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Цель. Выявление точечных мутаций в гене 23S рРНК, ассоциированных с фенотипической лекар­
ственной устойчивостью к кларитромицину (CLR) клинических изолятов Helicobacter pylori.
Материалы и методы. Изучены 50 изолятов H. pylori, выделенных от взрослых пациентов с хрони­
ческим гастритом (n = 36), язвенной болезнью 12-перстной кишки (n = 13) и раком желудка (n = 1) 
в период с 2014 по 2022 г. Из 50 изолятов 30 были получены от впервые выявленных больных, 
20 – от ранее леченых. Культивирование H. pylori осуществляли на обогащенном колумбийском 
агаре и инкубировали в микроаэрофильных условиях (GasPak 100). Чувствительность изолятов 
H. pylori к кларитромицину определяли диско-диффузионным методом. Продукты амплификации 
гена 23S рРНК (1402 п. н.) секвенировали по Сэнгеру. Обработка хроматограмм, выравнивание 
сиквенсов на референсную последовательность H. pylori 26695 и идентификация нуклеотидных 
замен выполнены с использованием программы Unipro UGENE v.38.1.
Результаты. Оценка результатов определения чувствительности 50 изолятов H.  pylori пока­
зала, что 30 изолятов являлись CLR-устойчивыми, 20 – CLR-чувствительными. Точечная мута­
ция A2147G была обнаружена у 17 (56,7%) CLR-устойчивых изолятов и лишь у одного (5,0%) 
CLR-чувствительного изолята (p = 0,0002). Мутация A2146G выявлена у 13,3% (4/30) CLR-
устойчивых изолятов (p = 0,14). Ни один из CLR-устойчивых изолятов не являлся носителем одно­
временно двух мутаций A2146G/A2147G, в то время как 9 (30,0%) не имели ни одной мутации. 
Таким образом, совпадение генотипической и фенотипической устойчивости к кларитромицину на 
основании присутствия мутаций A2146G + A2147G составило 70,0%. Все клинические изоляты, 
полученные от ранее леченых больных (n = 20), принадлежали к группе CLR-устойчивых. Из них 
16 (80,0%) являлись носителями мутаций A2146G или A2147G, тогда как в группе впервые вы­
явленных больных (n = 30) лишь 5 изолятов (16,7%) являлись носителями одной из двух мутаций 
(p = 0,003). Помимо точечных замен в позициях 2146/2147, нами были выявлены однонуклео­
тидные замены G1567T, C1568A/T, A1825G, G1830A, T1834C, T2186C, однако без ассоциа­
ции с фенотипической лекарственной устойчивостью (p > 0,05). 
Выводы. Наше исследование показало, что из всех вариантов нуклеотидных замен в гене 23S 
рРНК, только одна (A2147G) ассоциирована с фенотипической лекарственной устойчивостью 
клинических изолятов H. pylori к кларитромицину. Несмотря на низкую частоту встречаемости то­
чечной мутации А2146G, детекция комбинированной мутации A2146G/A2147G может служить 
предиктором фенотипической устойчивости клинических изолятов H. pylori.

Mutations in 23S rRNA gene associated with clarithromycin resistance 
in Helicobacter pylori clinical isolates from Saint-Petersburg

Starkova D.A., Gladyshev N.S., Polev D.E., Egorova S.A., Svarval A.V.
Saint-Petersburg Pasteur Institute, Saint-Petersburg, Russia

Contacts:
Daria A. Starkova
E-mail: dariastarkova13@gmail.com

Key words: H. pylori, drug resistance, 
mutations, A2146G, A2147G, 23S 
rRNA, clarithromycin.

Objective. To identify point mutations in 23S rRNA gene associated with phenotypic drug resistance to 
clarithromycin (CLR) in clinical isolates of H. pylori.
Materials and methods. A total of 50 H. pylori clinical isolates (2014–2022) from adult patients with 
chronic gastritis (n = 32), duodenal ulcer (n = 11) and gastric cancer (n = 1) were included in this study. 
Of 50 isolates, 30 were obtained from newly diagnosed patients, 20 – from previously treated patients 
after eradication failure. All isolates were cultured on supplemented Columbia agar and incubated under 
microaerophilic conditions (GasPak 100). Antibiotic susceptibility testing was performed by disc diffusion 
method. The PCR products (1402 bp) of the 23S rRNA gene were sequenced by Sanger approach. The 
DNA sequences were compared to the H. pylori 26695 reference using Unipro UGENE v.38.1.
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Results. A total of 30 H. pylori isolates were determined as CLR-resistant and 20 isolates as 
CLR-susceptible. The A2147G point mutation was detected in 17 (56,7%) CLR-resistant isolates and 
one (5.0%) CLR-sensitive isolate (p = 0,0002). The other point mutation A2146G was found exclusively 
in 13.3% (4/30) of CLR-resistant isolates (p = 0,14). None of the CLR-resistant isolates carried two 
A2146G/A2147G mutations simultaneously, whereas 9 (30.0%) had neither of them. The agreement 
between genotypic and phenotypic susceptibility to CLR based on both A2146G + A2147G mutations 
was 70.0%. All clinical isolates obtained from previously treated patients (n = 20) were assigned to 
CLR-resistant group. Of these, 16 (80.0%) carried either A2146G or A2147G mutations, while among 
newly diagnosed patients (n = 30) only 5 isolates (16.7%) had one of two mutations (p = 0,003). The 
other point mutations out of 2146–2147 positions identified were G1567T, C1568A/T, A1825G, 
G1830A, T1834C, T2186C, but with no association with phenotypic drug resistance (p > 0.05). 
Conclusions. Our study showed that among all variants of nucleotide substitutions in 23S rRNA gene, 
the only one (A2147G) is significantly associated with phenotypic resistance of H. pylori to CLR. Despite 
the low frequency of A2146G point mutation, combination of A2146G/A2147G mutations can be 
used as a predictor of phenotypic resistance of Russian H. pylori clinical isolates.

Введение

Helicobacter pylori колонизирует слизистую оболочку 
желудка более чем у 50% населения мира, однако лишь 
у 20% инфицированных развиваются заболевания же­
лудочно-кишечного тракта (хронический гастрит, язва 
желудка и 12-перстной кишки, MALT-лимфома, рак же­
лудка) [1].

Во всем мире используются различные схемы эради­
кационной терапии H. pylori-инфекции, при этом выбор 
стратегии эрадикации определяется региональными по­
казателями резистентности возбудителя к антибактери­
альным препаратам [2].

По данным метаанализа, обобщившего исследования 
антибиотикорезистентности H. pylori в различных реги­
онах России за 10 лет (2011–2020 гг.), устойчивость к 
кларитромицину составила 10,4%, что свидетельствуют 
о ее низком уровне (<15%) и позволяет рассматривать 
тройную схему эрадикационной терапии (кларитроми­
цин + ингибитор протонной помпы + амоксициллин) в 
качестве первой линии в нашей стране [3]. Однако, 
по данным европейского регистра ведения инфекции 
H. pylori Hp-EuReg, устойчивость H. pylori к кларитро­
мицину в России составляет 24%, что ставит под сомне­
ние адекватность применения первой линии [4]. В связи 
с тем, что рутинное определение антибиотикорезистент­
ности в клинической практике в настоящее время не 
представляется возможным, необходимо учитывать, что 
эмпирический подход при выборе схемы антибиотико­
терапии в значительной степени способствует развитию 
резистентности к макролидам и появлению штаммов с 
множественной лекарственной устойчивостью. Все это 
диктует необходимость проведения полномасштабного 
исследования антибиотикорезистентности H. pylori в на­
шей стране.

Механизм действия кларитромицина заключается в 
связывании со II и V доменами 23S рРНК 50S субъе­
диницы рибосомы, что приводит к последующей диссо­
циации пептидил-тРНК от  рибосомы и остановке фор­
мирования полипептидной цепи [5, 6]. В настоящее 
время большинством исследований показано, что устой­

чивость к кларитромицину штаммов H. pylori обуслов­
лена точечными мутациями в области домена V гена 
23S рРНК – A2142G/C и A2143G (согласно нумера­
ции Taylor и соавт.), приводящими к локальному повреж­
дению пептидилтрансферазы. Вместе с тем, выявлено 
большое количество других мутаций в гене 23S рРНК, 
наличие которых у кларитромицинорезистентных штам­
мов носит противоречивый характер [7].

В российской литературе представлено лишь не­
сколько публикаций, посвященных выявлению генети­
ческих маркеров антибиотикорезистентности в геноме 
H. pylori. В связи с этим целью нашей работы явилось 
выявление точечных мутаций в гене 23S рРНК, ассоции­
рованных с фенотипической устойчивостью к кларитро­
мицину клинических изолятов H. pylori.

Материалы и методы

Изучены 50 клинических изолятов H. pylori, выде­
ленных от взрослых пациентов с хроническим гастритом 
(n = 36), язвенной болезнью 12-перстной кишки (n = 13) 
и раком желудка (n = 1) за период с 2014 по 2022 г. в 
ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и ми­
кробиологии им. Пастера». Средний возраст пациентов 
составлял 44 ± 4,5 года (22–70 лет). При этом 30 изо­
лятов были получены от впервые выявленных больных, 
20 – от ранее леченых.

Исследование одобрено независимым локальным 
этическим комитетом ФБУН НИИ эпидемиологии и ми­
кробиологии им. Пастера (протокол №50/04-2019 от 
22.06.2020).

Бактериологическому исследованию подлежали 
биоптаты слизистой оболочки антрального отдела же­
лудка, которые были взяты во время эндоскопии в 
асептических условиях и помещались в пробирки с 
тиогликолевой средой для контроля стерильности. 
Культивирование H. pylori осуществляли на селектив­
ной среде на основе Колумбийского агара (с добав­
лением 5–7% дефибринированной лошадиной крови и 
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1% раствора IsoVitalex) при 37°С. Для подавления ро­
ста микробиоты использовались антибиотические до­
бавки: ванкомицин для подавления роста грамположи­
тельных кокков, триметоприм – для грамотрицательных 
палочек, амфотерицин В – для грибов. Посевы инку­
бировали в микроаэрофильных условиях (содержание 
кислорода ~5%) с использованием газогенерирующих 
пакетов GasPak 100 (BD Biosciences, США). Сроки фор­
мирования колоний при первичном высеве – 3–4 суток. 
Колонии H. pylori использовали для приготовления маз­
ков и окраски по Граму (тонкие изогнутые нежно-ро­
зовые палочки), постановки уреазного, каталазного и 
оксидазного биохимических тестов, а также для иденти­
фикации с использованием MALDI-TOF масс-спектроме­
трии (Autof MS1000, Китай).

Чувствительность изолятов H. pylori к кларитроми­
цину определяли диско-диффузионным методом (ос­
нован на регистрации диаметра зон подавления роста 
микроорганизма вокруг бумажного диска с антибиоти­
ком). Для постановки теста использовался метод пря­
мого суспендирования культуры H. pylori до плотности 
0,5 по стандарту мутности МакФарланда, что прибли­
зительно соответствует нагрузке 1–2×108 КОЕ/мл. 
Приготовленную бактериальную суспензию в объеме 
0,1 мл наносили пипеткой на поверхность чашки Петри 
с агаром Мюллера-Хинтон с добавлением 5% дефибри­
нированной лошадиной крови и равномерно распреде­
ляли по поверхности шпателем. Сразу после инокуля­
ции на поверхность агара асептически наносили диски 
с кларитромицином (15 мкг/диск) и инкубировали в ми­
кроаэрофильных условиях (5% O2, 10% CO2, 85% N2) 
при 37°С в течение 72 ч. После окончания инкубации 
измеряли диаметр зон полного подавления роста вокруг 
диска с антибиотиком.

Поскольку пограничные значения для интерпрета­
ции результатов диско-диффузионного метода не уста­
новлены, в качестве критериев для отнесения штаммов 
H. pylori к категории чувствительных (S) или устойчивых 
(R) мы использовали размеры зон подавления, пред­
ставленные в литературных данных: штаммы H. pylori 
считались устойчивыми к кларитромицину при диаме­
тре зоны подавления 0–10 мм (CLR-R ≤ 10 мм), чув­
ствительными  – при 22 мм и более (CLR-S ≥ 22 мм; 
МПК > 0,5 мг/л) [8, 9]. 

Хромосомную ДНК из чистых культур H. pylori вы­
деляли с помощью набора QIAamp DNA Mini Kit 
(QIAGEN GmbH, Германия) в соответствии с инструк­
цией производителя. Секвенирование (по Сэнгеру) про­
дукта амплификации размером 1402 п. н. гена 23S 
рРНК 50 изолятов H. pylori проводили с использова­
нием прямого (AGTCGGGTCCTAAGCCGAG) и обрат­
ного (TTCCTGCTTAGATGCTTTCAG) праймеров. Обра­
ботка хроматограмм, выравнивание сиквенсов на 
референсную последовательность гена 23S рРНК ре­
ференсного штамма H. pylori 26695 (GenBank acc. no. 
AE000511.1) и идентификация нуклеотидных замен вы­
полнялись с использованием программы Unipro UGENE 
v.38.1 [10]. Полученные варианты нуклеотидных после­

довательностей гена 23S рРНК изолятов H.  pylori де­
понированы в международную базу данных GenBank:  
MN822715.1, MN822718.1, MN822719.1, MN822724.1, 
MN822794.1, MN822799.1, MN822927.1, MN822928.1.

Статистическую обработку результатов исследова­
ния проводили с использованием языка программиро­
вания R v.4.3.2 [11]. Наличие корреляции между двумя 
группами (фенотипической и генотипической) выяв­
ляли с использованием критерия Хи-квадрат и точ­
ного критерия Фишера. Двупольные таблицы исполь­
зовали для расчета отношения шансов (ОШ). Различия 
между группами считали статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты

Результаты определения лекарственной чувствитель­
ности 50 изолятов H. pylori к кларитромицину (CLR) по­
казали, что 30 изолятов являлись CLR-устойчивыми, 
20 – CLR-чувствительными. Для выявления связи между 
фенотипической и генотипической резистентностью 
было проведено секвенирование участка гена 23S рРНК 
50 изолятов H. pylori с целью детекции точечных мута­
ций, ассоциированных с устойчивостью H. pylori к кла­
ритромицину. 

Из всех однонуклеотидных замен, выявленных в 
гене 23S рРНК, только одна из них, A2147G (извест­
ная ранее как A2143G), была ассоциирована с фено­
типической устойчивостью H. pylori к кларитромицину 
(p  =  0,0002) (Таблица 1). Так, из 30 CLR-устойчивых 
изолятов 17 (56,7%) являлись носителями мутации 
A2147G, тогда как из 20 CLR-чувствительных изолятов 
лишь один (5,0%) обладал мутацией A2147G.

Другая точечная мутация, A2146G (известная ра­
нее как A2142G), выявлена у 13,3% (4/30) CLR-
резистентных изолятов (p = 0,14) и отсутствовала у CLR-
чувствительных изолятов. Аллельный вариант 2146С в 
нашем исследовании не обнаружен. 

Стоит отметить, что ни один из CLR-устойчивых изо­
лятов не являлся носителем одновременно двух мутаций 
A2146G/A2147G: все 2147G-изоляты являлись носи­
телями аллеля A2146 и наоборот, все 2146G-изоляты 
имели аллель A2147. Таким образом, 70,0% (21/30) 
CLR-устойчивых изолятов являлись носителями одной из 
двух (A2146G или A2147G) мутаций (p < 0,001), в то 
время как 9 (30,0%) не имели ни одной мутации. 

Все клинические изоляты, полученные от ранее лече­
ных больных (n = 20), по результатам определения чув­
ствительности были отнесены к группе CLR-устойчивых. 
Из них 16 (80,0%) являлись носителями мутаций 
A2146G или A2147G, тогда как в группе впервые вы­
явленных больных (n = 30) лишь 5 изолятов (16,7%) яв­
лялись носителями одной из двух мутаций (p = 0,003) 
(Рисунок 1). 

Помимо точечных замен в позициях 2146/2147, 
были выявлены однонуклеотидные замены G1567T, 
C1568A/T, A1825G, G1830A, T1834C, T2186C, од­
нако ни одна из них не была связана с фенотипиче­
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Таблица 1. Однонуклеотидные замены в гене 23S рРНК у CLR-устойчивых и CLR-чувствительных клинических изолятов H. pylori 
по сравнению с референсным геномом H. pylori 26695

Ген (локус) Позиция в гене Нуклеотидная  
замена

CLR-R
(n = 30)
N (%)

CLR-S
(n = 20)
N (%)

p ОШ

23S рРНК
(HP_r01)

2146 A > G 4 (13,3) 0 0,1400 -

2147 A > G 17 (56,7) 1 (5,0) 0,0002 2.97–1084.82

1567 G > T 5 (16,7) 5 (25,0) 0,4940 0,12–3,11

1568 C > A/T 10 (33,3) 8 (40,0) 0,8568 0,12–2,87

1825 A > G 19 (63,3) 12 (60,0) 1,0000 0,30–4,26

1830 G > A 17 (56,7) 11 (55,0) 1,0000 0,29–3,86

1834 T > C 18 (60,0) 11 (55,0) 0,9534 0,33–4,46

2186 T > C 8 (26,7) 3 (15,0) 0,4895 0,41–13,70

ской лекарственной устойчивостью изолятов H. pylori 
(p > 0,05) (Таблица 1).

Обсуждение

Принято считать, что развитие лекарственной устой­
чивости H. pylori к антибактериальным препаратам об­
условлено точечными мутациями в хромосомной ДНК и 
не связано с нуклеотидными заменами в плазмидах [12]. 
В частности, устойчивость H. pylori к кларитромицину ас­
социирована с двумя точечными мутациями A2146C/G 
и A2147G (в соответствии с нумерацией референсного 
штамма H. pylori 26695) в домене V гена 23S рРНК, ко­
торые в результате нарушения конформации пептидил­
трансферазы ингибируют взаимодействие кларитроми­
цина с рибосомой и приводят к снижению активности 
макролидов. Однако данные о частоте выявляемости 
этих мутаций у H. pylori в разных странах различаются. 
Так, в ряде европейских стран 70–90% случаев рези­
стентности к кларитромицину обусловлено наличием му­
тации A2147G, тогда как мутация A2146G встречается 
в 9–29% случаев [12–14]. Во Вьетнаме частота встре­

чаемости мутаций A2146G и A2147G составляет 1,8% 
и 70,5%, тогда как в Корее всего 2% и 25% соответ­
ственно [15, 16]. Наиболее интересные данные были 
получены в Перу, где среди CLR-устойчивых изолятов 
превалировала мутация A2146G (47%), в то время как 
29% изолятов являлись носителями сразу двух мутаций 
A2146G/A2147G [17]. 

В российской литературе представлено лишь не­
сколько публикаций, посвященных детекции точечных 
мутаций в гене 23S рРНК. Так, согласно результатам 
исследований, проведенных в Казани и Курске, лишь 
13% изолятов H. pylori являлись носителями мутации 
A2147G, тогда как мутации A2146G/С выявлено не 
было [18, 19]. Стоит отметить, что детекция мутаций в 
упомянутых исследованиях проводилась с использова­
нием ПЦР с последующим рестрикционным анализом.

В результате проведенного нами секвенирова­
ния гена 23S рРНК и сравнительного анализа полу­
ченных генотипов с данными теста фенотипической 
лекарственной устойчивости было установлено, что 
56,7% CLR-устойчивых изолятов обладали мутацией 
A2147G (p < 0,05). Низкая частота встречаемости ал­
леля 2146G у изолятов нашей выборки не позволила 
выявить ассоциацию данной мутации с устойчивостью 
H. pylori к кларитромицину. Однако, учитывая доказан­
ную роль A2146G в развитии лекарственной устойчи­
вости, а также отсутствие изолятов с двумя заменами 
в позициях 2146/2147, детекция двух точечных мута­
ций A2146G/A2147G представляется целесообразной 
(p < 0,001) и может служить предиктором фенотипиче­
ской устойчивости клинических изолятов H. pylori. 

Особый интерес представляет наличие мутации 
A2147G у одного штамма H. pylori, фенотипически чув­
ствительного к кларитромицину. Подобное «несоответ­
ствие» также отмечено некоторыми авторами и может 
являться как результатом наличия в геноме микроор­
ганизма двух копий гена 23S рРНК, так и результатом 
присутствия в организме человека смешанной бактери­
альной популяции, состоящей из чувствительных и ре­
зистентных штаммов H. pylori. Стоит отметить, что в 
проведенном ранее исследовании нами было выявлено 

Рисунок 1.	Наличие точечных мутаций A2146G/A2147G 
в гене 23S рРНК у клинических изолятов H. pylori, 
полученных от впервые выявленных и ранее леченых 
больных
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наличие комбинированных аллелей s1s2 и i1i2 в гене 
vacA у данного изолята, что подтверждает присутствие 
микст-инфекции в организме человека [20]. 

Среди фенотипически устойчивых изолятов 30% не 
обладали ни одной из двух мутаций A2146G/A2147G, 
что указывает на присутствие иных детерминант рези­
стентности, оказывающих значительное влияние на раз­
витие устойчивости данного патогена к макролидам. 

Все клинические изоляты, полученные от ранее ле­
ченых больных, являлись CLR-устойчивыми, что согласу­
ется с многочисленными данными о нарастании устойчи­
вости к макролидам в процессе лечения.

Настоящее исследование имеет несколько ограни­
чений. Во-первых, использование диско-диффузион­
ного метода не позволяет определить значения мини­
мальных подавляющих концентраций (МПК), что в свою 
очередь не позволяет выявить потенциальную корре­
ляцию между возникновением мутации и диапазонами 
МПК у фенотипически устойчивых изолятов. Во-вторых, 
ввиду высокой географической гетерогенности попу­
ляции H.  pylori и ограничения нашей выборки терри­
торией Санкт-Петербурга, полученные результаты не 
отражают паттернов устойчивости в российской попу­
ляции H. pylori, а отсутствие данных о выявлении и рас­
пространенности детерминант резистентности на тер­
ритории России не позволяет провести сравнительный 
анализ полученных данных.

Несмотря на перечисленные недостатки, получен­
ные нами результаты подтверждают, что точечные му­
тации A2146G/A2147G в гене 23S рРНК могут быть 

использованы в качестве предикторов резистентно­
сти клинических изолятов H. pylori к кларитромицину, 
а также стать важной составляющей эпидемиологиче­
ского надзора за развитием антибиотикорезистентно­
сти. Более того, разработка и внедрение новых алго­
ритмов детекции маркеров резистентности в будущем 
позволит быстро и своевременно определять профиль 
антибиотикорезистентности из клинического матери­
ала для прогнозирования и назначения адекватной 
схемы эрадикационной терапии хеликобактерной ин­
фекции. 

Заключение

Таким образом, наше исследование показало, что из 
всех вариантов нуклеотидных замен, выявленных в гене 
23S рРНК, только одна из них (A2147G) значимо ас­
социирована с фенотипической лекарственной устой­
чивостью клинических изолятов H. pylori к кларитро­
мицину. Несмотря на низкую частоту встречаемости 
аллеля 2146G, детекция мутаций A2146G + A2147G 
может служить предиктором фенотипической устойчи­
вости клинических изолятов H. pylori. Все клинические 
изоляты, полученные от ранее леченых больных, явля­
лись CLR-устойчивыми, что подтверждает развитие ле­
карственной устойчивости к макролидам в процессе ле­
чения. Учитывая, что 30% изолятов нашей выборки не 
имели ни одной из двух мутаций A2146G/A2147G, по­
иск новых детерминант резистентности является пер­
спективной задачей для будущих исследований.
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