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ВВЕДЕНИЕ

К настоящему времени доказана и общепризнана 
роль Helicobacter pylori (НР) в развитии заболеваний 
желудка и двенадцатиперстной кишки. Широкое 
применение антихеликобактерной эрадикационной 
терапии привело к выдающимся успехам в лечении 
кислотозависимых заболеваний, а австралийским 
ученым Уоррену и Маршаллу за открытие патоген-
ности НР в 2005 г. была присуждена Нобелевская 
премия.

В настоящее время широко обсуждаются и изуча-
ются все возможные пути передачи хеликобактерной 
инфекции (фекально-оральный, орально-оральный 
и т.д.), а ротовая полость рассматривается как самые 
возможные ворота инфекции НР [1, 2, 3]. Многочис-
ленными исследованиями, выполненными генодиаг-
ностическим, культуральным и уреазным методами, 
была показана возможность присутствия НР в ро-
товой полости [2, 4, 5, 6, 7, 8]. Однако следует при-
знать, что сведения о прямых бактериоскопических 
наблюдениях НР в ротовой полости крайне скудны. 
Бактериальные клетки НР в ротовой полости можно 
визуализировать с помощью специфических к кле-
точной стенке НР антител. На этом принципе основан 
иммуноцитохимический метод, который применим в 
клинико-лабораторной практике и с помощью кото-

рого можно выявлять и спиралевидные, и кокковые 
формы НР [9, 10]. В результате в цитологическом 
препарате после проведенной иммуноцитохимичес-
кой реакции характерное окрашивание приобретают 
только те бактериальные клетки, в том числе и кокки, 
которые имеют антигены, специфичные для НР.

Учитывая, что бактериальные клетки НР прояв-
ляют кокко-бациллярный диморфизм в результате 
трансформации из бациллярных (спиралевидных) 
форм в кокковые и, наоборот открытыми остаются 
следующие вопросы [11, 12]. В каком виде (бацил-
лярном или кокковом) бактериальные клетки НР на-
ходятся в ротовой полости, а также возможно ли об-
семенение слизистой ротовой полости вегетирую-
щими бактериями НР, как это имеет место при хе-
ликобактериозах в слизистой оболочке желудка?

В связи со всем вышесказанным целью нашей ра-
боты стало бактериоскопическое исследование кле-
ток НР иммуноцитохимическим методом, позволяю-
щим визуализировать его бациллярные и кокковые 
формы, в группе пациентов с хроническим гастритом 
и в группе пациентов с хроническим парадонтитом. 
Иммуноцитохимические исследования НР проводи-
лись параллельно в ротовой полости (в соскобе с зу-
бодесневой борозды) и в слизистой оболочке желудка.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Группы обследованных пациентов. Для выпол-
нения исследования изначально был использован 
целенаправленный отбор больных, проходивших 
лечение в клинике ФГУЗ ВЦРЭМ им. А.М. Никифо-
рова МЧС России, в Военно-медицинской академии 
им. С.М. Кирова МО РФ и в Городской клинической 
больнице № 20 (Санкт-Петербург) в период с 2004-
2008 гг.

Иммуноцитохимические исследования НР про-
водили в двух группах пациентов. Группу 1 состави-
ли 70 человек (46 женщин и 24 мужчины в возрас-
те от 24 до 55 лет) с различными вариантами тече-
ния хронического гастрита. Группу 2 составили 
40 человек (23 мужчины и 17 женщин в возрасте от 
20 до 60 лет) с диагнозом хронический парадонтит 
перед началом хирургического лечения. Пациенты 
группы 2 имели глубину десневого кармана более 
4 мм, абсцедирующуюся форму парадонтита и 3-ю 
степень подвижности зубов.

Все пациенты группы 1 и группы 2 были обсле-
дованы на предмет НР иммуноцитохимическим ме-
тодом в гастробиоптатах антрального отдела желуд-
ка и в эксфолиатах (соскобах) с поверхности зубодес-
невой борозды.

Инструментальный метод исследования 
(фиброэзофагогастродуоденоскопия). Метод ин-
струментальной диагностики включал обязательное 
выполнение эзофагогастродуоденофиброскопии с 
одновременной биопсией слизистой оболочки желуд-
ка. Эндоскопическое исследование выполнялось по 
общепринятой методике, в процессе которой оцени-
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валось состояние слизистой оболочки, – степень вы-
раженности воспаления (гиперемия, отек, подслизи-
стые кровоизлияния и эрозии (острые или хрониче-
ские), гиперплазия складок, повышенная ранимость), 
наличие атрофических изменений гастродуоденаль-
ной слизистой оболочки (бледность, сглаженность, 
истончение, мозаичность слизистой в теле и антраль-
ном отделе, просвечивание сосудов). Прицельная 
биопсия проводилась из антрального отдела желуд-
ка. Биопсийный материал слизистой оболочки же-
лудка был использован для проведения иммуноци-
тохимических исследований.

Иммуноцитохимический метод. Биоптаты сли-
зистой оболочки желудка, полученные при выполне-
нии фиброэзофагогастродуоденоскопии с прицель-
ной биопсией, отпечатывали на обезжиренные пред-
метные стекла тонким слоем. Для исследований НР 
из ротовой полости соскобы с поверхности зубодес-
невой борозды с помощью стерильной одноразовой 
щетки для браш-биопсий также наносили на обезжи-
ренные предметные стекла тонким слоем. Полученные 
таким образом цитологические мазки, фиксированные 
смесью спирт:ацетон в соотношении 1:1 в течение 
10 мин, высушивали на воздухе и инактивировали эн-
догенную пероксидазу в 1%-ном азиде натрия (Merck) 
в течение 30 мин. Промывали в двух сменах бидис-
тиллированной воды и оставляли на 5 мин в Трис-
NaCl буфере (pH 7,6). До нанесения преиммунной 
свиной сыворотки (Novocastra) поле для иммуноци-
тохимического анализа локализовывали гидрофоб-
ным карандашом (DakoCytomation). По окончании 
инкубации с преиммунной сывороткой (30 мин при 
комнатной температуре) наносили поликлональные 
кроличьи антитела (NCL-HPp, Novocastra), направ-
ленные против антигенов клеточной стенки Helico-
bacter pylori, и инкубировали препараты в течение 
часа при +37°С. По завершении мечения первыми 
антителами препараты проводили в двух сменах бу-
фера по 5 мин и наносили свиные биотинилирован-
ные антитела (DakoCytomation), направленные про-
тив кроличьих антител. Со вторыми антителами 
препараты инкубировали в течение 30 мин при ком-
натной температуре. Следующим этапом иммуноци-
тохимической процедуры, которому предшествова-
ла отмывка препаратов в двух сменах буфера, явля-
лось нанесение на 30 мин при комнатной темпе-
ратуре системы визуализации, состоящей из раст-
воримого комплекса – авидин и биотинилирован-
ная пероксидаза хрена (DakoCytomation). В качест-
ве субстрата для проявления иммуноцитохимичес-
кой реакции использовали 3,3’-diaminobenzidine 
(ДАБ) в формате от фирмы Novocastra. Для конт-
растирования препараты подкрашивали с исполь-
зованием красителя ЦитоСтейн-ГК (Диахим, Аб-
рис+). Следует отметить, что при использовании в 
качестве первых антител поликлональных кроли-
чьих от фирмы «DakoCytomation» результат им-
муноцитохимической верификации H.pylori ин-

фекции полностью соответствовал результату, когда 
вариантом первых антител являлись поликлональ-
ные кроличьи от фирмы «Novocastra».

Микроскопирование проводили под иммерсией 
на микроскопе Leica DM 4000.

Для определения НР в мазках с поверхности зу-
бодесневой борозды просматривали по 300 полей 
зрения. Бактериальные клетки, позитивные по анти-
генам HP, при использовании в качестве субстрата 
ДАБ проявляются, как правило, тёмно-коричневым 
цветом с чёткими контурами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Принцип применённого в настоящей работе им-
муноцитохимического метода основан на специфи-
ческом связывании антител с антигенами клеточной 
стенки HP, что в дальнейшем выявляется с помо-
щью системы визуализации, основанной на сродст-
ве авидина к биотинилированным молекулам анти-
тел. В результате иммуноцитохимической реакции 
между пероксидазой, связанной на авидине и субст-
ратом-красителем, только те бактериальные клетки, 
в том числе и кокки, которые имеют антигены, спе-
цифичные для НР, должны иметь характерное окра-
шивание.

Представление полученных результатов начнем 
с демонстрации и описания бактериальных клеток 
НР, выявленных иммуноцитохимическим методом 
в гастробиоптатах антрума желудка. В цитологичес-
ких мазках, полученных из биоптатов слизистой обо-
лочки желудка после положительной иммуноцито-
химической реакции, бактериальные клетки НР ок-
рашивались, как правило, в тёмно-коричневый цвет. 
В подавляющем большинстве случаев в желудке мы 
наблюдали спиралевидные формы НР в виде «кры-
ла чайки» (см. рис. 1, обложка 2). Одновременно с 
ними, но значительно реже обнаруживались кок-
ковые формы НР (см. рис. 2, обложка 2). Размеры 
спиралевидных форм НР варьировали от 3-5 мкм 
в длину (включая жгутики) и составляли около 
0,5 мкм в поперечнике. Нередко наблюдались спира-
левидные формы, соединенные между собой после-
довательно образуя цепочки. Кокковые формы НР 
имели размеры от 0,5 до 1 мкм в диаметре, идеально 
округлую форму и окрашивались равномерно с нес-
колько большей интенсивностью, чем спиралевид-
ные формы НР. Наряду с одиночными кокками НР 
мы наблюдали диплококковые формы (ассоцииро-
ванные по два кокка НР), нередко встречались 
U-формы (см. рис. 3, обложка 2).

Важно отметить, что в антруме желудка кокко-
вые формы НР в среднем составляли 5% от всей 
микробной популяции бактериальных клеток НР 
(кокков, переходных U-форм и спиралевидных 
форм), обсеменяющей слизистую оболочку желуд-
ка. Частота встречаемости кокков свыше 15-20% 
наблюдалась достаточно редко (не более чем у 5% 
обследованных).
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Таким образом, по нашим данным, полученным 
иммуноцитохимическим методом, в слизистой обо-
лочке желудка бациллярные (спиралевидные) фор-
мы НР представляют абсолютное большинство и, 
очевидно, доминируют над кокковыми формами 
НР. 

Что касается частот обнаружения НР в антруме 
желудка у пациентов группы 1 и группы 2, то они 
составили 53,5% и 57,5% соответственно. 

Прежде чем перейти к результатам иммуноцито-
химических исследований НР в мазках с поверхнос-
ти зубодесневой борозды, напомним, что в качестве 
первых антител мы использовали поликлональные 
антитела к антигенам клеточной стенки НР, и иск-
лючить их реагирование с общими антигенами бак-
терий рода Helicobacter, но уже других видов пол-
ностью нельзя. Применяемые для выявления НР по-
ликлональные антитела (Novocastra) адаптированы 
и дают гарантию для исследования гастробиоптатов 
[9]. Поэтому в дальнейшем при описании результа-
тов исследования материала из ротовой полости для 
обозначения бактериальных клеток, выявленных 
вышеописанным иммуноцитохимическим методом, 
корректнее будет использовать термин «НР-антиген-
позитивные бактерии».

Бактериальные клетки, позитивные по антигенам 
HP в ротовой полости, при использовании в качест-
ве субстрата ДАБ проявлялись в мазках из гастро-
биоптатов, тёмно-коричневым цветом с чёткими 
контурами. В подавляющем большинстве случаев в 
исследованных образцах из ротовой полости бакте-
риальные клетки с антигенами НР выглядели как 
кокки и U-образные бактерии (см. рис. 4, облож-
ка 2). Они ничем не отличались от кокковых и U-
форм, обнаруживаемых в слизистой оболочке же-
лудка. Однако наряду с тем у 6 из 71 обследованно-
го пациента группы 1 (хронический гастрит) и у 12 
из 40 пациентов группы 2 (хронический парадон-
тит) в ротовой полости удалось увидеть НР анти-
генпозитивные бактерии спиралевидных форм со 
жгутиками (см. рис. 5, обложка 2).

На наш взгляд, очень важно отметить, что в маз-
ках, взятых от пациентов группы 1 (хронический 
гастрит) мы ни в одном из 71 случая не обнаружили 
такой обильной обсемененности бактериальными 
клетками с антигенами НР, как при хеликобакте-
риозе в слизистой оболочке желудка. 

Напротив, у 5 из 40 пациентов группы 2 (хрони-
ческий парадонтит) мы наблюдали обсемененность 
эпителия десен бактериальными клетками с анти-
генами НР аналогично тому, как это имеет место в 
слизистой оболочке желудка (см. рис. 6, обложка 2). 

Стоит отметить еще одно интересное наблюде-
ние. Как правило, бактериальные клетки с антиге-
нами НР находились в ассоциациях с микрофлорой, 
внешне схожей с актиномицетами (см. рис. 7, облож-
ка 2) и псевдомицелием кандиды, а также с эпите-
лиоцитами.

Частота обнаружения НР в соскобах с зубодес-
невой борозды у пациентов группы 1 составила 
63,4%, а у пациентов группы 2 – 67,5%. 

Таким образом, выше мы представили морфоло-
гическую характеристику бактериальных клеток 
НР, выявляемых иммуноцитохимическим методом. 
Полученные с помощью этого метода наблюдения  
за бактериальными клетками НР позволяют сделать 
следующие заключения. В слизистой оболочке же-
лудка бациллярные (спиралевидные) формы НР в 
значительной степени преобладают над кокковыми 
формами НР, в то время как в ротовой полости, а 
точнее, в соскобах с поверхности зубодесневой бо-
розды, куда попадает и зубной налет, и эпителий 
десны, значительно чаще обнаруживаются кокковые 
формы НР. Также с уверенностью можно сказать, 
что колонизация ротовой полости вегетирующими 
бактериальными клетками НР возможна, и такие хе-
ликобактериозы нередко обнаруживаются при хро-
ническом парадонтите. 

Бактериальные клетки НР спиралевидных и кок-
ковых форм в зубном налете были впервые визуали-
зированы сканирующей электронной микроскопией 
Йонг и соавт. в 2001 г. [13]. В этой работе образ-
цы зубного налета предварительно подвергали им-
муномагнетическому разделению, в котором ис-
пользовались поликлональные кроличьи антитела, 
специфичные к НР. После такого разделения в бак-
териальных агрегатах сканирующей электронной 
микроскопией удалось визуализировать спирале-
видные и кокковые формы НР [13]. В нашей работе 
также были использованы поликлональные кроли-
чьи антитела, но, в отличие от исследования Йонг и 
соавт., мы проводили прямую визуализацию бакте-
риальных клеток НР (минуя пробоподготовку в
суспензиях, где возможна трансформация НР из 
бациллярных форм в кокковые). Отметим еще раз, 
что в исследованные нами мазки, полученные мето-
дом браш с поверхности зубодесневой борозды, по-
падал материал из зубного налета и вместе с ним 
эпителий слизистой десны.

На наш взгляд, внимания заслуживают наблю-
дения, когда бактериальные с антигенами НР ассо-
циациированы с другой флорой ротовой полости 
(см. рис. 7, обложка 2). Возможно, что из ротовой по-
лости в слизистую оболочку желудка НР попадает 
не автономно, а в симбиотических колониях, кото-
рые формируются в ротовой полости.

По представленным данным, полученным имму-
ноцитохимическим методом, НР в ротовой полости 
выявляется в 63,4-67,5% случаев (городские жители 
Санкт-Петербурга). У пакистанских пациентов с 
хроническим гастритом частота обнаружения НР 
уреазным тестом в ротовой полости составила 92,3% 
[14]. Присутствие НР в ротовой полости было выяв-
лено у 54,1% [7] и у 69,7% [6], обследованных культу-
ральным методом. Реже всего НР в ротовой полости 
выявляется методом ПЦР – 35,1% [8], 12,5-37,5% [2].
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

В данной работе мы не ставили цель сопоставить 
результаты обнаружения НР в ротовой полости и в 
желудке, а также обосновать целесообразность им-
муноцитохимического выявления НР в ротовой по-
лости как неинвазивного метода для выявления 
хеликобактериозов. Тем не менее, проинформируем 
читателя о том, что в настоящее время идет дискуссия 
по вопросу о диагностической значимости выявления 
НР в ротовой полости [4-6, 15]. 

Возможно, справедливо, что оральные исследо-
вания НР не совсем адекватны для первичной диаг-
ностики кислотозависимых заболеваний, обуслов-
ленных хеликобактериозами в желудке. Но, учиты-
вая реинфицирование слизистой оболочки желудка  
бактериальными клетками НР, сохранившимися в 
ротовой полости после антихеликобактерной эради-
кационной терапии, практическое значение выявле-
ния НР в ротовой полости для осмысленной тера-
пии НР-ассоциированных кислотозависимых за-
болеваний, а также надежности контроля эффектив-
ности эрадикации несомненно [16, 17]. Показано, 
что у пациентов, не достигших эрадикации после 
курса антихеликобактерной антибиотикотерапии, в 
ротовой полости сохраняются бактериальные клет-
ки с антигенами НР. Повысить эффективность ан-
тихеликобактерной антибиотикотерапии возмож-
но путем усиления стандартного эрадикационного 
курса сопутствующей санацией ротовой полости 
[18]. Для обоснования назначения таких санаций 
также может быть рекомендован иммуноцитохими-
ческий метод выявления НР, который позволяет ви-
зуализировать спиралевидные и, как правило, кокко-
вые формы НР в зубном налете и эпителии десен. 

Мы уже упоминали, что у 5 из 40 пациентов груп-
пы 2 (хронический парадонтит) обнаружилась такая 
обсемененность эпителия десен бактериальными 
клетками НР (см. рис. 6, обложка 2), какая имеет 
место в слизистой оболочке желудка с оценкой 
«+++» (см. рис. 1, обложка 2). Причем у всех этих 
пациентов был обнаружен НР в слизистой антру-
ма желудка (на «+++»), эндоскопическая карти-
на гастрита, а у одного из пациентов – язва луко-
вицы двенадцатиперстной кишки без проявления 
болевого синдрома. Поэтому, на наш взгляд, в кур-
сы лечения хронических парадантитов, сопровож-
дающихся одновременно хеликобактериозами рото-
вой полости и НР-ассоциированными кислотоза-
висимыми заболеваниями, целесообразно включать 
и антихеликобактерную эрадикационную терапию.
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BACILLAR AND COCCAL TYPES 

OF HELICOBACTER PYLORI IN MUCOUS 

MEMBRANES OF ORAL CAVITY AND 

VENTRICULAR ANTRUM (IMMUNE 

CYTOCHEMICAL INVESTIGATION) 

V.Yu. Kravtsov, Ya.Ya. Mazourova, Yu.A. Groukhin, 

S.N. Proshin, I.A. Mikhailova, T.V. Sourovtseva,  

M.G. Kobiashvili

SUMMARY

Bacterial cells of Helicobacter pylori (НР) of spiral 
and coccal types were studied in oral and gastric mu-
cous membrane received from the ventricular antrum 
in chronic gastritis and paradontitis patients. It was 
revealed that spiral forms prevailed over coccoids in 
gastric mucosa but coccal types were more frequently  
found in oral cavity. Samples from oral cavity included 
squamous cells and dental plaques. Helicobacterioses 
in oral cavity are usually revealed in chronic paradon-
titis.

Key words: helicobacter pylori, immune cytoche-
mistry, mouth cavity.
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