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(57) 1 Спосіб діагностики інфекції шлунково-киш-
кового тракту, викликаної Hehcobacter pylori, який
включає фіксацію бюптату слизової оболонки шлу-
нку або кишечнику в 1-1,5 мас % розчині фосфор-
новольфрамової кислоти, забарвлення над від-

критим вогнем сумішшю, до складу якої входять,
мас %

азур II 0,8-1,5
гліцерин 30-40
вода решта,

з подальшою мікроскопією, який відрізняється
тим, що додатково включає вміщення другого бю-
птату в рідке середовище, яке містить, мас %

сечовина 2-4
індикатор 0,00125-0,0025
вода решта,

з візуальним спостереженням за зміною забарв-
лення середовища в часі
2 Спосіб за п 1, який відрізняється тим, що як ін-
дикатор використовують феноловий червоний, ме-
танітрофенол або ІНШІ індикатори, рН переходу за-
барвлення яких знаходиться в інтервалі 6,8-8,4

Винахід відноситься до медицини, а саме, до
діагностичних тестів, що застосовують в гастроен-
терологи для експрес-виявлення мікроорганізмів
Hehcobacter pylori (Нр) в бюптатах слизової оболо-
нки шлунково-кишкового тракту (ШКТ)

Відомо декілька методів діагностики інфекції
органів травлення, викликаної Hehcobacter pylori
Ці методи засновані на безпосередньому вияв-
ленні мікроорганізму або продуктів його ЖИТТЄДІЯ-
ЛЬНОСТІ в організмі хворого Як аналог можна на-
вести біохімічний уреазний тест - визначення уре-
азної активності в бюптаті слизової оболонки шлу-
нка шляхом вміщення його в рідке середовище,
яке містить сечовину, буфер і індикатор [1] Цей
тест відрізняється простотою і швидкістю виконан-
ня, але ІНОДІ він через різну ферментативну актив-
ність бактерій дає якхибнонегативні так і хибнопо-
зитивні результати, що знижує достовірність діаг-
нозу

Найбільш близьким за технічною суттю до за-
пропонованого способу є бактерюскопічний спосіб
виявлення Нр в бюптатах слизової оболонки ШКТ,
який включає фіксацію препарата в 1-1,5 мас %
розчині фосфорновольфрамової кислоти, забарв-
лення над відкритим вогнем сумішшю, до складу
якої входять, мас %

азур II 0,8-1,5
гліцерин 30-40
вода решта,

з подальшою мікроскопією [2] Перевагою цього
експрес-методу є можливість оцінювати ступінь мі-
кробної забрудненості слизової оболонки, але в
окремих випадках тест дає хибнонегативні резуль-
тати

В основу винаходу покладено завдання розро-
бити такий спосіб діагностики інфекції ШКТ, викли-
каної Нр, в якому завдяки поєднанню уреазного і
бактерюскопічного тестів забезпечувалась би ви-
сока швидкість виконання аналізу і можливість
оцінювати ступінь мікробної забрудненості слизо-
вої оболонки і тим самим підвищувалась ефектив-
ність і достовірність діагностики

Розв'язання вказаного завдання досягається
тим, що в спосіб діагностики інфекції шлунково-
кишкового тракту, викликаної Hehcobacter pylori,
який включає фіксацію бюптату слизової оболонки
шлунку або кишечника в 1-1,5 мас % розчині фос-
форновольфрамової кислоти, забарвлення над
відкритим вогнем сумішшю, до складу якої вхо-
дять, мас %

азур II 0,8-1,5
гліцерин 30-40
вода решта,
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з подальшою мікроскопією, згідно з винаходом,
додатково включають вміщення другого біоптату в
рідке середовище, яке містить, мас %

сечовину 2-4
індикатор 0,00125-0,0025
воду решта,

з візуальним спостереженням за зміною забарв-
лення середовища в часі

Винахідницький рівень запропонованого рі-
шення полягає в тому, що при приготуванні сере-
довища для постановки уреазного тесту замість
0,01 М фосфатного буфера беруть воду, тобто
склад середовища стає менш складним, а проце-
дура його приготування спрощується Нами дове-
дено, що використання буферного розчину у порі-
внянні з водою не надає суттєвих переваг - точ-
ність аналізу не півищується, а в окремих випадках
час переходу забарвлення середовища навіть
стає тривалішим (табл 1) Як індикатор можна ви-
користовувати феноловий червоний, метанітро-
фенол або ІНШІ індикатори, рН переходу забарв-
лення яких знаходиться в інтервалі 6,8-8,4

Спосіб виконують наступним чином Під час
ендоскопії беруть два біоптата слизової оболонки
шлунку або кишечника Перший бюптат вміщують
у флакон із середовищем для постановки уреазно-
го тесту, яке містить сечовину (2-4 мас %), індика-
тор (0,00125-0,0025 мас %) и воду (решта)
(табл 3) Починають ВІДЛІК часу, спостерігаючи за
зміною кольору середовища Залежність якості і
швидкості переходу забарвлення від концентрації
сечовини і фенолового червоного показані в
табл 2

При цьому, інкубаційне середовище готують
наступним чином

В ступці перетирають 4 г сечовини і 2,5 мг фе-
нолового червоного, доки не утвориться однорідна
за кольором суміш Одержану суміш розважують
по 0,020 г у скляні флакони МІСТКІСТЮ 10-15 мл, на-
приклад, у флакони з під пеніциліну, закривають
гумовими пробками і закатують алюмінієвими ков-
пачками В такому вигляді діагностикум може збе-
рігатися не менше 2 років Для приготування сере-
довища флакон відкривають, додають 0,5-1,0 мл
дистильованої води і розчиняють суміш

Паралельно з другого біоптату роблять відби-
ток на чистому предметному склі Висушують На
препарат наливають 1-1,5 мас % розчин фосфор-
новольфрамової кислоти, через 5-7 хвилин злива-
ють, промивають водою Покривають препарат
сумішшю, яка містить, мас %

азур II 0,8-1,5
гліцерин 30-40
вода решта
Проводять склом 15-20 разів над вогнем газо-

вого або спиртового пальника, доки не з'явиться
пара Охолоджують скло протягом 1 хвилини Обе-
режно, тримаючи скло у горизонтальному поло-
женні, поливають водою, змиваючи барвник Пре-
парат висушують і розглядають під мікроскопом
При цьому, суміш для забарвлення готують насту-
пним чином В 60 мл дистильованої води розчи-
няють азур II до повного розчинення, додають глі-
церин, доводять об'єм водою до 100 мл

Для доведення можливості досягнення пози-
тивного ефекту було досліджено бюпсійний мате-
ріал ШКТ у 120 хворих запропонованим способом

Результати визначення оптимального складу фа-
рбуючого розчину показані в табл З

Приклад 1 Під час ендоскопії взяли два біоп-
тата слизової оболонки антрального відділу шлун-
ка Перший бюптат внесли в флакон із середови-
щем для постановки уреазного тесту, яке містить,
мас %

сечовина 2
феноловий червоний 0,00125
вода решта
Почали ВІДЛІК часу, спостерігаючи за зміною

кольору середовища Час кінця переходу солом'я-
но-жовтого забарвлення у малинове склав 4 хви-
лини 10 секунд

Паралельно з другого біоптату зробили відби-
ток на чистому предметному склі Висушили На
препарат налили 1,5% розчин фосфорновольф-
рамової кислоти, через 7 хвилин злили, промили
водою Покрили препарат сумішшю, яка містить,
мас %

азур II 1,5
гліцерин 40
вода решта
Проводять склом 20 разів над вогнем спирто-

вого пальника, доки не з'явиться пара Охо-
лоджують скло протягом 1 хвилини Обережно,
тримаючи скло у горизонтальному положенні, по-
ливали водою, змиваючи барвник Препарат ви-
сушували і розглядали під мікроскопом, мікроорга-
нізми Нр виявляли в препараті у вигляді темно-
синіх вигнутих паличок або спірил Ступінь обсіме-
ніння склав від 20 до 50 мікробних тіл в полі зору,
що відповідає середньому ступеню мікробної за-
брудненості

Приклад 2 Під час ендоскопії взяли два біо-
птата слизової оболонки з преульцерозної зони
виразки 12-палоі кишки Перший бюптат внесли в
флакон із середовищем для постановки уреазного
тесту, яке містить, мас %

сечовина 4
індикатор 0,0025
вода решта
Почали ВІДЛІК часу, спостерігаючи за зміною

кольору середовища Час кінця переходу солом'я-
но-жовтого забарвлення у малинове склав 1 хви-
лину 20 секунд

Паралельно, з другого біоптату зробили відби-
ток на чистому предметному склі Висушили На
препарат налили 1% розчин фосфорновольфра-
мової кислоти, через 5 хвилин злили, промили во-
дою Покрили препарат сумішшю, яка містить,
мас %

азур II 1,5
гліцерин 40
вода решта
Проводять склом 15 разів над вогнем газового

пальника, доки не з'явиться пара Охолоджують
скло протягом 1 хвилини Обережно, тримаючи
скло у горизонтальному положенні, поливали во-
дою, змиваючи барвник Препарат висушували і
вивчали під мікроскопом, мікроорганізми Нр вияв-
ляли в препараті у вигляді темно-синіх паличкопо-
дібних структур або спірил Ступінь обсіменіння
склав більше 50 мікробних тіл в полі зору, що від-
повідає високому ступеню мікробної забрудне-
ності
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Для перевірки ефективності запропонованої
методики досліджували бюптати слизової оболон-
ки ШКТ у 120 хворих Позитивний результат уреа-
зного тесту був одержаний при дослідженні бю-
птатів, взятих у 103 хворих, що підтвердилося при
мікроскопи мазків - відбитків за запропонованою
методикою Негативний результат уреазного тесту
було зафіксовано у 17 осіб, але при використанні
бактерюскопічного методу у 2 осіб з негативними
результатами уреазного тесту в мазках-відбитках
була виявлена наявність Нр, яка становила до
20 мікробних тіл в полі зору, що відповідає низь-
кому ступеню мікробної забрудненості У 3 осіб по-
зитивний результат уреазного тесту не підтверди-
вся при бактерюскопічному дослідженні

Таким чином, запропонований спосіб з пара-
лельним використанням біохімічного і бактерюско-

пічного методів за розробленими методиками доз-
воляє виключити хибнонегативні і хибнопозитивні
результати, що підвищує надійність діагностики
інфекції ШКТ, викликаної Нр
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Таблиця 1

Порівняльна характеристика часових інтервалів (в хвилинах)
переходу забарвлення в уреазному тесті

№ обстеження

1
2
3

4
5
6
7

Середовище приготоване на 0,01 М
фосфатному буфері

30-60
30-40
20-30

негативи
10-15

180-240
10-15

Середовище приготоване на воді

4,0-6,0
3,0-4,5
2,5-3,5

негативи
1,0-1,5

6,0-10,0
1,5-2,0

Таблиця 2

Залежність якості і швидкості переходу забарвлення
від концентрації сечовини і фенолового червоного в середовищі

№
п/п

1
2
3
4

5

Концентрація інгредієнтів,
мас %

Сечовина
1
2
3
4

5

Феноловий червоний
0,00062
0,00125
0,00187
0,00250

0,00312

Інтервал переходу
забарвлення

у хвилинах
4,5-6,0
3,5-4,5
3,0-4,0
2,0-3,0

2,0-3,0

Якість забарвлення

Дуже слабке забарвлення
Чіткий перехід забарвлення
Чіткий перехід забарвлення
Чіткий перехід забарвлення
Занадто інтенсивне забарвлен-

ня, заважає точно встановити
зміну кольору

Таблиця З

Залежність якості забарвлення від концентрації
фосфорновольфрамової кислоти і азура II у фарбуючому розчині

№

1
2
3
4
5

6

7

Концентрія розчину (мас %)
азур-11

0,6
0,7
0,8
1,2
1,5

1,6

2,0

фосфорновольфрамова кислота
0,6
0,7
1,0
1,2
1,5

1,6

2,0

Результат зображення під мікроскопом

Низький контраст
Помірний контраст
Нормальний контраст
Нормальний контраст
Нормальний контраст
Контраст підвищений, забарвлюється середо-

вище навколо мікроорганізмів
Інтенсивне забарвлення середовища, заважає

виявленню мікроорганізмів
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