
Медицина-Урал N8 (165) 22 августа 2012г.20

ПЕРЕДОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

В 1984-86 году B.J. Marshall  
и J.R. Warren открыли этиопатогенн-
ную роль Helicobacter pylori в воз-
никновении и развитии антрального 
гастрита и язвненной болезни. Впо-
следствии за это открытие они были 
удостоены звания лауреатов Нобелев-
ской премии. 

 Под воздействием этого открытия 
само восприятие гастроэнтерологии, 
как науки, существенно изменились. 
Вследствие осознания этого откры-
тия кардинально изменилась и тера-
пия гастродуоденальных паталогий. 
Гастроэнтерология стала современ-
ной динамично развивающейся ча-
стью медицинской науки. Причем, 
для решения вопросов эффективной 
диагностики и лечения хеликобак-
териоза были задействованы суще-
ственные интеллектуальные и фи-
нансовые средства. 

 Несмотря на проблемы связанные 
с «перестройкой» к началу 2000 года 
в РФ практически были созданы и 
внедрены в широкую практику ори-
гинальные диагностические методи-
ки, которые позволяют быстро и точ-
но выявить присутствие Helicobacter 
pylori в организме человека.

 Эти методики весьма разноо-
бразны. Из них самые надежные и 
простые в исполнении построены 
на оценке уреазной активности бак-
терии. В основе этих инвазивных и 
неинвазивных методик лежит уни-
кальная способность Helicobacter 
pylori синтезировать в огромных 
количествах высокоактивный фер-
мент уреазу, что выделяет его из 
числа других бактерий продуцен-
тов уреазы и дает возможность по-
строить на этой основе селективные 
и высокочувствительные методики 
медицинской диагностики.

Первая из них по широте при-
менения в медицинской среде – это 
методика диагностики по оценке уре-
азной активности биоптата. Анализ 
выполняется in vitro, после того, как 
биоптат получен инвазивно и трав-
матично в ходе эндоскопического 
исследования. При выполнении ква-
лифицированной прицельной биоп-
сии этот диагностический метод до-
статочно достоверен и эффективен, 
как для первичной диагностики, так 
и для контроля терапии (эрадика-
ции хеликобактера). В отечествен-
ной практике достаточно широко 
используется, так называемый «су-
хой» уреазный тест – ХЕЛПИЛ-тест 
(Helpil-test). Этот тест отличается 
от гелевого варианта – КЛО-теста 
(CLO-test), предложенного для этой 
цели Б. Маршалом, не только назва-
нием, но аналитическим подходом. 

Следует отметить, что для оцен-
ки уреазной активности биологиче-
ского образца традиционно приме-
нялись жидкие среды, содержащие 
карбамид (мочевину) и кислотно-
основной индикатор с рН перехода 
близкой к нейтральной среде [1]. 
Большинство этих жидких сред со-
держало в своем составе фосфат-
ный или цитратный буфер. Коли-
чество и состав буфера зачастую 
влияют не только на хранимость 
раствора, но и определяет харак-
тер кислотоно-основного перехода 
индикатора и скорость срабатыва-
ния тест-системы. Причем, ионная 
сила раствора влияет и на характер 
цветового перехода, а тип и кон-
центрация буфера в свою очередь 
влияет на активность фермента. 
Активность фермента, в том числе 
и уреазы Helicobacter pylori, су-
щественно зависит и от рН среды. 

Это делает подбор реакционной 
среды весьма щепетильным делом. 
Тем не менее, рецептуры на основе 
фосфатного или сложного состав-
ного буфера с консервантами (на-
пример, азид натрия [2]) или без 
таковых получили широкое распро-
странение повсеместно [3]. Стан-
дартизованные тест системы выпу-
скались и выпускаются и сегодня, 
как в виде растворов, так и в виде 
гелевых таблеток. Промежуточным 
«двухкомпонентным вариантом» 
вариантом является «Де-Нол»® 
тест, где к лиофилизированному 
субстрату непосредственно перед 
тестированием добавляется жидкая 
фаза тест-системы, и уже в образо-
вавшийся раствор помещается био-
птат. Гелевые таблетки на раннем 
этапе существования в качестве 
загустителя содержали агар-агар. 
В настоящее время они изготавли-
ваются главным образом на основе 
поливинилового спирта. 

Наилучшими «жидкостными» 
тест-системами были стеклянные 
микро ампулы, заполненные раство-
ром индикатора Фенолового красно-
го в фосфатном буфере. Буфер был 
предварительно оттитрован до нача-
ла цветового перехода с бесцветного 
на красный (соломенно-желтая окра-
ска). Ампулы заполнялись жидко-
стью в емкости с горячим раствором, 
а затем запаивались в стерильных 
условиях. В ходе применения носик 
ампулы обламывался и биоптат по-
мещался в раствор индикатора не-
посредственно в ампуле. Уреазная 
активность оценивалась по времени 
появления малинового окрашива-
ния. Такая тест-система с 1992 года 
по 1996 год выпускалась в Сакт-
Петербурге компанией СТ «Синтана 
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Прозум» под моим авторским надзо-
ром. Методика позволяла достаточно 
быстро оценить уреазную активность 
биологического образца. Время оцен-
ки результата соответствовало 3-ем 
минутам (+++), 15-ти минутам (++) 
и 3-ем часам (+). За это время уда-
валось весьма достоверно установить 
наличие инвазии Helicobacter pylori 
с чувствительностью и селективно-
стью 94-95%. Другие аналогичные 
тест-системы, включая и «гелевые», 
не превосходили описанную выше 
ампулированную тест-систему по 
реальной чувствительности, спец-
ифичности, времени срабатывания, 
хранимости и другим аналитическим 
и диагностическим характеристикам. 
Но аналогам жидкого уреазного те-
ста в микро ампулах в продвиже-
нии на российский рынок мешала не 
только их высокая цена, но и низ-
кая сохраняемость (специальные ус-
ловия хранения), и необходимость 
термостатирования при температуре 
выше комнатной на сутки и более в 
ходе проведения самой аналитиче-
ской реакции.

Именно поэтому перед иници-
ативной группой разработчиков  
(в составе Дмитриенко М.А., Кор-
ниенко В.Е. и Милейко В.Е.) встала 
новая задача: разработать простой в 
использовании высокоэффективный 
уреазный тест, который бы позво-
лял не только быстро и эффективно 
анализировать жидкую фазу биопта-
та на уреазную активность, но и со-
хранить возможность использования 
того же самого биоптата для гисто-
логических (морфологических) ис-
следований по традиционным мето-
дикам. В начале 1997 года эта задача 
была успешно решена [4] созданием 
«сухого» уреазного теста на основе 
впитывающего волокнистого мате-
риала, субстрата и Бромтимолового 
синего в качестве хромогенного ве-
щества [5]. Наилучшим материалом 
для теста, который с моей легкой 
руки, получил название ХЕЛПИЛ-
тест, была «бумага» для биохими-
ческих тестов Малинской фабрики, 
которая вскоре закончилась из-за 
закрытия ее производства.

В основе превосходства методики 
ХЕЛПИЛ-тест над другими уреаз-

ными тестами лежит подход прин-
ципиально отличающий его от дру-
гих тест систем. Во-первых, тест 
использует в качестве реакционной 
среды не стандартизованный рас-
твор буфера, а как раз различную по 
свойствам межклеточную жидкость 
биоптата, которая отличается между 
собой по рН и содержанию уреазы. 
Бактерия сама производит удобную 
для анализа среду и незачем ее ус-
реднять до среды, где активность 
бактериальной уреазы падает или 
нивелируется. Во-вторых, поражен-
ная ткань отличается морфологиче-
ски. Она становиться более рыхлой 
и содержит больше межклеточной 
жидкости и незачем ее (отбираемую 
жидкую фазу) усреднять по объему. 
Наоборот, чем больше биоптаты 
отличаются по содержанию меж-
клеточной жидкости, тем больше 
ее впитывается в адсорбент и, сле-
довательно, больше в количествен-
ном отношении поступает фермента 
для взаимодействия с субстратом. 
Третьим отличительным качеством 
теста является то, что индикатор в 
кислой форме является гидрофиль-
ным материалом и начинает раство-
ряться только выше определенного 
рН. То есть его растворение в во-
дной среде начинается только после 
стартового взаимодействия субстра-
та и фермента, причем хромогенное 
вещество в растворенной форме тут 
же адсорбируется силами Ван-дер-
Ваальса на поверхности волокон 
одного из компонентов сложного ад-
сорбента и тест-система приобретает 
интенсивную окраску не в объеме,  
а на поверхности волокон. При этом 
сам «отработанный» индикатор вы-
водиться из сферы реакции. 

 Таким образом, эти различия в 
свойствах биоптата и тест-системы 
при должном подборе количеств суб-
страта (карбамида) и рН-индикатора 
и свойств самого кислотно-основного 
индикатора позволили удачно диф-
ференцировать анализируемый био-
логический материал по присутствию 
Helicobacter pylori. «Сухой» уреаз-
ный тест ХЕЛПИЛ позволил сокра-
тить время аналитической реакции 
более чем в 10 раз по сравнению с 
самыми быстрыми вариантами «жид-

ких» тестов. Контрольными точка-
ми в методике ХЕЛПИЛ-тест стали  
30 секунд, 1 минута и три минуты. 
Но уже через 5 минут тест становился 
не пригодным для оценки. Поэтому 
некоторые пользователи «с непри-
вычки» умудрялись пропускать кон-
трольное время.

Тест-система ХЕЛПИЛ выпу-
скалась изначально в виде дисков 
с диаметром 4 или 5 мм и упако-
вывалась либо в пакеты, либо в 
пробирки. Анализ предполагалось 
проводить, либо на чашке Петри, 
либо контактом микро салфетки 
ХЕЛПИЛ-тест с биоптатом непо-
средственно в щипцах для биоп-
сии до изъятия биоптата. В такой 
форме тест-системы под названием 
HelPil-test выпускаются и сегодня 
компанией ООО «Синтана СМ» 
(sintana.ru), так как упаковки по 
50, 100 и 500 аналитических единиц 
(штук) пользуются достаточным 
спросом. Одновременно с выпуском 
дисков «в россыпь» появились раз-
личные дизайнерские варианты из-
делий. Так компания ООО «АМА»  
(с 1997 года по 2003 год), ООО 
«Синтана СМ» (с 1999 года по на-
стоящий момент) и ООО «Ассо-
циация Медицины и Аналитики»  
(с 2003 года по настоящий момент) 
выпускали или продолжают вы-
пускать тест-системы с различным 
закреплением диска ХЕЛПИЛ на 
полимерную пленку в составе дер-
жателя из картона. Аналогичную 
продукцию под наименованием 
HelPil-tests, как и «жидкий» уреаз-
ный тест, выпускает SIA “MedPro”, 
Латвия. С 2009 года ООО «Ассоци-
ация Медицины и Аналитики» при-
ступила к выпуску теста под назва-
нием ХЕЛПИЛ®лента, где группа 
дисков закреплена на нейтральную 
по отношению к тест-системе ХЕЛ-
ПИЛ® клеевую основу. 

К недостаткам методики мож-
но отнести то, что тесты-системы 
ХЕЛПИЛ чувствительны к газо-
вой среде, содержащей аммиак, и 
анализ, проводимый одновременно 
на близко расположенных тест-
системах может привести к лож-
ному срабатыванию одной из них.  
К «дизайнерским» недостаткам 
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можно отнести и то, что тест в кон-
такте с другими материалами может 
утратить свои диагностические свой-
ства или изменить аналитические 
характеристики. Например, ООО 
«Ассоциация Медицины и Анали-
тики» выпускает тест-системы на 
картонном носителе под названием 
ХЕЛПИЛ® бланк, ХЕЛПИЛ® стан-
дарт и ХЕЛПИЛ® планшет. Диски 
ХЕЛПИЛ® при этом приходиться 
изолировать от картона «клеевой» 
основой, так как сам картон не 
является стерильным материалом 
и как таковой уже содержит уреа-
зу различного происхождения. В 
этом легко можно убедиться с по-
мощью воды и уреазного теста. 
ООО «Синтана СМ» так же выпу-
скает похожую модификацию теста 
под названиями HELPIL-тест 1, 
HELPIL-тест 3 (рис.1), HELPIL-
тест 12 (цифры по числу дисков на 
бланке) на одну, три, и двенадцать 
аналитических единиц, соответ-
ственно. В этих тест-системах диск 
ХЕЛПИЛ закреплен непосред-
ственно на прозрачный полимерный 
материал в круглом отверстии на 
краю носителя изготовленного из 
ламинированного картона. В таком 
варианте оформления тест-системы 
прозрачное окно позволяет оценить 
размеры и характер пятна под ис-
следуемым материалом, не снимая 
биоптата с поверхности теста. Од-
нако, спрос на эти системы на оте-
чественном рынке не высок из-за их 
стоимости. Тест-системы, которые 
производит ООО «Синтана СМ» 
и ООО «Ассоциация Медицины 
и Аналитики», как в методике их 
использования, так и в конструк-

тивном решении 
тест-системы, яв-
ляются похожими 
авторскими вари-
антами оригиналь-
ного теста для вы-
полнения методики 
ХЕЛПИЛ-тест. В 
тоже время эти 
тест-системы, не 
смотря на их внеш-
нее сходство, не яв-
ляются идентичны-
ми конструктивно 
и технологически, 
так как произво-
дятся из разных 
впитывающих ма-
териалов и из хи-
мического сырья 
отличного проис-
хождения. Каждое 
из них выпускается 
с оригинальными 
технологическими 
«НОУ ХАУ». По-
следнее обуслав-
ливает их различ-
ную себестоимость  
и разнообразие вы-
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цирует изготовление подделок и 
имитаций не соответствующих по 
потребительским свойствам выше-
описанным оригинальным запатен-
тованными авторскими вариантам 
описанными выше. Это негативно 
влияет на ситуацию с распростра-
нением оригинальных тест-систем 
и вводит пользователей в заблуж-
дение на предмет качества тестов 
и дееспособности оригинальной ме-
тодики.

Рис. 1. 
Тест-система HELPIL-тест 3.

пускных форм, а в конечном итоге и 
цену аналитической единицы в той 
или иной форме выпуска. Поэтому 
выбор остается за пользователем, 
то есть за врачем-эндоскопистом. 

 В завершение хотелось бы за-
метить, что кажущаяся простота 
конструкции тест-системы и не-
притязательность аналитической 
методики ХЕЛПИЛ-тест стимули-
рует не только широкое примене-
ние метода диагностики в реальном 
здравоохранении, но и прово-


