необхідна невелика порція кала, причому проби можуть зберігатися при температурі - 20°С необмежено довго.
  Існує два варіанти дослідження:

1) імуноферментний аналіз (ІФА) 

2) імунохроматографічний аналіз (ІХА) з використанням поліклональних антитіл (ПА) або моноклональних антитіл (МА).                                             
Поряд з 13С-УДТ моноклональний тест на основі ІФА рекомендований як для первинної діагностики H. pylori, так і для контроля ерадикації.
Причини хибнонегативних результатів:

1. Нерівномірний розподіл антигену в калових масах.

2. Руйнування антигену при уповільненні евакуації калових мас (закрепи) антиген руйнується.
2.5. Молекулярно-генетичні методи діагностики Helicobacter pylori
У діагностиці хелікобактерної інфекції активно використовуються молекулярно-біологічні методи дослідження. В основному вони є різними модифікаціями ПЛР, що дозволяють виявити специфічні для Н. pylori гени (16SpPHK, UreA, UreB, UreC, CagA, VacA та ін).
Для діагностики інфекції, асоційованої з H. pylori, метод ПЛР був уперше застосований у 1990 р. Hoshina та ін. У своїй роботі автори сконструювали праймери до висококонсервативного видоспецифічного гена H. pylori 16SpPHK. Надалі багато дослідників також використовували послідовність цього гена виявлення хеликобактера [16].
У ряді інших робіт для виявлення H. pylori використовувалися праймери до генів ярма, що кодує різні субодиниці уреази. Створено ПЛР тест-систему для виявлення хелікобактера, засновану на принципі «Nest-PCR». Мішенню є висококонсервативний ген Hsp60 білка теплового шоку. Нова система показала переваги в чутливості та специфічності перед ПЛР на 16S rRNA ген, ureC ген.

Метод ПЛР дозволяє виявляти збудника H. pylori, як у зразках біоптатів слизової оболонки шлунка і дванадцятипалої кишки, так і в шлунковому соку, жовчі, слині, фекаліях, що робить цей метод вельми привабливим для практичних досліджень.

Крім цього, метод ПЛР незамінний у наукових дослідженнях H. pylori. Він дає можливість типувати та диференціювати штами, проводити епідеміологічні дослідження інфекції, відрізняти випадки реінфекції від рецидиву інфекції, визначати механізми антибіотикорезистентності. Методом ПЛР було показано, що стійкість H. pylori до макролідів обумовлена ​​точковою мутацією в 23SpPHK гені. Розроблено мультиплексну тест-систему, засновану на «Real time PCR» та вимірювання температури плавлення амплікону, для виявлення пацієнтів, інфікованих H. pylori, визначення мутацій стійкості до кларитроміцину та детекції генів факторів патогенності H. pylori cagA та vacA.

Враховуючи малу ймовірність широкого впровадження мікробіологічного дослідження в практичну діагностику хелікобактерної інфекції, можна розцінювати ПЛР як найбільш перспективний, ефективний і доступний методів специфічної детекції хелікобактера. У зв'язку з цим, вкрай актуальним і важливим є освоєння, оптимізація та активне впровадження в роботу практичних лабораторій методів діагностики H. pylori-інфекції, заснованих на технології ПЛР. 
Метод ПЛР заснований на принципі природної реплікації ДНК та комплементарного доповнення обох ланцюгів ДНК. Реплікація ДНК може початися не у будь-якій точці, а лише у певних стартових блоках – коротких двониткових ділянках. Суть методу полягає в тому, що, маркувавши такими блоками специфічну тільки для даного виду ділянку ДНК, можна багаторазово відтворювати (ампліфікувати) саме цю ділянку.

Для того щоб здійснити такий процес у пробірці, використовують дві генетичні проби, звані праймерами, які служать як затравки для синтеза обраної ділянки ДНК.

Для постановки ПЛР та виявлення основних генів патогенності H. pylori використовуються різні праймери.

При внесенні в досліджувану пробу праймери подібно до пари генетичних детективів «прочісують» розчин у пошуках ділянки, якій вони комплементарні і, отже, здатні приєднатися, утворивши двонитчасту стартову ділянку. Після приєднання праймерів починається відтворення за допомогою ферменту Таg полімерази специфічної ділянки ДНК. Знову синтезовані фрагменти ДНК служать як матриця для синтеза нових ниток у наступному циклі ампліфікації – це ланцюгова реакція в ПЛР. В результаті кількість копій фрагмента збільшується в геометричній прогресії, через 25 циклів ампліфікації синтезуються 106 ступенів копій фрагмента. Протягом 30-40 циклів виробляється достатньо ДНК, щоб враховувати результати реакції після електрофорезу в агарозному гелі. ПЛР дозволяє здійснити ампліфікацію в пробірці за допомогою ферменту термостабільної ДНК-полімерази з 4 дезоксинуклеозид-трифосфатів, що є структурними елементами будь-якої ДНК і коротких олігонуклеотидних 20-30-членних затравок (праймерів), компліментарних 3- Кінцевим. Повторюючи 3 стадії 30-35 разів, за 2-3 години одержують мільйони копій специфічної ділянки ДНК вірусу, бактерій чи клітин крові.
       2.6. Мікробіологічний метод діагностики Helicobacter pylori
        На етапі дослідження бактерії H. pylori існує достатня кількість методів для виявлення цих мікроорганізмів і діагностики патології даної природи. Класичним методом ідентифікації H. pylori є мікробіологічний метод. Його практична цінність полягає в тому, що цей метод дозволяє отримати чисту культуру для внутрішньовидового біотипування та визначення чутливості штамів до антихелікобактерних препаратів.
Бактеріологічному дослідженню піддаються біопсійний матеріал та кал хворих на гастродуоденальну патологію або інший біологічний матеріал.

Час між взяттям біопсійного матеріалу та його надходженням до лабораторії не повинен перевищувати 4 години. Біопсійний зразок перед посівом необхідно подрібнювати 0,5 мл дистильованої води в стерильних ступках. Потім 0,05 мл суспензії наносять на живильне середовище і виробляють посів суцільним газоном.

Кал для дослідження попередньо розводять стерильним фізрозчином, центрифугують і 0,05 мл супернатанту наносять на живильне середовище та виробляють посів суцільним газоном.

Культивування мікроорганізмів здійснюється з урахуванням їхньої біологічної особливості - мікроаерофільності (5% О2, 10% СО2, 85% N2) протягом 3-14 днів. Для створення мікроаерофільних умов в анаеростаті використовують газогенераторні пакети для мікроаерофілів CampyPakPlus виробництва Beckton Dikkenson (USA). Оптимальний температурний режим інкубації становить +37 °С.

Для обліку результатів бактеріологічного дослідження чашки проглядають з третього по 7-14 день. Приналежність виділених культур до Н. pylori визначають за сукупністю морфологічних, тинкторіальних, культуральних та біохімічних ознак.

Для визначення тинкторіальних властивостей бактерії забарвлюють за Грамом. Грамнегативні Н. pylori - дрібні, короткі, S-подібно вигнуті бактерії. Середні розміри гелікобактерів – 2,5-4 0,5 мкм; рухливі (лофотріхи); джгутиків зазвичай 4-6, вони часто покриті чохликами і мають колбоподібні потовщення на кінцях.

Слід зазначити, що бактеріальні клітини, що старіють, втрачають типову спіралеподібну форму і переходять в кокову (тип 1).

Дегенеративні зміни до кокової форми можуть відбуватися і при несприятливих впливах факторів зовнішнього середовища (зміна температури або рН) або нераціональному застосуванні антибіотиків (тип 2). Кокові форми 2 типу втрачають ферментативну активність і репродуктивну здатність, у них редукується обмін речовин, що створює сприятливі умови для їх збереження в кишечнику та зовнішньому середовищі, звідки вони можуть передаватися людині фекально-оральним шляхом. Потрапивши у шлунок, H. pylori знову трансформується у спіралеподібні, активні форми, здатні колонізувати СОШ.

Кокковидні форми H. pylori мають велике значення для діагностики H. pylori-інфекції. Їх наявність може призвести до помилок у діагностиці, оскільки ці форми не культивуються, не мають характерних ознак при світловій мікроскопії, не продукують уреазу або продукують її в малих кількостях, здатні експресувати інші антигени.
Для культивування та виділення Н. pylori використовуються різні поживні середовища. Зокрема, селективне живильне середовище, яке містить: колумбійський агар 43 г (Hi-Media), дистильовану воду – до 1000 мл, з додаванням 100 мл/л цільної крові барана, поліміксин В – 2500 UI/л, ванкоміцин – 10 мг/л, триметоприм – 5 мг/л, амфотерицин – 10 мг/л, трифенілтетразол хлорид (ТТХ) – 40 мг/л. 
Також такі середовища збагачення застосовують: бульйон на основі серцево-мозкового екстракту з додаванням сироватки плода теляти (10%) або/та бичачий сироватковий альбумін; бруцельозний бульйон із додаванням сироватки плода теляти (10%) [13].
На чашці з селективним середовищем визначають типові колонії – негемолітичні, плоскі, рідше опуклі, подібні до крапель роси, вологі, прозорі або напівпрозорі, із золотисто-жовтим відливом.
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Рис. 2.6.  Зростання колонії H. pylori на середовищі з 5% баранячої крові.
На рис. 2.7 на НР- агар утворилась помітна червона зона, навколо колонії Н. pylori, це зумовлено внаслідок зміни рН середовища від кислого до лужного шляхом гідролізу сечовини ферментом уреазою. 
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Рис. 2.7.  НР-агар  (спеціальне ПС)
На модифікованому колумбійському карбамідному агарі (MCUA) – дають округлі колонії кремового кольору малих-середніх розмірів. Зміна кольору похилої трубки MCUA з оранжевого на рожевий.

НА середовище мозково-серцевому агарі разом із ванкоміцином, налідиксовою кислотою та амфотерицином – дають дискретні куполоподібні колонії.
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Рис. 2.8. Культивування H. рylori-позитивних ізолятів на мозково-серцевому агарі з 5% FBS.
Визначення спектра чутливості штамів H. pylori кетіотропним препаратам для проведення диско-дифузійного методу поверхню живильного агару в чашках Петрі засівають культурою Н. pylori, наносять паперові диски, просочені антибіотиками, потім інкубують чашки протягом 48 годин при 37ºС з дотриманням вимог мікроаерофільності. Діаметр зони затримки зростання враховується за допомогою шкали в залежності від розміру диска. При розмірі диска 9 мм діаметр зони затримки росту для чутливих штамів Н. pylori має бути не менше 50 мм, при розмірі диска 7 мм діаметр зони затримки росту Н. pylori повинен бути не менше 40 мм. Якщо зоні затримки зростання спостерігається зростання одиничних колоній Н. pylori, то такі колонії вважаються резистентними мутантами, а вся досліджувана культура – ​​резистентною.
Визначення чутливості до антибактеріальних  препаратів.
Е-тест - це вузька полімерна смужка (0,5x6,0 см), на яку нанесений градієнт концентрацій АБП (від мінімальних до максимальних). Пригнічення росту мікроорганізму навкруги смужки Е-тесту відбувається тільки в тій зоні, де концентрація АБП, що дифундує з носія, вище МІК (мінімальна інгібуюча концентрація), при цьому утворюється краплеподібна зона інгібіції. Значення концентрацій АБП на кожній ділянці носія нанесені на зовнішній (зверненій до дослідника) поверхні Е-теста. Величину МІК враховують в тому місці, де межа зони пригнічення росту впритул підходить до носія. 
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Рис. 2.9. (A) CLR,кларитроміцин; (B) МТЗ, метронідазол; 
(C) LEV, левофлоксацин; (D) РИФ, рифампіцин; (E) AML, амоксицилін; 
і (F) TET, тетрациклін.
Постановка оксидазного та каталазного тіста

Оксидазна і каталазна активність H. pylori визначається загальноприйнятими методами. Для проведення оксидазного тесту на чашку з підозрілими колоніями наносять 1-2 краплі 1% розчину тетраметил-парафенілендіаміну, чорний колір.

Для постановки каталазного тіста досліджувану культуру емульгують у пробірці з 3% розчином перекису водню. При позитивній реакції виділяються бульбашки газу.
2.7. Висновки до розділу 2.
На етапі вивчення бактерій H. pylori існує достатньо методів індикації цих мікроорганізмів і діагностики патології даної природи. Мікробіологічний метод є класичним методом індикації H. pylori. Практична значущість методу полягає в тому, що даний спосіб дозволяє виділити чисту культуру для внутрішньовидового біотипування та вивчити ставлення штамів до антихелікобактерних лікарських препаратів.
Гістологічний метод заснований на мікроскопічному дослідженні парафінових зрізів, із застосуванням спеціального фарбування по Уортіну-Старрі, Гімзі або Генте.
В практиці широко застосовуються серологічні методи діагностики хелікобактеріозу, такі як імуноферментний аналіз (ІФА), реакція зв'язування комплементу, реакція непрямої гемаглютинації, імуноблотингу, а також імунохроматографічний метод. Як антигенні препарати використовують як грубі антигени: суспензії цільних клітин Н. pylori, гліцинові екстракти бактерій, ультрадисперсні суспензії, так і більш очищені антигени: джгутиковий антиген, похідні цитоплазматичної мембрани та ін.
                                        ВИСНОВКИ

Рання діагностика Helicobacter pylori і правильне лікування допомагають запобігти серйозні ускладнення, такі як виразкова хвороба, гастрити і навіть злоякісні хвороби шлунка. Helicobacter pylori був виділений та описаний австралійськими вченими Уорреном та Маршаллом у 1983 р. Вони довели його роль у формуванні гастродуоденальної патології. До самостійного роду Н. pylori було віднесено в 1989 р. на підставі даних ультраструктури, біохімічних, антигенних властивостей та генотипічних ознак. 
Епідеміологія Helicobacter pylori свідчить, що ця бактерія поширена у всьому світі, і є однією з найбільш поширених у людини. За різними оцінками, близько 50% населення Землі інфіковані цією бактерією, хоча рівень інфікованості варіюється в залежності від регіону, соціально-економічного стану, віку та інших факторів. Наприклад, в країнах з високим рівнем розвитку, таких як США, Канаді, Японії, Австралії та деяких країнах Європи, рівень інфікування H. pylori значно нижчий. Це пов’язано з покращенням умов життя, високим рівнем санітарії, доступом до чистої води та лікування. В цих країнах інфікування зазвичай спостерігається у 20-30% населення дорослого віку.
В Україні Helicobacter pylori є широко поширеною бактерією, яка інфікує велику частину населення, зокрема у містах. Проте найвищий рівень інфікування H. pylori спостерігається в певних регіонах, де умови життя, доступ до медичних послуг та рівень санітарії можуть відрізнятися. Наприклад, східна та південна частини України: в таких містах, як Донецьк, Запоріжжя, Маріуполь, Одеса та ін., рівень інфікування H. pylori може бути вищим через певні соціально-економічні умови, рівень санітарії та доступу до медичних послуг. Серед населення цих регіонів може бути вищий рівень інфікування в порівнянні з іншими містами, через специфічні фактори, такі як забруднене водопостачання або недостатня обізнаність про необхідність профілактики.
H. pylori - це дрібні, неспороутворюючі, грамнегативні, оксидазо-і каталазо-позитивні, що продукують велику кількість уреази, мікроаерофільні бактерії вигнутої, S-подібної або злегка спіральної форми.
Культуральні характеристики. Мікроаерофіл росте в атмосфері, що містить 5-10% кисню. Оптимальна температура зростання 37°С, рН- 5,5-8,5. Хелікобактерії вимогливі до живильних середовищ, добре ростуть на складних середовищах із додаванням сироватки крові, крохмалю, активованого вугілля, гідролізату білків. Для придушення зростання сторонніх мікроорганізмів у середовищі додають антибіотики.                                  

Біохімічні властивості: Оксидазо- і каталазопозитивні, виявляють виражену уреазну активність, мають фосфатазу, утворюють H2S.
Усі діагностичні тести, що існують для виявлення Helicobacter pylori, можна умовно розділити на дві групи: інвазивні та неінвазивні. Дещо окремо стоїть ПЛР-діагностика, оскільки її можна здійснювати як у біоптатах слизової оболонки шлунка (інвазивно), так і у фекаліях хворого (неінвазивний метод).
До неінвазивних методів виявлення мікроорганізму відносять:
1. Уреазний дихальний тест. У розвинутих країнах в останні роки стандартним методом контроля за ерадикацією став уреазний дихальний тест. Для його проведення використовується сечовина, мічена радіоактивним вуглеродом 13С. Ізотоп кількісно визначають газовим хроматомасс-спектрометром або за допомогою інфрачервоного і лазерного обладнання. Цей метод швидкий та зручний, але має обмеження внаслідок необхідності використання коштовного обладнання та ізотопних препаратів. 
2. Імунологічні тести. Тести на виявлення специфічних антитіл ІgG/ІgА/ІgМ є швидким, високочутливим і інформативним методом діагностики Нр-інфекції

3. Неізотопний дихальний тест (хелік-тест). Діагностична цінність популярного в Україні неізотопного дихального тесту (хелік-теста) дуже низька, тому в діагностиці Нр цей метод застосовувати не рекомендується.

До інвазивних методів з використанням ендоскопії відносять:

1. Гістологічні методи («золотий стандарт» діагностики) дозволяють не тільки виявити Helicobacter pylori, а також визначити кількісно ступінь бактеріального обсіменіння, дозволяє оцінити характер та активність запалення слизової оболонки шлунка, виявити наявність інших патологічних процесів (ступінь виразності атрофії, кишкової метаплазії або передракових конфігурацій). 
2. Цитологічний метод. Матеріалом для дослідження є мазки-відбитки біоптатів, отримані при біопсії з участків слизової оболонки антрального відділу шлунка або 12-палої кишки. Мікроскопія забарвлених мазків-відбитків дозволяють виявити наявність Нр та орієнтовно оцінити кількість мікроорганізмів.
3. Швидкий уреазний тест. В тих випадках, коли є показання до ендоскопії і немає протипоказань до біопсії, в якості першої лінії діагностики рекомендується швидкий уреазний тест (біопсія має бути взята з антрального відділу і тіла шлунка). Уреазна проба з біоптатом слизової оболонки (швидкий уреазний тест CLO-тест, Campylobacter-like organism test) є простим та надійним методом попереднього виявлення збудника. Для цього біоптат міститься в середовище, що містить сечовину та індикатор червоний феноловий. Позитивний результат проявляється зміною забарвлення середовища з жовтого на червоне в результаті розщеплення сечовини уреазою збудника і залужування середовища аміаком, що утворюється.

4. Фазово-контрасна мікроскопія. Нр може бути виявлений до мікробіологічного або гістологічного досліджень за допомогою фазово-контрасної мікроскопії. Переваги фазово-контрасної мікроскопії:
· немає необхідності проводити фіксацію матеріала і додаткового забарвлення тканини;

· дослідження можна проводити в звичайних лабораторних умовах;

· результат можна отримати через 1-2 хв.
5. Бактеріологічний метод. Найбільшу інформацію про Нр можливо отримати тільки при виділенні його з прижиттєвих біопсійних зразків. Це единий метод дослідження, що володіє 100% специфічністю. Мікробіологічний метод визначення H.pylori заснований на ідентифікації збудника шляхом посіву з біоптату СОШ. Основною перевагою культурального методу є можливість проведення тестів на чутливість H. pylori до антибіотиків для вибору правильних антибіотиків при призначенні схем ерадикації у лікуванні пацієнтів та запобігання резистентності до антибіотиків нового покоління.
6. Молекулярно-генетичний метод, а саме застосування ПЛР. Метод призначений для якісного виявлення ДНК Нр в біологічних зразках. Дозволяє оцінити генотипичні та фенотипичні характеристики збудника у зразках біопсії шлунка, слини, випорожнень, шлункового соку. ПЛР забезпечує відмінну чутливість і специфічність, більше 95%, порівняно з іншими тестами, і має більш точні результати виявлення H. pylori у пацієнтів з кровотечею.
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Епідеміологія Helicobacter pylori свідчить, що ця бактерія поширена у всьому світі, і є однією з найбільш поширених у людини. За різними оцінками, близько 50% населення Землі інфіковані цією бактерією, хоча рівень інфікованості варіюється в залежності від регіону, соціально-економічного стану, віку та інших факторів. У 2014 році Всесвітня організація охорони здоров’я (ВООЗ) виступила за ліквідацію H. pylori, щоб знизити глобальний рівень смертності від раку шлунка, а в 2017 році вона визначила резистентні до кларитроміцину штами H. pylori як серйозну загрозу громадському здоров’ю, тому актуальність обраної теми магістерської роботи не викликає сумнівів.

Метою роботи  є  визначення особливостей лабораторних методів діагностики  Helicobacter pylori, їх ефективності та інформативності.

Інформаційною базою дослідження були інтернет ресурси, статті, наукові дослідження та матеріали наукових конференцій.
Зміст роботи відповідає обраній темі. В роботі автор надає інформацію щодо сучасних уявлень про Helicobacter pylori: історії видкриття, епідеміології, морфологічних та тинкторіальних властивостей,  культуральних та біохімічних властивостей, патогенної дії. Більш детально розглянуті сучасні лабораторні методи діагностики Helicobacter pylori. Проведений аналіз діагностичної цінності інвазивних ті неінвазивних методів діагностики. Відзначається логічна послідовність викладеного матеріалу. 
В ході виконання дослідження магістрантка продемонструвала володіння темою, проявила здібності до пошуку та відбору інформації, уміння працювати з інформаційними джерелами, необхідними для ефективного виконання завдань. 

В ході виконання магістерської роботи Арсан Ліна Арсан проявила себе дисциплінованою та відповідальною.
Результати і висновки даної роботи можуть бути використані для вдосконалення діагностичного процесу хворих на захворювання, що асоційовані з Helicobacter pylori.
Магістерська робота Арсан Ліна Арсан на тему «Особливості лабораторної діагностики Helicobacter pylori» відповідає вимогам, що висуваються до магістерських робіт.
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Студентка____Арсан Ліна Арсан_____________________________________

(прізвище та ініціали)

допускається до захисту даної роботи в Екзаменаційній комісії.

Зав. каф. технологій медичної діагностики 
___________________________________д.мед.н., професор Залюбовська О.І.
 (підпис) (прізвище та ініціали) 
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Кафедра технологій медичної діагностики

РЕЦЕНЗІЯ

на магістерську роботу

студентки IV медичного факультету, групи 4-23-090
Арсан Ліна Арсан.

на тему «Особливості лабораторної діагностики Helicobacter pylori»

Актуальність дослідження на шляху до досягнення сучасної медицини, Helicobacter pylori все ще є проблемою для системи охорони здоров'я в усьому світі. Повідомляється, що інфіковано приблизно 50% населення світу. Однак поширеність варіює залежно від географічних умов, соціально-економічного статусу людей, температури та гігієнічних умов у конкретному регіоні. Незважаючи на різницю, спостерігається тенденція збільшення поширеності цієї інфекції у країнах, що розвиваються, з низьким соціально-економічним статусом.

У вступі була сформована мета і визначені основні завдання, визначені предмет та об’єкт дослідження. 

Робота складається із вступу, двох розділів, висновків, списку використаних джерел. В першому розділі автор наводить основні  уявленя щодо епідеміології Helicobacter pylori, морфологічні та тинкторіальні властивості, укльтуральні та біохімічні властивості, патогенну дію.
В другому розділі автор надає характеристику різних лабораторних маркерів щодо діагностики Helicobacter pylori.

В ході виконання дослідження магістрант проявив здібності до пошуку та відбору інформації, уміння працювати з інформаційними джерелами, необхідними для ефективного виконання завдань.

Робота виконана на достатньому науковому рівні. Відзначається логічна послідовність викладеного матеріалу. Робота в цілому оформлена за діючими вимогами, хоча зустрічаються поодинокі орфографічні та стилістичні помилки, а також в оформленні списку літературних джерел.

Результати роботи можуть бути застосовані в комплексній діагностиці та лікуванні захворювань на  Helicobacter pylori, а застосування лабораторних маркерів, про які в роботі надається повна інформація дає можливість швидко реагувати на зміни в організмі пацієнта та коригувати лікувальні стратегії на основі отриманих результатів.
Рецензент: 

д. мед. н., професор
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