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Аннотация 

Для определения влиянии эрадикационной терапии Helicobacter pylori на предста-

вителей родов Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia и Clostridium был использован 

метагеномный анализ клинического материала (152 образца кала от 76 пациентов). Отно-

сительная представленность бактерий в составе кишечной микрофлоры пациентов до и 

после антибиотикотерапии была определена на основании данных, полученных методом 

шотган-секвенирования. Обнаружено, что относительная численность Lactobacillus, 

Escherichia и Clostridium в микробном сообществе после терапии варьирует в пределах 

0.5% у 76.5%, 51.3% и 55.2% пациентов соответственно, численность Bifidobacterium 

значимо снижается у 60.5%, но увеличивается у 9.2% пациентов. Полученные данные 

свидетельствуют о том, что эрадикационная терапия Helicobacter pylori оказывает раз-

нонаправленное влияние на численность ключевых представителей кишечной микро-

флоры у существенной части пациентов, что необходимо учитывать при прогнозирова-

нии рисков последствий лечения, основанного на применении антибиотиков. 
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ционная терапия, антибиотики, шотган-секвенирование, метагеномный анализ 

 

Введение 

Микроорганизмы составляют значительный объем биомассы тела человека, 

создавая с ним сложную симбионтную экосистему. Кишечник человека насе-

ляют около 800–1000 бактериальных видов и более 7000 штаммов [1]. Нормаль-

ное функционирование кишечной микробиоты является необходимым услови-

ем здоровья человека благодаря ее участию во многих физиологических про-

цессах, таких как формирование иммунной системы, защита от инвазии пато-

генных микроорганизмов, синтез аминокислот и витаминов и др. [2, 3]. В ре-

зультате использования молекулярных методов было установлено, что микро-

биота специфична в отношении хозяина [4] и относительно стабильна у инди-

видов [5]. Вместе с тем известно, что ряд факторов может значительно нару-

шать экологический баланс микробного сообщества и вызывать дисбиотические 
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изменения, определяющие патологические последствия для организма в целом. 

Наиболее существенное влияние на микробиоту человека оказывают антибио-

тики. В этой связи необходимость оценки рисков терапии, основанной на при-

менении антибиотиков, представляется важной задачей при определении схем 

лечения. 

Эрадикационная терапия Helicobacter pylori проводится в соответствии 

с рекомендациями Маастрихтского консенсуса и Российской гастроэнтероло-

гической ассоциации по сложной схеме, включающей применение ингибитора 

протонной помпы, амоксициллина 1000 мг, кларитромицина 500 мг и субсали-

цилата висмута. Данные о последствиях комплексного приема этих препаратов 

в отношении микробиомного профиля в литературе пока отсутствуют. Определе-

ние влияния эрадикационной терапии Helicobacter pylori на микробиоту кишеч-

ника явилось задачей настоящей работы. Классическим способом оценки числен-

ности полезной и патогенной микрофлоры кишечника и диагностики дисбиозов 

является микробиологический посев содержимого кишечника. Однако из-за не-

возможности создания подходящих условий для культивирования большинства 

микроорганизмов, населяющих кишечник, этот метод является малоинформа-

тивным [6]. Применение молекулярно-генетических подходов, основанных на 

использовании методов ПЦР-анализа, таргетного или шотган-секвенирования, 

позволяет преодолеть эту проблему [7].  

В настоящей работе мы описываем изменения в составе микробного сооб-

щества кишечника у пациентов после эрадикационной терапии H. pylori, выяв-

ленные нами в результате метагеномного шотган-секвенирования микробиома. 

Основное внимание направлено на численность ключевых представителей ки-

шечной микрофлоры – Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia и Clostridium – 

бактериальных родов, определяемых классическими методами при диагностике 

дисбактериоза. 

1. Материалы и методы 

1.1. Сбор образцов. Для проведения исследования было собрано 152 образца 

кала 76 пациентов, имеющих симптомы заболеваний желудка и/или двенадцати-

перстной кишки, у которых при эндоскопическом обследовании была обнаруже-

на инфекция Helicobacter pylori. Образцы были собраны на базе амбулаторно-

поликлинического отделения Республиканской клинической больницы № 2 

и платных клиник г. Казани от пациентов, наблюдающихся у терапевтов/гаст-

роэнтерологов, при первичном обращении и сразу после проведенного курса 

эрадикационной терапии. Показаниями для проведения эрадикационной тера-

пии служили заболевания или состояния, указанные в V Маастрихтском кон-

сенсусе [8]. Учитывая, что пациенты ранее не получали эрадикационную тера-

пию, схема лечения в соответствии с рекомендациями Маастрихтского консен-

суса и Российской гастроэнтерологической ассоциации включала ингибитор 

протонной помпы в стандартной дозе 2 раза в день, амоксициллин 1000 мг 2 раза 

в день, кларитромицин 500 мг 2 раза в день, субсалицилат висмута 240 мг 2 раза 

в день [9]. Продолжительность лечения составляла 14 дней. В качестве пребио-

тика на всем протяжении эрадикационной терапии применялась лактулоза. 

В контрольную группу вошли 24 образца от добровольцев – взрослых людей, 
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не инфицированных H. pylori и не принимавших антибактериальные препараты 

в течение 6 мес. Контрольная и опытная группы обследуемых были сформиро-

ваны на основании данных анкетирования и заключений, сделанных врачом-

терапевтом или гастроэнтерологом после осмотра пациентов и добровольцев.  

Образцы биоматериала представителей обеих групп собирали в индивиду-

альные пластиковые контейнеры, избегая попадания мочи и туалетной бумаги. 

Образцы весом 10–20 г подвергались немедленной заморозке, после чего хра-

нились при –20 °C, либо были использованы для выделения ДНК сразу после 

забора материала. Подготовка биоматериала к хранению и его маркировка про-

изводились медицинским персоналом.  

 

1.2. Выделение ДНК и секвенирование. Тотальная ДНК из образцов кала 

была получена с использованием набора для выделения ДНК из биологических 

образцов PurelinkGenomic DNA ExtractionKit (Invitrogen, США). Подготовка 

метагеномных библиотек для секвенирования, а также шотган-секвенирование 

на платформе SOLiD 5500 Wildfire осуществлялись согласно протоколу произ-

водителя (LifeTechnologies, США). Исходные данные хранятся на серверах Ка-

занского (Приволжского) федерального университета и доступны с разрешения 

соавторов статьи и Локального этического комитет КФУ по запросу.  

 

1.3. Биоинформатический анализ. На первом этапе полученные с прибо-

ра прочтения («риды») подверглись фильтрации по качеству: риды, прошедшие 

фильтр QC > 15, далее были обрезаны с 5'-конца до первого прочтенного с вы-

сокой достоверностью нуклеотида (QC ≥ 30). Риды, длина которых после этого 

не превышала 30 нуклеотидов, были удалены из анализа. 

Во избежание попадания в дальнейший анализ последовательностей ДНК 

человека риды были картированы на референс hg18 (стандартный референсный 

геном человека) с помощью программы bowtie со следующими фильтрами: 

максимальное число несовпадений нуклеотидов – 3, вставки и делеции не до-

пускаются. Неоткартированные риды подверглись дальнейшему таксономиче-

скому профилированию с использованием филогенетического инструмента 

MetaPhlAn [10]. 

2. Результаты и их обсуждение 

2.1. Бактериальный состав микробиоты содержимого кишечника че-

ловека до и после эрадикационной терапии H. pylori. Микробиота кишечника 

человека отличается большим качественным и количественным разнообразием 

представителей. По данным последнего наиболее обширного исследования ки-

шечной микрофлоры взрослого человека [11], в число наиболее часто встречаемых 

родов входят Bacteroides, Clostridium, Prevotella, Faecalibacterium, Eubacterium, 

Ruminococcus, Streptococcus, Collinsella, Bifidobacterium, Lactobacillus и др. и 

в зависимости от доминирующего в микробиоме кишечника микроорганизма – 

Bacteroides, Clostridium или Ruminococcus – микрофлору хозяина можно отне-

сти к одному из трех энтеротипов c дискретными [12] или размытыми [13] гра-

ницами. 
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Рис. 1. Распределение 15 родов бактерий, доминирующих в метагеноме кишечника 

контрольной группы, % 

 

Рис. 2. Распределение 15 родов бактерий, доминирующих в метагеноме кишечника 

группы пациентов до эрадикационной терапии H. pylori, % 

Распределение основных родов в группе контроля в нашем исследовании 

согласуется с данными литературы и свидетельствует о доминировании в мик-

робиоме кишечника рода Bacteroides (рис. 1).  

В микрофлоре содержимого кишечника пациентов до антибиотикотерапии 

также присутствуют вышеперечисленные представители, однако соотношение 

родов Bacteroides и Prevotella почти равное (рис. 2). 

Ранее нами было показано, что пациенты по-разному отвечают на прием 

антибиотиков с точки зрения сдвигов в составе микробного сообщества кишеч-

ника и их обратимости [14, 15]. В зависимости от силы изменений показателей 

бактериального разнообразия – индекса Шеннона и расстояния Брея – Кертиса – 

пациенты подразделяются на группы со слабым, средним и сильным эффектом 

от приема лекарственных препаратов. Следует отметить, что во многих случаях  
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Рис. 3. Распределение 15 родов бактерий, доминирующих в метагеноме кишечника 

группы пациентов после эрадикационной терапии H. pylori, % 

микробиота кишечника пациентов, которым показана эрадикационная терапия, 

уже изначально отличается от пациентов контрольной группы, у которых 

H. pylori не выявлена. Эти отличия индивидуальны и характеризуются различной 

представленностью родов Bacteroides, Prevotella, Eubacterium, Ruminococcus, 

Coprococcus, а также их большей вариацией относительно среднего значения 

в группе контроля. Согласно полученным нами данным в микробиоте кишечника 

однонаправленные сдвиги в представленности ключевых бактериальных родов 

в ответ на антибиотикотерапию не обнаруживаются. Эти результаты свидетель-

ствуют о том, что влияние эрадикационной терапии H. pylori на кишечный био-

ценоз носит индивидуальный характер, что необходимо учитывать при оценке 

рисков лечения.  

Поскольку важнейшими маркерами в микробиологической диагностике 

дисбиоза кишечника являются представители родов Bifidobacterium, Lactobacillus, 

Escherichia и Clostridium, определение влияния эрадикационной терапии H. pylori 

на эти группы бактерий представляет значительной интерес с точки зрения как 

фундаментальных исследований, так и практических разработок [16]. 

 

2.2. Влияние антибиотиков на основные маркеры дисбактериоза. Одним 

из классических способов диагностики дисбактериоза кишечника служит бакте-

риологическое исследование кала (посев на диагностические среды). При данном 

способе диагностики внимание направлено на численность представителей как 

резидентной (бифидобактерии), так и факультативной микрофлоры (лактоба-

циллы, эшерихии), а также на присутствие транзиторных микроорганизмов 

(клостридии).  

Бифидобактерии – грамположительные прокариоты, в норме колонизиру-

ющие ЖКТ и другие органы человека. Эти микроорганизмы не доминируют ко-

личественно в микрофлоре кишечника, но являются ключевыми комменсалами, 

поддерживающими здоровое состояние ЖКТ за счет метаболизма олигосахари-

дов, а также синтеза аминокислот и  некоторых  витаминов  [17].  Представители  
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Рис. 4. Изменение числа представителей родов Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia 

и Clostridium в микрофлоре кишечника пациентов после антибиотикотерапии 

рода Lactobacillus широко распространены в микрофлоре кишечника здоровых 

людей. В ранних исследованиях было показано, что лактобациллы оказывают 

подавляющее действие на патогенные микроорганизмы, населяющие кишечник 

[18], а также угнетают метаболическую активацию канцерогенов [19]. Эшери-

хии – грамотрицательные представители семейства Enterobacteriaceae, частые 

обитатели ЖКТ человека и животных. Среди представителей рода Escherichia 

встречаются как непатогенные, так и патогенные штаммы, обсемененность ко-

торыми связывают с различными воспалительными заболеваниями кишечника 

и диареей [20]. Род Clostridium является типичным представителем нормальной 

микрофлоры ЖКТ, однако вид Clostridium difficile может быть причиной разви-

тия псевдомембранного колита [21].  

Согласно опубликованным данным [22–24], антибиотики кларитромицин 

и амоксициллин оказывают угнетающее действие на все вышеперечисленные 

представители кишечного биоценоза. Вместе с тем имеются сведения, указы-

вающие, что Clostridium difficile на фоне антибиотикотерапии может увеличивать 

численность из-за высокой распространенности в микробиомах индивидов 

штаммов, резистентных к антимикробным препаратам [25].  

В результате нашего исследования было обнаружено, что эрадикационная 

терапия H. pylori оказывает разнонаправленный эффект на представителей выше-

перечисленных родов бактерий, причем относительная численность Lactobacillus, 

Escherichia и Clostridium изменяется слабо (варьирует в пределах 0.5%) 

у 76.5%, 51.3% и 55.2% пациентов соответственно (рис. 4). У 60.5% пациентов 

доля бифидобактерий после терапии уменьшается, но у 9.2% пациентов, наблю-

дается увеличение количества соответствующих микроорганизмов. При этом 

у 32.9% регистрируется рост численности Escherichia, а у 25% – Clostridium, 

что может быть связано с присутствием (в кишечной микробиоте индивидов) 

штаммов с повышенной устойчивостью к кларитромицину и амоксициллину. 

Однако так ли это, еще предстоит выяснить.  
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Рис. 5. Основные варианты изменений относительной представленности родов 

Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia и Clostridium в микрофлоре кишечника паци-

ентов после антибиотикотерапии в порядке убывания доли случаев 

Наиболее частый вариант последствий антибиотикотерапии, обнаружен-

ный у четверти пациентов, характеризуется снижением доли представителей 

Bifidobacterium и Lactobacillus и повышением доли Escherichia и Clostridium 

(рис. 5, а); у 14.5% пациентов регистрируется снижение доли нормофлоры 

на фоне роста числа кишечных палочек (рис. 5, б); у 22.4% больных (рис. 5, 

в, г) – снижение численности всех анализируемых микроорганизмов, кроме 

Clostridium (рис. 5, в). Остальные варианты изменений микробиоценоза кишеч-

ника (рис. 5, д–з) составляют 23.7% случаев; у 14.4% пациентов последствия 

эрадикационной терапии носят выраженный индивидуальный характер (дан-

ные не представлены).  Отсутствие  негативного  влияния  антибиотикотерапии  
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Табл. 1 

Корреляция представленности родов Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia и 

Clostridium с индексом Шеннона и расстоянием Брея – Кёртиса в микрофлоре кишеч-

ника пациентов 

Род 
Индекс Шеннона Расстояние Брея – Кёртиса 

R Pvalue R Pvalue 

Lactobacillus –0.135 0.244 0.128 0.270 

Bifidobacterium –0.209 0.069 –0.116 0.317 

Escherichia 0.066 0.570 0.149 0.198 

Clostridium –0.129 0.267 –0.042 0.717 

 

на представленность лактобактерий и бифидобактерий было обнаружено у 10.5% 

пациентов. Эти пациенты и микробиом их кишечника представляют значитель-

ный интерес с точки зрения фундаментальных исследований механизмов ста-

бильности микрофлоры человека к стрессорам, а также практической разработки 

эффективных пробиотических препаратов и терапевтической трансплантации 

микробиоты.  

Корреляция между изменениями в группах полезных (Lactobacillus и 

Bifidobacterium) и так называемых потенциально патогенных (Escherichia и 

Clostridium) микроорганизмов с общими изменениями сообщества (таксономи-

ческое расстояние) (табл. 1) не обнаружена. Отсутствие статистической значи-

мости между откликом в четырех исследуемых группах микробиоты кишечника 

с индексом разнообразия, косвенно отражающим устойчивость сообществ, ис-

ключает возможность точного прогнозирования влияния эрадикационной тера-

пии H. pylori на индивидов и диктует необходимость поиска эффективных диа-

гностических параметров. 

Заключение 

Согласно результатам нашего исследования, эрадикационная терапия 

H. pylori сопровождается снижением численности полезной микрофлоры кишеч-

ника у более чем 80% пациентов. При этом изменения микробиоты кишечника 

у значительной части пациентов имеют выраженные индивидуальные особенно-

сти. Это необходимо учитывать при назначении препаратов и оценке рисков ан-

тибиотикотерапии. Полученные данные могут представлять интерес как для 

фундаментальных исследований регуляции факторов антибиотикорезистентно-

сти полезной и патогенной микрофлоры, так и для практической разработки ме-

тодов прогнозирования и корректировки последствий антибиотикотерапии. 
 

Исследование было проведено с использованием оборудования Междис-

циплинарного центра протеомных исследований Института фундаментальной 

медицины и биологии Казанского (Приволжского) федерального университета. 
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Abstract 

A total of 152 stool samples from 76 patients with symptoms of gastrointestinal diseases have been 

analyzed using metagenomic shotgun sequencing technology to assess the effect of Helicobacter pylori 

eradication therapy on Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia, and Clostridium genera. The rela-

tive abundance of bacteria representing these genera in the intestinal microflora of patients before and 

after antibiotic therapy has been evaluated. It has been shown that the therapy did not have any critical 

effect in the majority of cases on the number of Lactobacillus, Escherichia and Clostridium genera 

in the microbial community. Their abundance varied within 0.5% in 76.5%, 51.3%, and 55.2% of patients, 

respectively. The Bifidobacterium genus has been found to be more susceptible to antibiotics (their 

number decreased significantly in 60.5% of cases). However, 9.2% of patients have shown the opposite 

effect. Thus, the obtained data demonstrate that Helicobacter pylori eradication therapy does not have 

uniform effects on the key members of human intestinal microbiota. This fact should be taken into account 

when predicting the risks of side effects of antibiotics. 
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Figure Captions 

Fig. 1. The distribution of 15 bacterial genera dominating in the intestinal metagenome of the control 

group, %. 

Fig. 2. The distribution of 15 bacterial genera dominating in the intestinal metagenome of patients be-

fore H. pylori eradication therapy, %. 

Fig. 3. The distribution of 15 bacterial genera dominating in the intestinal metagenome of patients after 

H. pylori eradication therapy, %. 

Fig. 4. Changes in the number of Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia, and Clostridium in the 

intestinal microbiome of patients after antibiotic therapy. 

Fig. 5. The main variants of changes in the relative abundance of Bifidobacterium, Lactobacillus, Esch-

erichia, and Clostridium in the intestinal microbiome of patients after antibiotic therapy in the de-

scending order of percentage of cases. 
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