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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы 

Воспалительные заболевания пародонта представляют серьезную 

проблему в современной стоматологии в связи с большой 

распространенностью среди взрослого населения, наличием клинических 

форм, приводящих к разрушению зубочелюстной системы и потере зубов, 

сложностью диагностики, недостаточной эффективностью лечения и 

частотой возникновения рецидивов заболевания [Безрукова И.В. с соавт., 

2002; Барер Г.М. с соавт., 2006; Соловьева A.M. с соавт., 2006]. По данным 

ВОЗ у лиц в возрасте 15–19 лет пародонтит регистрируется в 55–89% 

случаев, в возрасте 35–44 лет и в старших возрастных группах 

заболеваемость пародонтитом регистрируется уже в 65–98%. [Давыдова 

Т.Р. с соавт., 2001; Грудянов А. И. с соавт., 2010; Луцкая И. К., 2010].  

Согласно современным представлениям, возникновение и 

прогрессирование воспалительных заболеваний пародонта связывают с 

влиянием микроорганизмов, обладающих факторами агрессии к тканям 

пародонтального комплекса [Грудянов А.И. с соавт., 2009; Thiha K. Et al., 

2007; Corraini P. et al., 2012]. Резкое увеличение количества резидентной 

микрофлоры при неудовлетворительной гигиене или появление в составе 

микрофлоры полости рта пародонтопатогенных микроорганизмов, 

обладающих повышенными адгезивными, инвазивными и токсическими 

свойствами, приводит к деструктивным изменениям всего комплекса 

поддерживающих структур зуба. Известно, что наиболее часто 

встречающимися являются пародонтопатогенные виды бактерий 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tanerella 

forsythensis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum и Treponema 

denticola. Развиваясь в суббиотопах полости рта, условно-патогенные и 

патогенные бактерий, образуют отдельный микробиоценоз (зубную 

бляшку), способствующий разрушению зубодесневого аппарата и 
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резорбции альвеолярной кости. [Simonson L.G. et al. 1992; Haffajee A.D. et 

al., 1994; Maiden M.F. et al., 2003; Царев В.Н. с соавт., 2004; Чепуркова 

О.А. с соавт., 2007]. 

Количество идентифицированных в настоящее время на поверхности 

зубов и слизистой оболочке рта видов бактерий, находящихся в 

динамическом равновесии и образующих микробиоценоз, превышает 700. 

[Tong K.Z. et al., 2003; Aas. J.A. et al., 2005; Wara-Aswapati N. et al., 2007; 

Queiroz-Junior C.M. et al., 2009]. Более половины представителей 

микробиоты полости рта не поддаются культивированию, поэтому данные 

о количественных соотношениях бактерий в настоящее время практически 

отсутствуют. Во многом последнее обусловлено недостаточной 

информативностью применяемых на современном этапе методов 

(микроскопических, бактериологических и др.), не позволяющих выявлять 

весь спектр анаэробных, микроаэрофильных и некультивируемых 

бактерий. Такая диагностика пародонтита в настоящее время 

ограничивается констатацией очага уже необратимой инфекционной 

деструкции ткани. В этой связи представляется целесообразным 

использование молекулярно-генетических методов, не требующих 

выделения чистой культуры. 

В практической стоматологии комплексное лечение воспалительно-

деструктивных заболеваний пародонта чаще всего осуществляют с 

применением антибактериальных средств. Однако, длительное, 

бесконтрольное их применение приводит к многочисленным 

осложнениям: лекарственной толерантности, ослаблению лечебного 

эффекта, дисбактериозу полости рта и желудочно-кишечного тракта и т.д. 

Основные лечебные мероприятия направлены на купирование 

воспалительного процесса в пародонте, предупреждение распространения 

процесса вглубь, восстановление анатомической структуры пародонта, 

достижение стабильной ремиссии. [Григорьян А.С. с соавт., 2009; Ламонт 

Р.Дж. с соавт., 2010; Недосеко В.Б. с соавт., 2010; Gamboa F. Et al., 2013]. 
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Следовательно, вопросы диагностики, профилактики и лечения 

воспалительных заболеваний пародонта остаются актуальными. Успех 

лечения напрямую зависит от своевременной диагностики, комплексного 

подхода к лечению, адекватного консервативного и хирургического 

лечения.  

Современные молекулярно-генетические методы исследования 

открывают широкие возможности для ранней диагностики, оценки и 

прогнозирования лечения пациентов с воспалительными заболеваниями 

пародонта. [Янушевич О.О. с соавт., 2010; Зорина О.А. с соавт., 2011; 

Иванюшко Т.П. с соавт., 2011; Eke P.I., 2011]. Ранняя и точная диагностика 

может позволить в будущем уменьшить распространение пародонтита и 

прогрессию его течения. 

 

Цель исследования 

Молекулярно-генетическое исследование состава и количественного 

содержания пародонтопатогенных микроорганизмов в ротовой полости 

пациентов для оценки эффективности лечения пародонтита. 

 

Задачи исследования 

1. Сбор клинического материала из пародонтальных карманов и 

слюны больных хроническим генерализованным пародонтитом средней и 

тяжелой степени тяжести. 

2. Выделение бактериальной ДНК из собранного клинического 

материала. 

3. ПЦР-анализ образцов ДНК, выделенных из клинических образцов 

больных пародонтитом на наличие участков генов 16S рРНК 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus oralis, 

Streptococcus sanguis и Streptococcus sobrinus. 

4. Количественный анализ методом ПЦР в режиме реального 

времени содержания участков генов 16S рРНК Porphyromonas gingivalis, 
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Treponema denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis и 

Streptococcus sobrinus в положительных клинических образцах больных 

пародонтитом до и после лечения. 

 

Практическая значимость 

Сконструирован калибровочный образец pAL-TAStrSob16S (7,08х10
11

 

копий ДНК/мл) для количественного определения содержания 

пародонтопатогенных бактерий Porphyromonas gingivalis, 

Treponema denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, 

Streptococcus sobrinus в выравненных по объему клинических образцах с 

помощью метода ПЦР в режиме реального времени. 

 

Область применения результатов исследования 

Идентификация основных возбудителей пародонтита методом ПЦР и 

количественная оценка эффективности терапии методом ПЦР в режиме 

реального времени может стать основой при ранней диагностики, 

постановки диагноза, мониторинга и прогнозирования течения 

воспалительных заболеваний пародонта. 
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ГЛАВА I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Современные представления о пародонтите 

Пародонтит — это инфекционно-воспалительное поражение всего 

комплекса поддерживающих структур зубов (пародонта) с 

прогрессирующей деструкцией десны, пародонтальной связки и 

альвеолярной кости, ведущее к выпадению зубов. Воспалительные 

заболевания пародонта являются одной из важнейших проблем 

современной стоматологии вследствие высокой распространенности среди 

взрослого населения, недостаточной эффективности лечения и высокой 

частоты рецидивов [Парунова С.Н., 2004; Almstahl A. Et al., 2005; Darby 

L.B. et al., 2005; Ramich T. et al., 2014]. Постоянное действие 

предрасполагающих факторов (системных, социальных, ятрогенных, 

местных условий полости рта и др.) на фоне неблагополучия окружающей 

среды чрезвычайно часто приводят к развитию пародонтопатий во всех 

возрастных группах [Балмасова И.П. с соавт., 2013]. По некоторым данным 

распространенность патологии пародонта среди взрослого населения 

Российской Федерации достигает 95-100% и не имеет тенденции к 

снижению [Гажва С. И. с соавт., 2012]. 

Клиническая картина фазы обострения пародонтита характеризуется 

деструкцией альвеолярной кости, смещением и подвижностью зубов, 

возникновением пародонтальных карманов с потерей зубодесневого 

прикрепления, наличием абсцессов, серозно-гнойного экссудата в области 

десневых карманов, а также воспаления и кровоточивости десен 

[Рабинович И.М. с соавт., 2000; Ефимович О.И., 2002; Плахтий Л.Я., 2002]. 

Для оценки функционального состояния тканей пародонта определяют 

гигиеническое состояние полости рта, интенсивность и локализованность 

воспалительной реакции, измеряют глубину пародонтальных карманов, 

оценивают уменьшение клинического прикрепления [Грудянов А.И. с 

соавт., 2009]. 
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Многими исследователями показана полиэтиологическая природа 

заболеваний пародонта, однако большая роль в прогрессировании 

пародонтита принадлежит микробиоте полости рта, поскольку 

видоспецифические особенности метаболизма составляющих еѐ 

микроорганизмов оказывают существенное патологическое воздействие на 

течение воспалительного процесса в пародонте [Ковальчук Л.В. с соавт., 

2000; Григорьян А. С. с соавт., 2004; Дмитриева Л. А. с соавт., 2004; 

Зайрятьянц О.В. с соавт., 2007]. 

В 1994-1995 гг. ВОЗ рекомендовала в ряду нормальной или 

резидентной флоры полости рта выделять так называемые 

«пародонтопатогенные виды», которые отличаются от других высокими 

адгезивными, инвазивными и токсическими свойствами по отношению к 

тканям пародонта [Канканян А. П., 1998; Мюллер, Х. П., 2004]. Образуя 

микробные ассоциации [Косенко К.Н. с соавт., 2000; Цепов Л.М. с соавт., 

2005; Зорина О.А с соавт., 2011; Добреньков Д.С., 2014; Вечерковская 

М.Ф., 2015], а именно зубные бляшки на поверхности зубов, 

пародонтопатогены продуцируют некротизирующие ферменты 

(гиалуронидазу, коллагеназу, эластазу, фибринолизин и др.), 

способствующие нарушению целостности эпителиальных тканей, 

разрушению зубодесневого аппарата, сенсибилизации макроорганизма, 

изменению иммунореактивности и ассоциации с соматической патологией 

[Fowler E.B. et al., 2001; Булкина Н.В. с соавт., 2006; Cullinan M.P. et al., 

2010; Лукиных Л.М. с соавт., 2011].  

Под зубной бляшкой понимается специализированная бактериальная 

экосистема, формирующаяся в придесневых областях и межзубных 

промежутках, и обеспечивающая жизнеспособность всех 

микроорганизмов, входящих в еѐ состав. В ряде исследований [Романов 

А.Е., 1998; Илюшина А. И., 2005] показано, что зубная бляшка 

формируется также и на поверхности пломб, причем видовой состав 

доминирующей флоры различен при использовании различных 
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пломбировочных материалов, контактирующих с десной, что может быть 

обусловлено отличающимися адгезивными свойствами у 

микроорганизмов. Формирование бляшки происходит спустя 2 часа после 

чистки зубов, причем сначала доминирует аэробная микрофлора и только 

по мере созревания бляшки – анаэробная. Полностью сформированная 

ассоциация образуется через 6-9 дней и представляет собой микробную 

массу бактерий, располагающихся около поверхности зуба строго под 

прямым углом. При продвижении бактериальной массы в апикальном 

направлении происходит углубление процесса, а именно пролиферация и 

погружной рост эпителия, разволокнение и разрушение волокон 

периодонта. 

Показано [Косенко К.Н. с соавт., 2000; Цепов Л.М. с соавт., 2005; 

Зорина О.А. с соавт., 2011; Добреньков Д.С., 2014; Вечерковская М.Ф., 

2015], что штаммы микроорганизмов, способные к образованию 

микробных ассоциаций на поверхности зубов и непосредственно 

участвующие в воспалительных процессах, характеризуются 

множественной резистентностью к широкоиспользуемым антибиотикам. 

Кроме того, биопленка, образуемая микроорганизмами, защищает их от 

действия факторов гуморального и клеточного иммунитета 

макроорганизма. Поэтому лечение пародонтита, а особенно хронического 

путем проведения системной антибиотикотерапии является 

недостаточным, так как возникает необходимость в удалении зубных 

отложений. 

Состав зубных бляшек сильно варьирует у разных индивидуумов, 

причем данные различия определяются характером принимаемой пищи, 

промежутками между приемами пищи, гигиеническим уходом за полостью 

рта, шириной межзубных промежутков [Feng Z. et al., 2000; Lang N.P., 

2009]. Также одной из не менее важных причин такого различия является 

количество и характер поступающих с пищей углеводов, которые 

способствуют накоплению в бляшке органических кислот. Установлено, 
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что сахароза значительно повышает рост микроорганизмов по сравнению с 

глюкозой, мальтозой, фруктозой и галактозой. При поступлении новых 

типов гликозилированных и частично гидролизованных углеводов 

изменяется синтез белков и полипептидов у бактерий, причем изменения в 

бактериальном сообществе происходят в течение нескольких часов, что 

дает возможность бактериям максимально использовать питательные 

ресурсы. 

По результатам многочисленных микробиологических исследований 

были определены микробные пародонтальные комплексы, преобладающие 

при различных формах пародонтита. Принято выделять красный, 

оранжевый, зеленый, пурпурный и желтый комплексы. Они существенно 

отличаются по качественному и количественному составу, способствуют 

запуску множества патологических состояний в пародонте [Ламонт Р. Дж., 

2010]. 

Красный комплекс включает пародонтопатогенные виды: 

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis и Treponema denticola. 

Присутствие бактерий данного комплекса в тканях пародонта 

обусловливает наличие следующих симптомов: болезненность и 

кровоточивость десен, наличие гнойного экссудата, выраженные 

деструктивные процессы. Высокая степень патогенности данных 

микроорганизмов обусловлена наличием факторов вирулентности - 

протеаз и гемагглютинина, способствующих активному внедрению и 

размножению микробов в ткани с последующим еѐ разрушением.  

Оранжевый комплекс обладает высокой патогенностью и 

представлен: Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Fusobacterium 

nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Eubacterium nodatum, 

Peptostreptococcus micros. Продуцируя эндотоксины и различные виды 

энзимов, бактерии данного комплекса способствуют нарушению 

целостности мембран эпителиальных клеток и разрушению 

периодонтальной ткани. Также в ходе обмена веществ, пародонтопатогены 
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продуцируют метаболиты, необходимые для выживания более 

требовательных микроорганизмов красного комплекса. 

Зеленый комплекс представляет собой сочетание пародонтопатогенов: 

Actinobacillus actonomycetemcomitans, Capnocytophaga spp., Campilobacter 

concisus, Eikenella corrodens. Данные микроорганизмы являются ранними 

колонизаторами зубодесневых карманов и именно их совместное 

заселение может привести к развитию ювенильных и агрессивных форм 

пародонтита, а также к различного рода воспалительным заболеваниям 

слизистой оболочки полости рта. Очень высокая степень патогенности 

обусловлена способностью продуцировать фосфатазы, цитотоксин, 

лейкотоксин, оказывая иммуноподепрессивное воздействие на организм. 

Микроорганизмы, входящие в пурпурный (Actinomyces odontoliticus, 

Veillonella parvulla) и желтый (Streptococcus mitis,  

Streptococcus israilis, Streptococcus sanguis) пародонтальные комплексы 

являются представителями нормальной микрофлоры полости рта и в то же 

время предикторами прогрессирования заболевания. Это связано с 

интенсивным ростом и размножением бактерий в пародонтальных 

карманах при развитии воспалительных процессов.  

Выделение этих комплексов не означает, что в их состав входят 

только перечисленные виды микроорганизмов, однако именно эти 

представители микробных сообществ являются биомаркерами текущей 

активности и прогрессирования заболевания. 

 

1.2. Видовой состав постоянной микрофлоры полости рта. 

Нормальная микрофлора полости рта играет не последнюю роль в 

защите организма человека от заболеваний. Оказывая многоплановое 

влияние на защитные, адаптационные и обменно-трофические механизмы, 

нормофлора обеспечивает поддержание и сохранение постоянства 

внутренней среды. Антагонистическая активность нормальной микробной 

флоры проявляется в отношении широкого круга грамположительных и 



14 

грамотрицательных бактерий и дрожжеподобных грибов. Благодаря 

нормальной аутофлоре происходит эндогенный синтез витаминов группы 

В, РР, К, С, улучшается синтез и всасывание витаминов D и Е, фолиевой и 

никотиновой кислот, поступивших в организм с пищей. Также 

представители естественной флоры тормозят декарбоксилирование 

пищевого гистидина, уменьшая тем самым синтез гистамина, и, 

следовательно, снижают аллергический потенциал пищевых продуктов 

[Aas J.A. et al., 2005]. 

Микробиоценоз ротовой полости представлен разнообразными 

видами кокков, палочек и извитых форм. По данным ряда авторов 

[Bauenneister C.D., 2003; Darby L.B. et al., 2005] бактерии с анаэробным 

типом дыхания составляют около 75% всей бактериальной флоры полости 

рта и в норме соотношение анаэробных и аэробных микроорганизмов в 

полости рта — 10:1. Около половины представителей резидентной флоры 

являются факультативными и облигатно-анаэробными стрептококками, 

которые включают в свой состав Streptococcus salivarius, Streptococcus 

mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus и 

пептострептококки. Другая половина нормальной флоры состоит из 

вейлонелл, дифтероидов и бактероидов. К второстепенным 

представителям резидентной флоры относятся лактобациллы, 

стафилококки, спирохеты, фузобактерии, энтерококки, дрожжи, грибы, 

простейшие. Относительно встречаемости энтерококков в полости рта 

мнения различны. Если одни авторы рассматривают их как постоянных 

обитателей, то В. Г. Петровская и О. П. Марко [1976] считают, что наличие 

кишечных бактерий в полости рта можно расценивать как сигнал о 

возможном неблагополучии, о снижении иммунологической реактивности 

организма. Увеличение количества условно-патогенных микроорганизмов 

у практически здоровых людей оценивается большинством исследователей 

как проявление дисбактериоза. 
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Среди представителей нормального микробиоценоза полости рта 

наибольшая физиологическая значимость принадлежит роду Lactobacillus, 

который представлен здесь более чем 10 видами [Keijser B.F. et al., 2008; 

Dewhirst F.E. et al., 2010]. Лактобактерии подавляют рост и размножение 

представителей посторонней микрофлоры, предотвращают приживление 

последних, блокируя рецепторы клеток слизистых оболочек от адгезинов 

потенциально патогенных бактерий [Salvetti E. Et al., 2012; Ishihara Y. et al., 

2014]. Наиболее выражена антагонистическая активность у вида 

Lactobacillus сasei, связанная с присутствием в ее культуральной жидкости 

метаболитов с антибиотическим действием: органических кислот 

(молочной, уксусной, альфа-кетоглутаровой и янтарной), пептидных 

соединений и липофильной субстанции. Другие виды молочнокислых 

бактерий Lactobacillus acidophilus и Lactobacillus casei стимулируют 

иммунные реакции, способствуют повышенной активности натуральных 

киллеров и продукции антителообразующих клеток [Paster B.J. et al., 2006; 

Papaioannou W. et al., 2009]. 

Активная жизнедеятельность молочнокислых бактерий создает среду, 

благоприятную для развития нормальной микрофлоры, в том числе и для 

бифидобактерий, играющих определяющую роль в регуляции и 

стабильности нормобиоценоза. Полагается, что именно бифидобактерии 

препятствуют развитию патогенной, гнилостной и газообразующей 

микрофлоры, продуцируя молочную кислоту, бактериоцины и перекись 

водорода [Almstahl A. et al., 2005]. Бифидобактерии имеют в составе 

клеточной стенки мурамилдипептид, высвобождение которого 

стимулирует лимфоидный аппарат, синтез иммуноглобулинов, 

увеличивают уровень пропердина и комплемента, повышает активность 

лизоцима и способствует уменьшению проницаемости сосудисто-тканевых 

барьеров для токсических продуктов патогенных и условно-патогенных 

микроорганизмов, препятствует развитию бактериемии и сепсиса.  
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Специфический антагонизм молочнокислых бактерий не сводится 

полностью к действию продуцируемых ими органических кислот; 

нормальная микрофлора также синтезирует антибиотики, не обладающие, 

к сожалению, особо выраженной активностью. Так, например, 

Streptococcus lactis выделяет низин, Streptococcus cremosus — 

диплококцин, Lactobacillus acidophilus — aцидофилин и лактоцидин, 

Lactobacillus plantarum — лактолин, Lactobacillus brevis — бревин [Al-

Otaibi F.E. et al., 2014]. 

Компенсаторные возможности симбионтной микрофлоры не 

беспредельны, и под влиянием различных факторов динамическое 

равновесие между нормальной и патогенной флорой полости рта может 

быть нарушено. Так, расстройство глотания, жевания и слюноотделения 

всегда приводит к нарастанию количества патогенных микроорганизмов в 

полости рта. В результате наступает резкое угнетение представителей 

постоянной флоры и может развивается дисбактериоз. Этим термином в 

настоящее время обозначают качественные и/или количественные 

изменения нормальной микрофлоры, возникающие в результате 

воздействия на организм различных факторов экзогенного или 

эндогенного характера. 

Нередко изменение бактериоценоза полости рта является следствием 

приема антибиотиков, что приводит к быстрому изменению видового и 

количественного состава микрофлоры с преобладанием некоторых видов 

микробов, в том числе дрожжеподобных грибов Candida [Haffajee A.D., 

2006; Haffajee A. et al., 2006;], которые лишаясь конкурентов и 

антагонистов получают возможность к ускоренному росту, адгезии и 

колонизации. Аналогичная картина с бактериями рода Proteus, которые 

обладают высокой гемолитической, гиалуронидазной, протеолитической и 

лецитиназной активностью, и увеличиваются в количестве в результате 

нерациональной антибиотикотерапии, оказывая угнетающее действие на 

представителей нормальной микрофлоры. Находять в ассоциациях с 
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патогенными и условно-патогенными микроорганизмами, протей 

усиливает их действие на макроорганизм [Плахтий Л.Я., 2002]. 

 

1.3. Микрофлора полости рта при пародонтите 

Важная роль микробного фактора в этиологии и патогенезе 

воспалительных заболеваний пародонта определяет актуальность 

исследований в этом направлении. Вирулентность пародонтопатогенных 

микроорганизмов обусловлена факторами адгезии, колонизации и инвазии 

[Парунова Н., 2004; Царев В.Н., Ушаков Р.В., 2004; Николаева Е.Н., 2005; 

Грудянов А.И., 2009].  Одним из важных этапов развития воспаления в 

пародонте является транслокация бактерий из зубной бляшки в десну с 

последующим инфицированием прилежащих тканей. При этом 

микроорганизмы преодолевают защитные барьеры полости рта и 

пародонта. Следующий этап альтерации колонизированных тканей 

является результатом дальнейшего межклеточного и тканевого 

взаимодействия возбудителей и организма-хозяина. Течение этого этапа 

зависит как от повреждающего действия микробов, так и от ответной 

реакции макроорганизма на внедрившиеся пародонтопатогенные бактерии 

[Цепов Л.М. с соавт., 2005; Чепуркова О.А. с соавт., 2007]. 

Выделяя активные вещества в окружающее пространство, 

пародонтопатогены оказывают прямое и опосредованное повреждающее 

действие [Kreth J. et al., 2009; Redanz S. et al., 2011]. К таким веществам 

относятся эндотоксин, представляющий собой липополисахаридный 

комплекс клеточной стенки большинства грамотрицательных бактерий и 

обладающий устойчивостью к температурным воздействиям и 

способностью активировать систему комплемента, лейкоциты, 

выделяющие простагландины, лейкотриены, свободные радикалы и другие 

токсические продукты, направленные на разрушение бактериальных 

патогенов и одновременно приводящие к воспалительным и 

деструктивным поражениям тканей пародонта [Kelk P. et al., 2005]. 
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Помимо эндотоксинов, представители пародонтальной микробиоты 

способны вырабатывать токсические вещества, вызывающие целевую 

деструкцию тканей и участвующие в механизмах образования 

пародонтальных карманов. К ним относятся меркаптены, жирные кислоты 

и гидролитические ферменты, разрушающие тканевые структуры, а 

именно соединительную ткань (протеиназа, коллагеназа), эпителиальные 

структуры (кератиназа), жировую ткань (фосфолипаза), поверхностные 

структуры клеток (нейраминидаза), [Haffajee A.D. et al., 2004]. Наиболее 

активными являются микробные протеазы, присутствующие при 

заболеваниях пародонта в большом количестве и разрушающие 

иммуноглобулины классов IgA и IgG, тем самым снижая барьерную 

функцию слизистой оболочки полости рта и облегчая проникновение в 

ткани токсических продуктов, литических ферментов, поддесневой 

микрофлоры [Filoche S. et al., 2004]. Предполагается, что энзимы при 

накоплении в значительных количествах, и, действуя совместно с 

тканевыми протеазами и протеазами из аккумулированных лейкоцитов, 

могут вызывать значительную деструкцию тканей [Mori Y. et al., 2003]. 

Установлено, что в местах наибольшей деструкции пародонта чаще 

всего встречаются «истинные» пародонтопатогенные виды Porphyromonas 

gingivalis, Treponema denticola, а также представители условно-патогенной 

микрофлоры полости рта Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, 

Streptococcus sobrinus. 

Класс Bacteroidia, Порядок Bacteroidales, Семейство 

Porphyromonadaceae, род Porphyromonas, вид Porphyromonas gingivalis. 

Porphyromonas gingivalis – грамотрицательные неподвижные палочки, 

расположенные в виде отдельных клеток, парами или короткими 

цепочками. Облигатные анаэробы. Пародонтопатоген прихотлив, растет в 

анаэробных условиях, на питательных средах формирует небольшие 

черные колонии, которые трудно обнаружить. Поверхность Porphyromonas 

gingivalis покрыта перитрихиальными фимбриями, выполняющими 
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существенную роль в адгезии к эпителиоциту, колонизации и деструкции 

пародонта [Amano A. et al., 2004]. Этот микроорганизм устойчив к 

амоксициллину, поэтому рекомендуемой терапией является применение 

SRP в комбинации с метронидазолом, либо, в случае непереносимости или 

устойчивости, с клиндамицином. 

Многочисленными исследованиями in vivo показана причастность 

фимбрий к развитию инфекционного процесса ввиду их способности 

проникать в эпителиальные и эндотелиальные клетки десны. 

Внутриклеточно расположенные Porphyromonas gingivalis способны 

подчинить себе метаболизм клетки хозяина, а также подавить секрецию 

интерлейкина-8 [Reynolds H. Y. et al., 2002] и миграцию 

полиморфноядерных лейкоцитов через эпителиальный барьер [Koehler A. 

et al., 2003]. В создавшихся условиях макроорганизм лишается сигнала о 

присутствии патогенной флоры и не направляет лейкоциты для их 

уничтожения, что в целом приводит к ослаблению естественной защиты 

пародонта. 

Также Porphyromonas gingivalis продуцирует большое количество 

аргинин- и лизинспецифических протеиназ в растворимой (Kgp) и 

мембраносвязанной (Rgp) форме. Эти ферменты, объединенные названием 

«гингипаин», участвуют в разрушении соединительных тканей пародонта, 

апоптозе клеток и возникновении воспалительных процессов [Kolenbrander 

P. K. Et al., 2002]. Кроме гингипаина, весьма вероятным кандидатом на 

роль патогенного фактора Porphyromonas gingivalis является фимбрилин 

— филаментозный компонент клеточной поверхности, играющий важную 

роль в колонизации и проникновении этого микроорганизма в ткани 

пародонта. 

Обнаружение Porphyromonas gingivalis в содержимом 

пародонтальных карманов пациентов является диагностически значимым 

показателем и указывает на риск прогрессирования хронического 

генерализованного пародонтита, так как содержание этого 
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пародонтопатогена последовательно возрастает при прогрессировании 

патологического процесса в зависимости от степени тяжести. 

Статистические данные ряда авторов, занимающихся данной 

проблемой, имеют несущественные расхождения: Porphyromonas gingivalis 

обычно обнаруживается в содержимом пародонтальных карманов у 

больных пародонтитом с частотой встречаемости 50% [Вострикова С.А. с 

соавт., 2008], 60% [Rasmussen L. et al., 2000], 90% [Зорина О.А. с соавт., 

2014]. 

Класс Spirochaetes, Порядок Spirochaetales, Семейство 

Treponemataceae, род Treponema, вид Treponema denticola. 

Treponema denticola – грамотрицательные тонкие спиральные 

палочки, изогнутые на концах, подвижны. Облигатные анаэробы. 

Микроорганизм прихотлив, растет в анаэробных условиях, на питательных 

средах с пептоном, дрожжевым экстрактом и сывороткой формирует 

белые диффузные колонии, которые легко обнаружить. Подвижность 

Treponema denticola считается ключевым фактором вирулентности, 

поскольку неподвижные мутанты неспособны инфицировать ткани 

организма-хозяина. Этот микроорганизм также, как и 

пародонтопатогенный вид Porphyromonas gingivalis устойчив к 

амоксициллину, поэтому рекомендуемой терапией также является 

применение SRP в комбинации с метронидазолом, либо, в случае 

непереносимости или устойчивости, с клиндамицином. 

Располагаясь в микробных бляшках придесневой области и 

межзубных промежутков, индуцирует деполимеризацию и реаранжировку 

актиновых микрофиламентов, наряду с ослаблением крепления самих 

эпителиоцитов [Amin M. Et al., 2004; Armitage G.C., 2004]. Поверхностный 

адгезин Msp способен перемещаться в мембрану эпителиоцита с ее 

последующей деполяризацией и образованием ионных каналов, приводя к 

нарушению функции эпителиоцитов [Gonzales J.R. et al., 2003]. 
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Доказана способность Treponema denticola активировать макрофаги, 

которые в свою очередь выделяют вещества, способствующие резорбции 

коллагена (закись азота и цитокины). На фоне нарушенной функции 

нейтрофилов Treponema denticola вызывает глубокие очаги поражения 

[Gomes S.C., 2006]. 

К вирулентным факторам пародонтопатогена относится также 

способность агглютинировать и лизировать эритроциты [Hashimoto M. Et 

al., 2003], прикрепляться к эндотелию и связываться с клетками на всем их 

протяжении, способствовать продукции металлопротеиназ из полиморфно-

ядерных лейкоцитов, вызывая деструкцию межклеточного вещества 

соединительной ткани [Heitz-Mayfield L.J., 2005]. Также Treponema 

denticola образует агрегаты с Porphyromonas gingivalis и Fusobacterium 

spp., что может иметь значение для формирования зубной бляшки, а также 

для питания бактерий [Heitz-Mayfield L. J., 2006]. 

Статистические данные ряда авторов, занимающихся данной 

проблемой, имеют несущественные расхождения: Treponema denticola 

обычно обнаруживается в содержимом пародонтальных карманов 

пациентов у больных пародонтитом с частотой встречаемости 80% 

[Jansson H., 2006], 70% [Irwin C. Et al., 2007], 75% [Зорина О.А. с соавт., 

2014]. 

Класс Bacilli, Порядок Lactobacillales, Семейство Streptococcaceae, 

род Streptococcus, виды Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, 

Streptococcus sobrinus. 

Бактерии рода  Streptococcus – грамположительные кокки 

неправильной округлой формы, располагающиеся в виде цепочек или 

попарно. Факультативные анаэробы. На питательных средах (кровяной 

агар) идентифицируются как мелкие блестящие колонии. Обитая в 

десневых карманах, виды Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, 

Streptococcus sobrinus очень чутко реагируют на снижение местных 

защитных свойств организма (недостаточная гигиена, общие болезни). 
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Микроорганизмы начинают активно размножаться, вызывая воспаление 

десен и пародонта [Oho T. et al., 2000; Mattos-Graner R. O. et al. 2001]. 

Формирование бактериями вида Streptococcus sobrinus в ходе 

метаболизма экзополисахаридов приводит к стабильному связыванию 

бактерий с поверхностью зуба, а также агрегации других микроорганизмов 

полости рта [Ramos-Gomez F. J. et al., 2002]. Поскольку сахароза является 

одним из основных источников энергии для Streptococcus sobrinus, 

большое внимание уделяется механизму и регулированию поглощения 

углеводов. Для данного микроорганизма характерно наличие нескольких 

систем включения сахарозы в метаболизм, что позволяет микроорганизму 

быстро адаптироваться к колебаниям концентрации сахарозы в ротовой 

полости [Tanner A. C. R. Et al., 2002; Tedjosasongko, U. et al. 2002; Conrads 

G. et al., 2014]. 

Рядом авторов [Corraini P. et al., 2012.] были проведены исследования, 

показавшие высокую вероятность (80%) вертикальной передачи штаммов 

Streptococcus sobrinus и Streptococcus mutans, от матери к плоду. 

Полученные результаты позволяют предположить, что мать, являющаяся 

носителем пародонтопатогенной микрофлоры, а именно Streptococcus 

sobrinus и Streptococcus mutans, является основным первичным источником 

инфекции для детей. 

Бактерии рода Streptococcus очень чувствительны к пенициллину и 

антибиотикам цефалоспоринового ряда (цефалексин, цефаклор, цефизим, 

цефподоксим, лоракарбеф и др.), в случае непереносимости пенициллинов 

и цефалоспоринов препаратами выбора будут служить антибиотики-

макролиды (азитромицин, кларитромицин). Современные 

полусинтетические пенициллины (амоксициллин, амоксициллин-

клавуланат, клоксациллин и диклоксациллин) эффективнее своего 

предшественника — пенициллина. 
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1.4. Лабораторная диагностика пародонтита 

1.4.1. Классификация Хазановой В.В., 1993 

Нарушение количественных соотношений между нормальной и 

условно-патогенной микрофлорой приводит к развитию дисбиотических 

состояний и характеризуется значительным снижением количества лакто- 

и бифидобактерий и ростом условно-патогенных микроорганизмов. 

Классификация Хазановой В. В. и соавт. (1993) позволяет успешно 

дифференцировать 4 степени пародонтита (дисбиоз полости рта): дисбиоз 

полости рта I-II степени (компенсированный), III степени 

(субкомпенсированный) и дисбиоз полоти рта IV степени 

(декомпенсированный) с формулировкой соответствующего врачебного 

лабораторного заключения (таблица 1).  

Таблица 1 

Лабораторная классификация дисбиозов полости рта 

по степени выраженности (тяжести) Хазановой В. В. и соавт., 1993 
Степень выраженности 

(тяжести) дисбиоза 

полости рта 

Критерий Количественная оценка 

Дисбиотический сдвиг Лактобациллярная 

микрофлора 

- в большом количестве 

(количественно превалируют) 

Условно-патогенная 

микрофлора 

- представлены единичными 

бактериальными клетками или 

не обнаруживаются 

Клинические 

проявления 

- не обнаруживаются 

I-II степени 

(компенсированный) 

Лактобациллярная 

микрофлора 
- снижение общего количества 

Условно-патогенная 

микрофлора 

- представлены единичными 

бактериальными клетками 

Клинические 

проявления 
- обнаруживаются 

III степень 

(субкомпенсированный) 

Лактобациллярная 

микрофлора 

- снижение общего количества 

или полное отсутствие 

Условно-патогенная 

микрофлора 

- значительное увеличение 

количества, образование 

патогенной монокультуры 

Клинические 

проявления 
- обнаруживаются 

IV степень 

(декомпенсированный) 

Лактобациллярная 

микрофлора 

- снижение общего количества 

или полное отсутствие 

Условно-патогенная 

микрофлора 

- образование патогенной 

монокультуры, наличие 
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Степень выраженности 

(тяжести) дисбиоза 

полости рта 

Критерий Количественная оценка 

ассоциаций патогенных 

бактерий с дрожжеподобными 

грибами рода Candida 

Клинические 

проявления 
- обнаруживаются 

 

1.4.2. Микробиологические методы диагностики 

Микробиологические методы диагностики направлены на 

качественную и количественную оценку состава микробиоты 

пародонтальных карманов. Данное исследование целесообразно в случае 

возможности получения четких и достоверных данных. Наиболее часто в 

клинической практике применяется метод секторных посевов по J. C. 

Gould (1965). Для определения количественного состава микроорганизмов 

с помощью данного метода клинический материал собирают стерильным 

стандартным диском диаметром 6 мм, изготовленного из целлофановой 

пленки толщиной 40 мкм. Согнутый пополам диск вводят пуговчатым 

зондом в пародонтальный карман экспозицией не менее 1 минуты. В 

течение всего времени пространство между согнутыми краями диска 

заполняется содержимым пародонтального кармана. Затем диск извлекают 

пинцетом и помещают в пробирку типа Eppendorf с фосфатным буфером. 

Делают посев на питательную среду и оценивают количественный состав 

микроорганизмов по числу микроколоний на единицу площади диска. 

 

1.4.3. Оптические методы диагностики 

Оптические методы всегда занимали значительное место среди всего 

арсенала методов лабораторной диагностики стоматологических 

заболеваний в силу их доступности и информативности. Гистологическое 

исследование биоптатов пораженных тканей было и остается «золотым 

стандартом» диагностики. В последние десятилетия микроскопическая 

техника претерпела значительные изменения, позволяющие говорить о 
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современных способах микроскопического исследования как о научном 

методе, так и о способе неинвазивной прижизненной диагностики 

стоматологических заболеваний. 

Среди современных оптических методов диагностики воспалительных 

заболеваний пародонта особое значение в медицине приобрели 

конфокальная микроскопия, сканирующая микроскопия ионной 

проводимости, а также электронная микроскопия [Царев В.Н. с соавт., 

2011]. Исследование с помощью метода фазовоконтрастной микроскопии 

заключается в определении процентного содержания пяти 

морфологических форм микроорганизмов (кокки, подвижные палочки, 

неподвижные палочки, извитые формы, филаменты). Отсутствие 

поражения в тканях пародонта сочетается в основном с кокковой флорой и 

низким количеством подвижных бактерий, а при заболеваниях 

преобладают палочки, подвижные бактерии и спирохеты.  

Дополнительно рассчитывают коэффициент устойчивости (КУ) 

микроорганизмов как соотношение неподвижных и подвижных форм 

микроорганизмов (в норме КУ равен 3,4). Подобная количественная 

оценка позволяет оценить эффективность подобранной терапии и в случае 

рецидивов изменить тактику лечения. Однако далеко не всегда этот 

показатель коррелирует с выраженным улучшением клинического 

состояния пациента. Следовательно, этот данный метод необходимо 

использовать в комплексе с другими способами диагностики. 

 

1.4.4. Иммунологические методы диагностики 

Использование иммунологических методов при диагностике 

пародонтопатий обусловлено высокими информативностью, 

чувствительностью и специфичностью диагностики. Исследование 

базируется на использовании методов иммуноанализа, а именно 

применении меченых молекулами флюорохромов моноклональных и 

поликлональных антител. Таким образом определяют провоспалительные 
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цитокины, молекулярные продукты деградации соединительной ткани и 

костной ткани.  

Наиболее широко используется иммуноферментный анализ (ИФА, 

ELISA) — метод выявления антигенов или антител, основанный на 

определении комплекса антиген — антитело за счет введения в один из 

компонентов реакции ферментативной метки с последующей ее детекцией 

с помощью соответствующего субстрата, изменяющего свою окраску. 

Основой проведения любого варианта ИФА служит определение 

продуктов ферментативных реакций при исследовании тестируемых 

образцов в сравнении с негативными и позитивными контролями. 

Иммуноферментный метод нашел широкое применение в стоматологии, в 

частности для определения биомаркеров заболеваний полости рта 

инфекционно-воспалительной природы, а цитокинов [Holmlund A. et al., 

2004; Horst O.V. et al., 2009; Elsalhy M. et al., 2012], протеогликанов 

[Shibutani T. et al., 1993], пептидных продуктов тканевой деструкции 

[Wilson A.N. et al., 2003]. 

 

1.4.5. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

К числу наиболее часто используемых методов молекулярной 

биологии относится полимеразная цепная реакция (ПЦР). Метод ПЦР 

изобрел в 1983 г. американский ученый Кэри Мюллис, получивший 

впоследствии за это изобретение Нобелевскую премию. Сущность метода 

заключается в том, что он имитирует естественную репликацию 

нуклеиновых кислот и позволяет получать фрагменты последовательности 

ДНК, характерные для того или иного микроорганизма, в количествах, 

достаточных для их распознавания. В соответствии с этим принципом 

проведение ПЦР-анализа включает в себя три основных этапа: 

пробоподготовка (выделение нуклеиновых кислот ДНК/РНК из 

клинического материала), амплификация (экспоненциальное увеличение 

количества целевых участков ДНК), регистрация и интерпретация 
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поученных результатов. Детекция продуктов амплификации 

осуществляется путем проведения электрофореза в агарозном геле, 

гибридизации со специфическим олигонуклеотидным зондом, с 

использованием метода масс-спектрометрии и т.д. [Патрушев Л.И., 2005]. 

На сегодняшний день метод ПЦР и его модификации очень широко 

используются в стоматологической практике, в том числе и для 

диагностики воспалительных заболеваний пародонта. Метод позволяет 

определять экспрессию генов, регулирующих образование рецепторов или 

секреторных продуктов в клетке, идентифицировать в остеокластах 

альвеолярных отростков генов, регулирующих нарушенный синтез 

коллагена I типа с образованием телопептидов [Kinney J.S. et al., 2007], 

проводить качественный и количественный анализ микробиоты 

суббиотопов полости рта [Socransky S.S. et al., 2000]. 
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ГЛАВА II. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1. Объекты исследования 

В исследование были включены 165 пациентов (59 мужчин и 106 

женщин) в возрасте от 29 до 74 лет, которые составили группу 

наблюдения. Из них 91 (55,2%) обратились за помощью впервые, 74 

(44,8%) человека ранее лечились и посещали стоматологический кабинет 

не менее 1 раза в год. По данным анамнеза продолжительность 

заболевания составляла от нескольких месяцев до 15 лет. По степени 

тяжести у 129 (78,2%) пациентов диагностирован хронический 

генерализованный пародонтит средней степени тяжести (I группа), у 36 

(21,8%) пациентов – пародонтит тяжелой степени (II группа) (таблица 2).  

Критериями включения в исследование являлись: установление у 

пациента ХГП средней или тяжелой степени, без наличия фоновой 

патологии или с таковой. При включении в исследование учитывали 

возраст пациентов — от 35 до 70 лет, а также строгое соблюдение 

назначений и рекомендаций (по приему препаратов и гигиене полости рта). 

Все пациенты, включенные в исследование, в полном объеме и в 

доступной форме были проинформированы о проводимых методах 

обследования и лечения. Каждым участником исследования было 

подписано добровольное информированное согласие на участие в нем. 

Пациентам был проведен стандартный стоматологический осмотр с 

определением формы и степени поражения, характеризующиеся 

воспалением и деструкцией тканей пародонта, экссудацией из 

пародонтального кармана, кровоточивостью десен при чистке зубов. Для 

объективной оценки клинического состояния пародонта учитывались 

гигиенические индексы: индекс Грина-Вермиллиона (OHI-S, Green-
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Vermillion, 1964), индекс РМА (Schour J., Massler M., 1948; Massler M., 

1967), индекс CPITN (ВООЗ, 1989). 

На следующем этапе был проведен инструктаж по чистке зубов, 

подбору индивидуальных средств гигиены полости рта, а также 

информирование и мотивирование по предстоящему лечению. 

Убедившись в правильности всех манипуляций, приступали к лечению. 

Лечение проводилось по трем схемам: 1) однократное терапевтическое 

воздействие ультразвуком при помощи прибора «Vector» («Durr Dental», 

Германия) на поверхности зубодесневых карманов и корня; 2) ежедневно 

однократное введение инъекционного раствора антибиотика и анестетика 

(1 мл 30% р-ра линкомицина гидрохлорида в смеси с 0,2 мл 2% р-ра 

лидокаина гидрохлорида, ex tempore); 3) комплексная терапия, 

включающая ультразвуковое воздействие при помощи прибора «Vector» и 

антибиотикотерапию. Лечение проводилось в течение 10 дней.  

Таблица 2 

Распределение пациентов в зависимости от диагноза и тактики лечения 

  
Тактика лечения I группа – с ХГП средней 

степени тяжести, N=129 

II группа – с ХГП тяжелой 

степени тяжести, N=36 

Системная 

антибиотикотерапия 

43 11 

Использование 

прибора «Vector» 

36 9 

Применение 

комбинированного 

лечения «Vector + 

антибиотикотерапия 

50 16 

 

Материал для молекулярно-генетического исследования - содержимое 

пародонтального кармана зубов и ротовая жидкость. Содержимое 

пародонтального кармана отбирали стерильным бумажным 

эндодонтическим штифтом (размер №25), который вводили пинцетом в 

пародонтальный карман в наиболее глубокие участки на 10 секунд и затем 

помещали в стерильную пластиковую пробирку типа Eppendorf (1,5 мл), 
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содержащую 1 мл физиологического раствора. Забор проводили в двух 

повторностях для каждого пациента.  

Транспортировали образцы в лабораторию при +4°С в течение 2 часов 

в термоконтейнерах с хладагентом. 

 

2.2. Выделение ДНК из клинических образцов 

Для выделения тотальной ДНК микроорганизмов использовали 

ионообменную смолу Chelex100, приготовленную с использованием 

следующих реагентов: Triton X-100 (1%), Tween-20 (1%), Chelex 100, TRIS-

HCl (pH 9,1, 100 mM), крезоловый красный, ddH2O. Для этого растворить 

0,5 г Chelex 100, 5 мл TRIS-HCl и 0,5 мл Triton Х-100 в 50 мл в ddH2O. 

Добавить щепотку красителя крезоловый красный и перемешать до 

полного растворения. Рекомендуется постоянно ресуспендировать готовый 

реактив для растворения частичек, осевших на дно. Хранить реагент при 

температуре +4°С. 

Ход работы: 

1. Подготовить и расставить в штативе пробирки с клиническим 

материалом, необходимое количество одноразовых стерильных пробирок 

типа Eppendorf объемом 1,5 мл, промаркировать. 

2. В каждую пробирку одним наконечником добавить по 200 мкл 

реактива. Рекомендуется использовать синие наконечники с отрезанным 

кончиком. Обязательно должен быть фильтр или вата. Если фильтр 

окрасится, необходимо поменять наконечник. 

3. Внести по 50 мкл клинического образца, используя для каждой 

пробы отдельный наконечник с фильтром. 

4. Тщательно ресуспендировать пробирки на вортексе и затем 

поместить в термостат с температурой 95°C на 10 минут. После окончания 

инкубации необходимо повторно перемешать содержимое пробирок на 

вортексе. 
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5. Центрифугировать пробирки при 12 тыс об/мин в течение 5 мин на 

микроцентрифуге. Надосадочная жидкость содержит очищенную ДНК. 

Пробы готовы к постановке ПЦР. 

Полученные пробы можно хранить в течение 1 месяца, при условии 

хранения образцов в холодильнике при 4°С. 

В дальнейшем полученную ДНК использовали в качестве матрицы 

для амплификации нужного участка гена 16S рРНК, выявляемого методом 

ПЦР. 

 

2.3. Конструирование калибровочного образца 

Калибровочный образец конструировали с использованием в качестве 

ДНК-матрицы плазмиды pAL-TA (3,0 т.п.н.) со вставкой участка гена 16S 

рРНК Streptococcus sobrinus (235 п.н.), в результате чего была получена 

плазмида pAL-TAStrSob16S. Клонирование проводили по Маниатис Т. и 

соавт. [5]. Выделенная с помощью ионообменной смолы Chelex100 

тотальная ДНК использовалась в качестве матрицы для проведения 

классической ПЦР с целью накопления участка гена 16S рРНК 

Streptococcus sobrinus (235 п.н.). Амплификацию проводили на 

термоциклере Терцик МС-2 («ДНК-Технология», Россия) с 

использованием пары видоспецифичных праймеров к выбранному участку 

следующей структуры: 

5’caacgatacatagccgacctg 3’ 

5’ttagccgtccctttctggta 3’. 

Выделение искомого амплифицированного участка из реакционной 

смеси проводили с применением набора для очистки ДНК («Цитокин», 

Санкт-Петербург). Полученный фрагмент клонировали с использованием 

векторной плазмиды pAL-TA. Для этого в стерильной 

микроцентрифужной пробирке готовили реакционную смесь для 

лигирования, включающую ДНК вектор и клонируемый фрагмент в 

эквимолярном соотношении, буфер для лигирования (конечная 
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концентрация - 66 мМ трис-HCl, pH 7,5, 5 мМ MgCl2, 5мМ дитиотрейтол, 

1 мМ АТФ) и ДНК - лигазу фага Т4 (1 ед/мкг ДНК) («Fermentas», Литва). 

Реакцию проводили при 4-10°C в течение ночи. 

Для получения компетентных клеток культуру Escherichia coli XL1‑

Blue выращивали в среде LB при 37°C до середины логарифмической фазы 

роста. Клетки осаждали центрифугированием. Осадок ресуспендировали в 

1/2 первоначального объема 10 мМ раствора CaCl2, выдерживали 20 мин и 

после центрифугирования ресуспендировали в 1/50 первоначального 

объема 50 мМ CaCl2. Через 12-24 ч хранения при 2-4°C 0,2 мл суспензии 

клеток смешивали с 10 мкл лигированной смеси и инкубировали 30-60 мин 

на льду. Трансформационную смесь переносили на 2 мин в водяную баню 

(42°C) (тепловой шок), добавляли к суспензии 1 мл среды LB, 

инкубировали 1 ч при 37°C, перемешивая каждые 15 минут. 

Центрифугировали 2 мин (4000 об./мин), отбирали 100 мкл 

трансформированных клеток и высевали на чашки с aгаризованной средой 

LB, содержащей антибиотик ампициллин («Serva», ФРГ) в концентрации 

100 мкг/мл, а также ИПТГ (конечная концентрация 200 мг/мл) и X-gal 

(конечная концентрация 20 мг/мл). Чашки инкубировали в течение 16-20 

часов в термостате при 37°С и отбирали бесцветные колонии. Из 50 

бесцветных колоний выделяли плазмидные ДНК и, используя их в 

качестве матриц, проводили классическую ПЦР. 

Разделение продуктов амплификации осуществляли 

электрофоретически в 1,7%-ном горизонтальном агарозном геле («Sigma», 

США) с последующей визуализацией после окраски бромистым этидием 

ультрафиолетом в фотодокументационной системе. В качестве 

электролита для электрофореза применяли 50Х трис-ацетатный 

электродный буфер (2 М Tris-base, pH = 8,0; 1,56 М уксусная кислота, pH 

7,6; 50 мМ ЭДТА, pH = 8,0). Одну из «положительных» колоний 

пересевали на чашки с aгаризованной средой LB, содержащей антибиотик 

ампициллин (конечная концентрация 100 мкг/мл) и помещали в термостат 
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при 37°С на ночь. Бактериологической петлей забирали большую часть 

выросших колоний и переносили в пробирку типа Eppendorf (1,5 мл). 

Далее щелочным методом (лизисом) выделяли плазмиду из бактериальных 

клеток, используя следующие буферы: 1) для разделения клеток – 1 М 

TRIS, 1 М ЭДТА, сахароза; 2) для лизиса клеток – 10% SDS, 5 М NaOH; 3) 

для нейтрализации примесей – 5 М ацетата калия, 1,56 М уксусная 

кислота. Полученную плазмиду очищали от ферментов, ионов и молекул 

РНК. Для этого препарат ДНК обрабатывали РНК-азой (конечная 

концентрация 50 мкг/мл) в течение 16-20 часов при 4-10°С. Затем 

плазмиду растворяли в 25 мкл mQ и проводили препоративный 

электрофорез (элюцию), смешивая 25 мкл плазмиды и 20 мкл смеси 

красителей (бромфеноловый синий, ксиленцианол, 30% глицерин). После 

проведения элюции экстрагировали ДНК из вырезанных фрагментов 

агарозного геля, содержащих ДНК необходимой длины с помощью набора 

для очистки ДНК («Цитокин», Санкт-Петербург).  

Чистоту и концентрацию препарата ДНК определяли 

спектрофотометрически с помощью флуориметра QUBIT ("Invitrogen", 

США) с использованием коммерческого набора реагентов Quant-iT DNA 

HS ("Invitrogen", США). Концентрация двухцепочной ДНК составила 2,48 

мкг/мл (7,08х10
11

 копий ДНК/мл). 

 

2.4. Конструирование положительных образцов 

Положительные контрольные образцы получали встраиванием 

участков генов 16S рРНК пародонтопатогенных микроорганизмов 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus oralis, 

Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus в вектор pAL-TA («Евроген», 

Москва) с последующей трансформацией и наработкой плазмиды в 

клетках E.coli XL1‑Blue. 

2.5. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
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Амплификацию участков ДНК осуществляли с использованием 

стандартных наборов на амплификаторе «Терцик МС-2», «ДНК-

технология», г. Москва. 

Таблица 3 

Последовательности праймеров, температуры отжига и размеры 

ожидаемых продуктов 

 

Объект (GenBank) 

Название 

праймера 

5’-3’ последовательность Темп. 

отжига 

Ожидаемый 

размер 

продукта 

(п.н.) 

Porphyromonas 

gingivalis 

(AE015924.1) 

 

Ging F_Pr1 

Ging R_Pr2  

F: aaggcgtgggtatcaaacag 

R: gggtaaggttcctcgcgtat 

60°С 220 

Treponema denticola 

(AE017226.1) 

 

Dent F_Pr1 

Dent R_Pr2 

F: aatgaagaaggccgaaaggt 

R: tcaagcagtacccaatgcag 

60°С 245 

Streptococcus oralis 

(FR720602.1) 

 

Oral F_Pr1 

Oral R_Pr2 

F: cagctcgtgtcgtgagatgt 

R: tccgaactgagactggcttt 

60°С 240 

Streptococcus sanguis 

(CP000387.1) 

 

Sang F_Pr1 

Sang R_Pr2 

F: tggacctgcgttgtattagc 

R: ccactctcacacccgttctt 

60°С 239 

Streptococcus sobrinus 

(JMLC00000000.1) 

 

Sobr F_Pr1 

Sobr R_Pr2 

F:caacgatacatagccgacctg 

R: ttagccgtccctttctggta 

60°С 235 

 

Ход работы: 

1. Расположить в штативе буфер Taq-полимеразы, dNTP, растворы 

праймеров для разморозки, затем ресуспендировать на вортексе. Taq-

полимеразу необходимо хранить в морозильнике, избегать долгого 

нахождения на рабочем месте без холодного штатива. 

2. Отобрать пинцетом необходимое количество одноразовых 

стерильных полипропиленовых пробирок объемом 0,6 мл, промаркировать 

и расставить в штатив соответствующим образом. 

3. Приготовить амплификационную смесь для общего количества 

анализируемых проб в пробирке на 1,5 мл и разлить по 22 мкл в каждую 

пробирку для амплификации на 0,6 мл.  
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Состав реакционной смеси для 1 пробирки: 2,5 мкл 10× Taq – буфера, 

2,5 мкл раствора dNTP, по 1 мкл каждого праймера (10 праймеров по 1 

о.е.), 0,5 мкл Taq-полимеразы, 14,5 мкл mQ 

4. В каждую пробирку внести по 3 мкл ДНК исследуемого образца, 

используя для каждой пробы отдельный наконечник с фильтром.  

5. Во избежание испарения жидкости на поверхность каждой 

реакционной смеси наслаиваем 1 каплю минерального масла. 

6. Пробирки закрыть, центрифугировать 5 с при 3000 об/мин на 

микроцентрифуге-вортекс. 

7. Перенести пробирки в прогретый до 94°С амплификатор. 

8. На ДНК-амплификаторе запустить необходимую программу со 

следующими параметрами: 

 

 Температура Время Кол-во циклов 

Начальная денатурация 95 °С 1 мин 1 

Денатурация 95 °С 30 сек 

30 Отжиг 60 °С 40 сек 

Элонгация 72 °С 20 сек 

Финальное удлинение 72 °С 2 мин 1 

Хранение 10 °С пауза  

 

2.6. Электрофорез 

Электрофоретический анализ продуктов ПЦР в агарозном геле 

осуществляли с использованием стандартных наборов на 

сертифицированном оборудовании (Биоком, г. Москва) в 1,7% 

горизонтальном агарозном геле. Детекцию результатов проводили путем 

окрашивания агарозного геля бромистым этидием с последующей 

визуализацией при освещении УФ на трансиллюминаторе «УВТ-1» 

(Биоком, Россия). Документирование результатов проводили с 

использованием цифровой видеокамеры «Mintron» и программы «Biotest-

D» (Биоком, Россия).  

Агарозный гель-электрофорез проводили по следующей схеме: 
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1. Приготовить 1 л 2х-ного ТАЕ буфера путем разбавления 50х-ного 

ТАЕ буфера в дистиллированной воде. К 20 мл 50х-ного ТАЕ буфера 

добавить 980 мл дистиллированной воды. Тщательно перемешать. 

2. Взвесить 1,7 г агарозы и добавить 2 мл 50х-ного ТАЕ буфера, 

перемешать и расплавить смесь в микроволновой печи в течение 2-3 

минут. Периодически помешивать. Довести до кипения, но не допускать 

кипения более 10 секунд. Смесь в колбе должна стать прозрачного цвета. 

3. Разлить агарозу на ровной поверхности в специальную форму 

(заливка) с одной или двумя пластиковыми гребенками, при этом толщина 

геля не должна быть менее 2 мм и не более 5 мм. Гель полностью 

застывает и может быть использован после 15-20 минут. 

4. Налить в камеру для электрофореза необходимое количество 2х-

ного ТАЕ буфера, поместить в него застывший гель. Буфер должен 

полностью покрывать гель сверху на 2-10 мм. 

5. Медленно нанести автоматической пипеткой пробу ДНК с 

красителем в лунку геля в последовательности, соответствующей 

нумерации проб. Благодаря глицерину раствор ДНК не будет всплывать из 

лунки.  

6. Нанести автоматической пипеткой отрицательный контроль и 

маркерную лестницу в отдельные лунки. 

7. Подключить клеммы прибора к источнику питания так, чтобы (–) 

находился на старте, а (+) – на финише. 

8. Запустить электрофорез при помощи источника питания (Эльф-4, 

ДНК-Технология) при следующих параметрах: сила тока 400 мА, 

мощность 80Вт, напряжение 120 В. На старте пузырей должно быть 

больше, чем на финише. Контроль за электрофоретическим разделением 

осуществляется визуально по движению полосы красителя. 

9. Электрофорез проводить в течение 20-50 минут, затем вынуть гель 

из формы и поместить в кювету для окрашивания. Налить в кювету слабый 

раствор бромистого этидия. Окрашивать в течение 5-7 мин. 



37 

10. Слить краситель в колбу. Промыть гель проточной водой. 

Поместить его на стекло УФ-трансиллюминатора. Включить 

трансиллюминатор и проанализировать результаты анализа. 

Сфотографировать гель при помощи цифрового фотоаппарата. Фрагменты 

анализируемой ДНК проявляются в виде светящихся оранжево-красных 

полос при облучении УФ-излучением с длиной волны 310 нм. 

 

2.7. ПЦР в режиме реального времени 

Для постановки ПЦР в режиме реального времени использовали пары 

видоспецифичных праймеров к фрагментам ДНК исследуемых 

микроорганизмов и 2,5х-ную реакционную смесь в присутствии SYBR 

Green I (ООО «СИНТОЛ», согласно инструкции производителя). ПЦР 

проводили с помощью детектирующего амплификатора CFX96 Touch 

"REAL TIME" (Bio-Rad, США). Учет результатов проводили с помощью 

программного обеспечения Bio-Rad CFX Manager. Прибор калибровали 

тремя разведениями калибровочных образцов, приготовленных путем 

серийного разведения плазмиды pAL-TAStrSob16S известной 

концентрации. Реакцию амплификации проводили в 25 мкл смеси, 

содержащей 10 мкл 2,5х реакционной смеси ПЦР-Микс SYBR Green I, 9 

мкл ddH2O, 2 мкл каждого из пары праймеров и 2 мкл тотальной ДНК. 

1. Подготовить и расставить в штативе пробирки с тотальной ДНК, 

выделенной из клинического материала, 2,5х-ную реакционную смесь в 

присутствии SYBR Green I, mQ, растворы праймеров для разморозки; 

ресуспендировать на вортексе.  

2. Отобрать пинцетом необходимое количество одноразовых 

стерильных полипропиленовых пробирок объемом 0,2 мл и расставить в 

штатив соответствующим образом. 

3. В подготовленные одноразовые стерильные полипропиленовые 

пробирки внести по 9 мкл mQ, после чего внести по 10 мкл 2,5х-ной 

реакционной смеси, используя наконечники без фильтра. 
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4. Добавить в каждую пробирку по 2 мкл растворов праймеров, 

предварительно разведенных до 1 о.е. 

5. В каждую пробирку внести по 3 мкл ДНК исследуемого образца, 

используя для каждой пробы отдельный наконечник с фильтром.  

6. Пробирки плотно закрыть, перемешать содержимое встряхиванием, 

затем перенести пробирки в амплификатор и расставить соответствующим 

образом. 

7. На приборе создать эксперимент с соответствующими параметрами 

плашки: размер, тип, режим сканирования, флуорофор, названия проб; 

указать объем реакционной смеси в одной пробирке. Затем запустить 

программу со следующими параметрами: 

 Температура Время Кол-во циклов 

Начальная денатурация 95 °С 5 мин 1 

Денатурация 95 °С 10 сек 

35 Отжиг 59 °С 25 сек 

Элонгация 72 °С 30 сек 

Достраивание цепей ДНК 72 °С 30 сек 1 

 

8. По окончании амплификации по показателю индикаторного 

цикла рассчитать относительное количество ДНК исследуемого 

инфекционного агента. 
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ГЛАВА III. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ 

ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Определение объема жидкости, впитываемого бумажным 

эндодонтическим штифтом (размер №25).  

Забор содержимого пародонтальных карманов с помощью стерильных 

бумажных эндодонтических штифтов (размер №25) является наиболее 

оптимальным способом взятия материала для молекулярно-генетического 

исследования у больных пародонтитом ввиду отличной абсорбирующей 

способности штифтов, возможности забора клинического материала 

определенного объема и исключения травматизации тканей пародонта.  

Количественную оценку впитывающей способности стерильного 

эндодонтического штифта проводили путем измерения сорбции 

дистиллированной воды, 0,9% водного раствора хлорида натрия (NaCl) и 

ротовой жидкости при трех различных экспозициях: 5 сек., 10 сек. и 15 

сек. Для этого при использовании стеклянного градуированного капилляра 

(до 100 мкл) и секундомера измеряли объем воды, поглощаемой штифтом, 

погруженным в воду на 5, 10 или 15 секунд. Бумажный штифт помещался 

на сухое плоское основание испытуемой стороной к капилляру, 

содержащему 100 мкл дистиллированной воды, который затем 

устанавливали нижним концом на испытуемый конец штифта, плотно 

прижав, для исключения просачивания жидкости. Эксперимент повторяли 

в трех сериях и в 20 повторах - для каждой экспозиции в отдельности. По 

истечении времени экспозиции определяли объем поглощенной жидкости 

по уменьшению объема воды в капилляре. 

Средний объем впитываемой штифтом дистиллированной воды (1,045 

± 0,171 мкл), 0,9% водного раствора NaCl (1,065 ± 0,162 мкл), ротовой 

жидкости (1,05 ± 0,175 мкл) оказался практически одинаковым (таблица 4). 

Полученные при разной экспозиции объемы свидетельствуют, что за 10 
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секунд штифт впитывает 1 мкл жидкого содержимого пародонтального 

кармана. Данного объема клинического материала вполне достаточно для 

проведения ПЦР-анализа. 

Таблица 4 

Объем жидкости (мкл), впитываемый бумажным эндодонтическим 

штифтом (размер №25) в зависимости от экспозиции 

Тип 

жидкости 

Дистиллированная вода 0,9% водный NaCl Ротовая жидкость 

1-я 

группа 

M±σ 

(n=20) 

2-я группа 

M±σ (n=20) 

3-я 

группа 

M±σ 

(n=20) 

1-я 

группа 

M±σ 

(n=20) 

2-я группа 

M±σ (n=20) 

3-я 

группа 

M±σ 

(n=20) 

1-я 

группа 

M±σ 

(n=20) 

2-я группа 

M±σ (n=20) 

3-я 

группа 

M±σ 

(n=20) 

Время 

экспозиции 

(сек) 

5 10 15 5 10 15 5 10 15 

Средний 

объем 

жидкости 

(мкл) 

0,50 

± 

0,11 

1,045 ± 

0,171 *,** 

1,145 

± 

0,089 

0,495 

± 

0,116 

1,065 ± 

0,162 *,** 

1,165 

± 

0,085 

0,52 

± 

0,132 

1,05 ± 

0,175 *,** 

1,175 

± 

0,088 

Примечание: M – среднее значение, σ – стандартное отклонение; * – различие со 

значением в первой группе достоверно (p<0,01); ** – различие со значением в третьей 

группе достоверно (p<0,01). 

 

 

Рисунок 1. Средние объемы жидкости (мкл), впитываемые бумажным 

эндодонтическим штифтом (размер №25) в зависимости от экспозиции 
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3.2. Оценка частоты встречаемости пародонтопатогенных 

микроорганизмов у больных ХГП до проведения терапии. 

Молекулярно-генетическое исследование содержимого 

пародонтальных карманов в группе больных хроническим 

генерализованным пародонтитом и в группе сравнения до лечения 

позволило выявить все виды исследуемых пародонтопатогенных бактерий: 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus oralis, 

Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus (таблица 5).  

Таблица 5 

Частота выявления методом ПЦР патогенных и условно-патогенных 

бактерий в содержимом пародонтального кармана в исследуемых группах 

до лечения 

Виды бактерий 

Группа наблюдения  

(n = 165) 

Группа сравнения  

(n = 62) 

абс % абс % 

Porphyromonas gingivalis 83 47,9 * 18 27,7 

Treponema denticola 67 38,7 16 24,6 

Streptococcus oralis 47 27,2 27 41,5 

Streptococcus sanguis  21 46,8 31 47,7 

Streptococcus sobrinus 125 72,3 * 29 44,6 

Примечание: * – различие со значениями в группе сравнения достоверно (р < 0,001) 
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Рисунок 2. Частота встречаемости патогенных и условно-патогенных 

бактерий в содержимом пародонтальных карманов в исследуемых группах 

до лечения. 

 

Наиболее часто у больных ХГП обнаруживались виды Streptococcus 

sobrinus (72,3%), Porphyromonas gingivalis (47,9%) и Streptococcus sanguis 

(46,8%). Однако только у пародонтопатогенов Streptococcus sobrinus (на 

27,7%, χ
2
 = 20,05, р = 0,001) и Porphyromonas gingivalis (на 20,2%, χ

2
 = 

16,08, р = 0,001) встречаемость в группе наблюдения была достоверно 

выше, чем в группе сравнения. 

При молекулярно-генетическом исследовании образцов слюны 

(таблица 6) у больных пародонтитом наиболее часто обнаруживались виды 

Streptococcus sobrinus (60,1%), Streptococcus sanguis (60,1%) и 

Porphyromonas gingivalis (39,3%). Однако достоверно выше в слюне 

пациентов встречались виды пародонтопатогенов -  Streptococcus sobrinus 

(на 19,8%, χ
2 

= 21,59, р = 0,001) и Treponema denticola (на 14,3%, χ
2
 = 21,63, 

р = 0,001). 
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Таблица 6 

Частота выявления методом ПЦР пародонтопатогенных бактерий в слюне 

в исследуемых группах до лечения 

Виды бактерий 

Группа наблюдения 

(n = 165) 

Группа сравнения  

(n = 62 ) 

абс % абс % 

Porphyromonas gingivalis 68 39,3 17 26,2 

Treponema denticola 54 31,2 * 11 16,9 

Streptococcus oralis 36 20,8 23 35,4 

Streptococcus sanguis  104 60,1 26 40,0 

Streptococcus sobrinus 106 61,3 * 27 41,5 

Примечание: * – различие со значениями в группе сравнения достоверно (р < 0,001) 

Сравнительный анализ данных, полученных при исследовании 

содержимого пародонтальных карманов и слюны в группе больных 

показал, что в содержимом пародонтального кармана частота выявления 

большинства исследованных микроорганизмов несколько превышала 

таковые в слюне, однако эти различия были недостоверны. В группе 

сравнения данные, полученные при исследовании содержимого 

пародонтальных карманов и слюны, также достоверно не отличались 

между собой. 

 

Рисунок 3. Частота встречаемости патогенных и условно-патогенных 

бактерий в слюне в исследуемых группах до лечения. 
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3.3. Анализ ассоциативных связей между пародонтопатогенными 

микроорганизмами различных видов в клиническом материале 

больных ХГП. 

С учетом того, что пародонтопатогенные бактерии наиболее часто 

представлены в микробных ассоциациях, был проведен анализ 

образования сообществ между микроорганизмами различных видов 

(таблица 7). У пациентов с пародонтитом в содержимом пародонтальных 

карманов наиболее часто были представлены ассоциации Streptococcus 

mutans - Streptococcus oralis - Streptococcus sanguis - Streptococcus sobrinus 

(34,3%), Streptococcus mutans - Streptococcus sanguis - Streptococcus oralis 

(34,3%), Streptococcus mutans - Streptococcus sanguis (20,2%), Streptococcus 

mutans - Streptococcus oralis (12,4%). Однако в группе наблюдения 

значимое превышение частоты выявления определенных ассоциаций 

установлено только для Streptococcus mutans - Streptococcus oralis - 

Streptococcus sanguis - Streptococcus sobrinus (на 15,6%, χ
2
 = 9,1, р = 0,004), 

тогда как частота выявления сочетания бактерий Streptococcus mutans - 

Streptococcus oralis у больных пародонтитом была достоверно ниже, чем у 

здоровых лиц (на 11,9%, χ
2
 = 5,9, р = 0,019). 

 

Рисунок 4. Частота выявления ассоциаций пародонтопатогенных 

бактерий в содержимом пародонтальных карманов в группе больных. 
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Таблица 7 

Частота выявления ассоциаций пародонтопатогенных бактерий в 

содержимом пародонтальных карманов у больных ХГП и в группе 

сравнения 

Варианты сообществ 

Больные 

пародонтитом 

(n = 110) 

Группа сравнения 

(n = 60) 

абс % абс % 

Streptococcus mutans - Streptococcus 

sanguis - Streptococcus oralis 

19 34,3 5 28,3 

Streptococcus mutans - Streptococcus 

oralis - Streptococcus sanguis - 

Streptococcus sobrinus 

19 34,3 * 1 4,7 

Streptococcus mutans - Streptococcus 

sanguis 

11 20,0 1 5,7 

Streptococcus mutans - Streptococcus 

oralis 

7 12,4 * 11 61,3 

Примечание: * – различие со значениями в группе сравнения достоверно (р < 0,05) 

 

В слюне частота встречаемости указанных вариантов составляла для 

ассоциации Streptococcus mutans - Streptococcus oralis – 61,4%, для 

Streptococcus mutans - Streptococcus sanguis - Streptococcus oralis – 28,2%, 

для Streptococcus mutans - Streptococcus oralis - Streptococcus sanguis - 

Streptococcus sobrinus – 5,1%, и ассоциативный вариант Streptococcus 

mutans - Streptococcus sanguis регистрировался с частотой 6,3%. При этом 

существенных различий в частоте выявления данных ассоциаций 

пародонтопатогенных бактерий между исследованными группами не 

установлено. 
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Рисунок 5. Частота выявления ассоциаций пародонтопатогенных 

бактерий в содержимом пародонтальных карманов в группе сравнения. 

 

В целом сравнительный анализ данных, полученных при 

исследовании содержимого пародонтальных карманов и слюны в группе 

наблюдения показал, что в содержимом пародонтального кармана частота 

выявления большинства исследованных микроорганизмов и их ассоциаций 

несколько превышала таковые в слюне, однако эти различия были 

недостоверны. В группе сравнения данные, полученные при исследовании 

содержимого пародонтальных карманов и слюны, также достоверно не 

отличались между собой. 

 

3.4. Качественная оценка содержания пародонтопатогенных 

микроорганизмов в клиническом материале больных ХГП с разными 

схемами лечения 

При сопоставлении данных о видовом составе микробиоты 

пародонтальных карманов и слюны у больных пародонтитом, получавших 

разное лечение были выявлены статистически значимые различия. В 

частности, методом ПЦР в режиме реального времени в группе больных, 

получавших лишь антибиотикотерапию, наблюдалось изменение 
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представленности патогенных и условно-патогенных бактерий в 

клиническом материале в ходе проведения терапии. Показано 

статистически значимое снижение частоты встречаемости Porphyromonas 

gingivalis как в пародонтальном кармане (на 20,2%, χ
2
 = 9,82, р = 0,001), так 

и в слюне (на 40,6%, χ
2
 = 6,96, р = 0,001), а также Streptococcus sobrinus в 

пародонтальном кармане (на 27,7%, χ
2
 = 9,07, р = 0,001) (таблица 8). 

Таблица 8  

Частота обнаружения (%) патогенных и условно-патогенных бактерий 

у больных ХГП после системной антибиотикотерапии, N=54 

Бактерии 

Содержимое 

пародонтального кармана 

Слюна 

исходно ч/з 10 дней исходно ч/з 10 дней 

Porphyromonas gingivalis 47,9 27,7 * 60,6 21,0 * 

Treponema denticola 38,7 24,6 28,3 12,3 

Streptococcus oralis 27,2 41,5 27,3 22,1 

Streptococcus sanguis  46,8 47,7 33,0 48,8 

Streptococcus sobrinus 72,3 44,6 * 54,5 31,3 

Примечание: 
*
 – различие со значениями в группе сравнения достоверно (р < 0,001) 

 

 

Рисунок 6. Сравнительный анализ частот встречаемости 

пародонтопатогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов 

у больных ХГП после системной антибиотикотерапии. 
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Рисунок 7. Сравнительный анализ частот встречаемости 

пародонтопатогенных бактерий в слюне у больных ХГП после системной 

антибиотикотерапии. 

В группе больных, пролеченных путем воздействия ультразвуком при 

помощи прибора «Vector» («Durr Dental», Германия), выявлено снижение 

частоты встречаемости пародонтопатогенных видов – Porphyromonas 

gingivalis в пародонтальном кармане (на 25,0%, χ
2
 = 8,16, р = 0,001), 

Streptococcus oralis в слюне (на 40,4%, χ
2
 = 9,36, р = 0,001) и Streptococcus 

sanguis – и в пародонтальном кармане (на 22,4%, χ
2
 = 7,69, р = 0,001), и в 

слюне (на 29,5%, χ
2
 = 9,48, р = 0,001) (таблица 9). 

Таблица 9 

Частота обнаружения (%) патогенных и условно-патогенных бактерий 

у больных ХГП  после проведения Vector-терапии, N=45 

Бактерии 

Содержимое 

пародонтального кармана 

Слюна 

исходно ч/з 10 дней исходно ч/з 10 дней 

Porphyromonas gingivalis 47,3 22,3 * 33,2 19,4 

Treponema denticola 26,7 12,0 29,6 10,8 

Streptococcus oralis 31,4 29,1 56,9 * 16,5 

Streptococcus sanguis  53,8 21,4 * 37,9 * 8,4 

Streptococcus sobrinus 40,0 30,1 63,1 56,7 

Примечание: * – различие со значениями в группе сравнения достоверно (р < 0,001) 
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Рисунок 8. Сравнительный анализ частот встречаемости 

пародонтопатогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов 

у больных ХГП после Vector-терапии. 

 

Рисунок 9. Сравнительный анализ частот встречаемости 

пародонтопатогенных бактерий в слюне у больных ХГП после Vector-

терапии. 
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35,9%, χ
2
 = 13,63, р = 0,001), Streptococcus oralis – и в пародонтальном 

кармане (на 36,5%, χ
2
 = 21,63, р = 0,001), и в слюне (на 31,6%, χ

2
 = 11,37, 

р = 0,001), Streptococcus sanguis – только в слюне (на 25,7%, χ
2
 = 11,38, 

р = 0,001), Streptococcus sobrinus – и в пародонтальном кармане (на 33,8%, 

χ
2
 = 13,08, р = 0,001), и в слюне (на 42,2%, χ

2
 = 14,04, р = 0,001) (таблица 

10). 

Таблица 10 

Частота обнаружения (%) патогенных и условно-патогенных бактерий 

у больных ХГП после проведения комбинированного лечения, 

включающего Vector-терапию и курс антибиотикотерапии, N = 66 

Бактерии 

Содержимое 

пародонтального кармана 

Слюна 

исходно ч/з 10 дней исходно ч/з 10 дней 

Porphyromonas gingivalis 70,3 33,3 * 63,3 27,4 * 

Treponema denticola 36,7 23,1 44,3 35,1 

Streptococcus oralis 51,2 14,7 * 70,8 39,2 * 

Streptococcus sanguis  68,1  31,2 58,1  32,4 * 

Streptococcus sobrinus 61,1 27,3 * 81,1 38,9 * 

Примечание: * – различие со значениями в группе сравнения достоверно (р < 0,001) 

 

 

Рисунок 10. Сравнительный анализ частот встречаемости 

пародонтопатогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов 
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у больных ХГП после проведения комбинированного лечения, 

включающего Vector-терапию и курс антибиотикотерапии. 

 

 

Рисунок 11. Сравнительный анализ частот встречаемости 

пародонтопатогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов 

у больных ХГП после проведения комбинированного лечения, 

включающего Vector-терапию и курс антибиотикотерапии.  
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метода ПЦР в режиме реального времени позволило определить 

абсолютное количество ген-эквивалента ДНК возбудителя в образце 

(ГЭ/образец).  По мере утяжеления клинических признаков заболевания 

наблюдалась тенденция к увеличению видового состава и количественного 

содержания бактерий в содержимом пародонтальных карманов и слюне. 

Количественная оценка содержания пародонтопатогенных 

микроорганизмов в группах больных ХГП с разными схемами лечения 

позволила установить связь между нарушением баланса 

пародонтопатогенной и условно-патогенной микрофлоры полости рта и 

прогрессированием инфекционно-воспалительных процессов в тканях 

пародонта. 

В группе больных, проходивших курс системной 

антибиотикотерапии, наблюдалось статистически значимое снижение 

концентрации пародонтопатогенов Porphyromonas gingivalis в содержимом 

пародонтальных карманов (медиана – 10
3,36

 ГЭ/образец) и в слюне (10
4,36

 

ГЭ/образец), а также Treponema denticola (10
4,71

 ГЭ/образец) в содержимом 

пародонтальных карманов (таблица 11). По литературным данным, данные 

виды пародонтопатогенных микроорганизмов оказывают наиболее 

выраженное повреждающее действие на ткани пародонта. Установлено, 

что повышенная концентрация пародонтопатогена Porphyromonas 

gingivalis в микробиоценозах пародонтальных карманов коррелирует со 

степенью тяжести заболевания вследствие повышенных адгезивных, 

инвазивных и токсических свойств микроорганизма.  
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Таблица 11  

Абсолютное количество (ГЭ/образец) патогенных и условно-

патогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов и слюне 

у больных ХГП после проведения системной антибиотикотерапии, N=55 

Бактерии Содержимое пародонтальных 

карманов 

Слюна 

до лечения ч/з 10 дней до лечения ч/з 10 дней 

Me (P0,05; P0,95), Lg ГЭ/образец 

Porphyromonas gingivalis 7,13 

(4,05; 10,27) 

3,36 

(4,08; 8,46) * 

9,05 

(4,92; 14,3) 

4,36 

(2,54; 6,78) * 

Treponema denticola 6,48  

(3,11; 12,3) 

4,71 

(2,01; 8,16) * 

9,26 

(3,14; 13,47) 

5,73 

(3,47; 7,89) 

Streptococcus oralis 9,84 

(2,82; 12,13) 

7,91 

(2,56; 10,32) 

9,81 

(5,1; 14,01) 

7,89 

(4,12; 11,04) 

Streptococcus sanguis 9,43 

(3,57; 14,8) 

7,11 

(3,11; 8,67) 

9,51 

(4,72; 11,23) 

7,03 

(3,14; 10,3) 

Streptococcus sobrinus 11,14 

(4,18; 14,7) 

7,53 

(3,03; 9,52) 

11,28 

(4,67; 15,3) 

7,41 

(3,47; 10,27) 

Примечание: Me – медиана, P0,05; P0,95 - интерквартильный размах (5-95-й процентили), 

* – достоверность различий показателей в процессе лечения (р < 0,001) 

 

 

 

Рисунок 12. Сравнительная количественная оценка содержания 

пародонтопатогенных микроорганизмов в содержимом пародонтальных 

карманов у больных ХГП до и после системной антибиотикотерапии. 
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Рисунок 13. Сравнительная количественная оценка содержания 

пародонтопатогенных микроорганизмов в слюне у больных ХГП до и 

после системной антибиотикотерапии. 
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 ГЭ/образец), так и 

в слюне (10
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 ГЭ/образец), Treponema denticola в содержимом 

пародонтальных карманов (10
3,46

 ГЭ/образец) и слюне (10
3,59

 ГЭ/образец), 

Streptococcus oralis в содержимом пародонтальных карманов (10
6,97 

ГЭ/образец) и слюне (10
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данные согласуются с рядом исследований, показывающих высокую 

клиническую эффективность использования прибора «Vector» в лечении 

пациентов с воспалительными заболеваниями пародонта. 

 

Таблица 12 

Абсолютное количество (ГЭ/образец) патогенных и условно-

патогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов и слюне 

у больных хроническим генерализованным пародонтитом после 

проведения Vector-терапии, N=47 

Бактерии Содержимое пародонтальных 

карманов 

Слюна 

до лечения ч/з 10 дней до лечения ч/з 10 дней 

Me (P0,05; P0,95), Lg ГЭ/образец 

Porphyromonas gingivalis 9,2 

(4,45; 13,04) 

2,04 

(1,82; 6,47) * 

9,73 

(5,12; 14,1) 

2,15 

(1,47; 5,78) * 

Treponema denticola 10,89 

(5,23; 12,81) 

3,46 

(2,57; 6,14) * 

10,83 

(5,14; 14,32) 

3,59 

(1,98; 8,47) * 

Streptococcus oralis 9,94 

(7,44; 15,86) 

6,97 

(4,7; 10,21) * 

10,85 

(7,41; 15,89) 

7,83 

(3,45; 9,04) * 

Streptococcus sanguis 9,83 

(6,57; 16,32) 

7,52 

(4,65; 9,74) 

9,74 

(7,47; 14,58) 

7,62 

(4,21; 9,86) * 

Streptococcus sobrinus 10,18 

(8,56; 15,32) 

7,26 

(4,36; 9,87) * 

10,37 

(7,69; 16,02) 

8,18 

(4,32; 10,5) 

Примечание: Me – медиана, P0,05; P0,95 - интерквартильный размах (5-95-й процентили), 

* – достоверность различий показателей в процессе лечения (р < 0,001) 
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Рисунок 14. Сравнительная количественная оценка содержания 

пародонтопатогенных микроорганизмов в содержимом пародонтальных 

карманов у больных ХГП до и после проведения Vector-терапии. 

 

 

Рисунок 15. Сравнительная количественная оценка содержания 

пародонтопатогенных микроорганизмов в слюне у больных ХГП до и 

после проведения Vector-терапии. 
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антибиотикотерапии позволило не только существенно снизить общую 

бактериальную нагрузку на ткани пародонта, но и значительно уменьшить 

частоту выявления и количественное содержание в составе 

пародонтальных карманов и слюны всех исследованных 

пародонтопатогенов (таблица 13). 

Таблица 13 

Абсолютное количество (ГЭ/образец) патогенных и условно-

патогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов и слюне 

у больных хроническим генерализованным пародонтитом после 

применения комбинированного лечения «Vector + антибиотикотерапия», 

N=71 

Бактерии Содержимое пародонтальных 

карманов 

Слюна 

до лечения ч/з 10 дней до лечения ч/з 10 дней 

Me (P0,05; P0,95), Lg ГЭ/образец 

Porphyromonas gingivalis 9,02 

(4,23; 15,02) 

4,76 

(2,14; 7,47) * 

9,03 

(7,45; 14,63) 

4,0 

(2,31; 7,04) * 

Treponema denticola 10,4 

(5,47; 14,29) 

4,68 

(3,04; 8,14) * 

10,62 

(5,13; 15,21) 

4,92 

(2,65; 8,01) 

Streptococcus oralis 13,15 

(8,1; 16,48) 

7,99 

(5,47; 9,64) * 

13,38 

(7,45; 15,68) 

7,23 

(3,54; 8,67) * 

Streptococcus sanguis 14,92 

(8,64; 17,01) 

6,46 

(3,78; 8,48) * 

14,15 

(8,09; 15,64) 

6,63 

(4,15; 8,57) * 

Streptococcus sobrinus 13,92 

(7,12; 17,14) 

5,45 

(2,31; 7,08) * 

13,18 

(7,35; 16,45) 

5,64 

(3,56; 8,45) 

Примечание: Me – медиана, P0,05; P0,95 - интерквартильный размах (5-95-й процентили), 

* – достоверность различий показателей в процессе лечения (р < 0,001) 
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Рисунок 16. Сравнительная количественная оценка содержания 

пародонтопатогенных микроорганизмов в содержимом пародонтальных 

карманов у больных ХГП до и после проведения комбинированного 

лечения, включающего Vector-терапию и курс антибиотикотерапии. 

 

 

Рисунок 17. Сравнительная количественная оценка содержания 

пародонтопатогенных микроорганизмов в слюне у больных ХГП до и 

после после проведения комбинированного лечения, включающего Vector-

терапию и курс антибиотикотерапии. 
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По окончании терапии отмечалось сокращение сроков купирования 

воспалительных процессов в десне и достижение стабильной ремиссии. 

Следовательно, терапевтическое воздействие ультразвуком при помощи 

прибора «Vector» на поверхности корня и зубодесневых карманов в 

сочетании с антибиотикотерапией приводит к эрадикации или к 

достоверному снижению абсолютного количества пародонтопатогенных 

микроорганизмов, а также восстановлению физиологической функции 

пародонта. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Установлено, что у пациентов с хроническим 

генерализованным пародонтитом средней и тяжелой степени тяжести в 

содержимом пародонтальных карманов преобладают 

пародонтопатогенные виды - Streptococcus sobrinus (6,4*10
8
 копий 

ДНК/мл) и Porphyromonas gingivalis (7,5*10
7
 копий ДНК/мл). В образцах 

слюны у больных достоверно чаще обнаруживаются пародонтопатогены -  

Streptococcus sobrinus (3,6*10
8
 копий ДНК/мл) и Treponema denticola 

(1,3*10
7
 копий ДНК/мл). 

2. Обнаружение пародонтопатогена Streptococcus sobrinus 

методом ПЦР в содержимом пародонтальных карманов значимо как в 

монокультуре, так и в ассоциации Streptococcus mutans - Streptococcus 

oralis - Streptococcus sanguis - Streptococcus sobrinus. Соответственно 

выявление данного пародонтопатогена в содержимом пародонтальных 

карманов и/или в слюне у больных хроническим генерализованым 

пародонтитом имеет диагностическое значение. 

3. Пародонтопатогенные микроорганизмы Streptococcus oralis, 

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis и Streptococcus sobrinus 

наиболее чаще образуют микробные ассоциации: Streptococcus mutans - 

Streptococcus oralis - Streptococcus sanguis - Streptococcus sobrinus (34%), 

Streptococcus mutans - Streptococcus sanguis - Streptococcus oralis (34%) в 

содержимом пародонтальных карманов и Streptococcus mutans - 

Streptococcus oralis (61%) в слюне. 

4. Комбинированное лечение, включающее Vector-терапию и 

курс антибиотиков характеризуется наибольшей эффективностью, 

регрессией воспалительных реакций в тканях пародонта, улучшением 

клинического течения пародонтита, увеличением ремиссии, а также 

снижением общей бактериальной обсемененности тканей 
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пародонтопатогенами Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola и 

представителями условно-патогенной микрофлоры полости рта 

Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus. 
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