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Воспалительные заболевания пародонта представляют серьезную стоматологическую и общемедицинскую проблему в 
связи с высокой распространенностью среди взрослого населения, наличия клинических форм, приводящих к разрушению 
зубочелюстной системы и потере зубов, недостаточной эффективности лечения и частоты возникновения рецидивов 
заболевания, в том числе в связи с формированием биопленок.
Разработана молекулярно-генетическая тест-система для оценки содержания пародонтопатогенных микроорганизмов 
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis и Streptococcus sobrinus в со-
держимом пародонтальных карманов. Определены аналитические характеристики тест-системы, а также проведена 
апробация на клинических образцах больных хроническим генерализованным пародонтитом средней степени тяжести. 
Сконструированный диагностический набор позволил провести сравнительный анализ эффективности различных видов 
лечения воспалительных заболеваний пародонта на основе количественных данных содержания бактерий в содержимом 
пародонтальных карманов.
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Clinical molecular studies

Введение. Воспалительные заболевания пародонта 
представляют серьезную стоматологическую и общеме-
дицинскую проблему в связи с высокой распространен-
ностью среди взрослого населения, наличия клиниче-
ских форм, приводящих к разрушению зубочелюстной 
системы и потере зубов, недостаточной эффективности 
лечения и частоты возникновения рецидивов заболева-
ния, в том числе в связи с формированием биопленок 
[1-3]. По данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ) у лиц в возрасте 15–19 лет пародонтит ре-
гистрируется в 55–89% случаев, в возрасте 35–44 лет и 
в старших возрастных группах заболеваемость пародон-
титом регистрируется уже в 65–98% [4-5]. 

Проблемы профилактики и повышения эффективно-
сти комплексного лечения воспалительных заболеваний 
пародонта представляют актуальную  проблему совре-
менной стоматологии, поскольку все чаще встречаются 
клинические случаи, имеющие агрессивное, практиче-
ски непрерывно рецидивирующее течение. Пародонтит 
как комплексное мультифакториальное заболевание ха-
рактеризуется наличием медленных прогрессирующих 
процессов, в конечном итоге приводящих к утрате зу-
бодесневого прикрепления [6]. С учетом анализа совре-
менных научных представлений о регулирующей роли 
иммунной системы в развитии патологических состоя-
ний в тканях пародонта, предопределяющим является 
формирование локального и системного иммунодефи-
цитного состояния [7,8].

Между тем считается, что важнейшим пусковым 
фактором в инициации деструктивных процессов в тка-
нях пародонта является постепенно формирующаяся в 
придесневых областях и межзубных промежутках бак-
териальная биопленка, представляющая стабильный 
микроконсорциум из нескольких сотен микроорганиз-
мов. Входящие в состав биопленок бактерии покрывают 
каждую из анатомических поверхностей полости рта и 
отличаются интенсивной межклеточной коммуникаци-
ей и высоким уровнем горизонтальной передачи генов. 
В таком состоянии микроорганизмы лучше противосто-
ят неблагоприятным факторам, защитным механизмам 
иммунной системы организма, а также действию анти-
бактериальных веществ [9].

По мнению ряда авторов, главными патогенными 
микроорганизмами, вызывающими воспалительные за-
болевания пародонта, являются виды Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tanerella 
forsythensisи Treponema denticola [10-13]. Также к марке-
рам воспалительных заболеваний пародонта следует от-
нести облигатно анаэробные виды Streptococcus spp. (S. 
mutans, S. milleri, S. mitis, S. oralis, S. downei, S. salivarius, 
S. sobrinus, S. sanguis), составляющие около половины 
резидентной микрофлоры ротовой полости человека и 
являющиеся единственным видом бактерий полости 
рта, демонстрирующих высокую как внутриродовую, 
так и межродовую коаггрегацию [14].

В настоящее время количество идентифицирован-
ных видов бактерий на поверхности зубов и слизистой 
оболочки полости рта, находящихся в динамическом 
равновесии и формирующих соотвествующий микро-
биоценоз, превышает 700 [8,15,16]. Более половины 
представителей микробиоты полости рта не поддаются 
культивированию, поэтому данные о количественных 
соотношениях бактерий в настоящее время практически 
отсутствуют. Во многом последнее обусловлено недо-

статочной информативностью применяемых на совре-
менном этапе методов (микроскопических, бактериоло-
гических и др.), не позволяющих выявлять весь спектр 
анаэробных, микроаэрофильных и некультивируемых 
бактерий. Такая диагностика пародонтита в настоящее 
время ограничивается констатацией очага уже необра-
тимой инфекционной деструкции ткани. В этой связи 
представляется целесообразным использование методов 
молекулярной биологии.

Современные высокопроизводительные молекулярно-
генетические методы открывают широкие возможности в 
плане получения в короткий срок больших объемов коли-
чественных данных о содержании пародонтопатогенных 
микроорганизмов в клиническом материале, пригодных 
для статистического анализа. Соответственно подобные 
методы молекулярного анализа могут быть применены в 
диагностике, оценке и прогнозировании лечения пациен-
тов с воспалительными заболеваниями пародонта.

Цель исследования – разработка молекулярно-
генетической тест-системы для оценки содержания па-
родонтопатогенных микроорганизмов в содержимом 
пародонтальных карманов, подбора адекватной анти-
биотикотерапии и оценки эффективности лечения вос-
палительных заболеваний пародонта.

Материал и методы. В группу наблюдения были 
включены 220 пациентов (79 мужчин и 141 женщина) в 
возрасте от 29 до 74 лет с диагнозом хронический гене-
рализованный пародонтит (ХГП) средней степени тяже-
сти. Критериями включения пациентов в исследование 
являлись: отсутствие выраженной сопутствующей сома-
тической патологии и аллергических реакций, информи-
рованное согласие пациента на участие в исследовании и 
высокая степень комплаентности пациента. Критериями 
исключения из исследования явились: онкологические за-
болевания в анамнезе, беременность и лактация, острые 
инфекционные и вирусные заболевания, обострение хро-
нических заболеваний, наличие аллергических реакций 
на компоненты используемых препаратов, прием лекар-
ственных препаратов, влияющих на уровень костной ре-
зорбции и гипертрофию десен, низкая комплаентность 
больного, отказ больного от обследования.

Контрольную группу составили 100 пациентов (46 
мужчин и 54 женщины) со здоровым пародонтом после 
санации 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 доброволь-
ное информированное согласие на участие в нем.

Пациентам был проведен стандартный стоматологи-
ческий осмотр с определением степени воспалительно-
деструктивных процессов в тканях пародонта, харак-
теризующихся наличием пародонтальных карманов, 
патологической подвижности зубов и кровоточивости 
десен при чистке зубов. Для объективной оценки кли-
нического состояния пародонта врачом-пародонтологом 
дополнительно проводилась оценка гигиенических ин-
дексов (индекс Грина-Вермиллиона, индекс РМА, ин-
декс CPITN), характеризующих гигиеническое состоя-
ние пародонта. 

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. 
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ли с помощью программного обеспечения Bio-Rad 
CFX Manager. Реакцию амплификации проводили в 
25 мкл смеси, содержащей 10 мкл 2,5х реакционной 
смеси ПЦР-Микс SYBR Green I, 8 мкл ddH2O, 2 мкл 
каждого из пары праймеров и 3 мкл тотальной ДНК. 
Процедуру проведения ПЦР-анализа оптимизировали 
путем использования в качестве матрицы десятикрат-
ных разведений ДНК рекомбинантной плазмиды pAL-
TAStrSob16S (концентрация двухцепочной ДНК 2,48 
мкг/мл (7,08×1011 ГЭ/образец)), сконструированной 
путем встраивания участка гена 16S рРНК пародон-
топатогенного микроорганизма Streptococcus sobrinus 
в вектор pAL-TA («Евроген», Москва) с последующей 
трансформацией и наработкой плазмиды в клетках 
E.coli XL1Blue.

Результаты и обсуждение. Определение аналитиче-
ских характеристик диагностической тест-системы. 
Первым этапом совершенствования диагностической 
тест-системы, разработанной для количественного 
определения содержания пародонтопатогенных бак-
терий Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, 
Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis и Streptococcus 
sobrinus в клиническом материале, стало проведение 
оценки аналитической чувствительности и специфич-
ности диагностического набора.

Оценку аналитической чувствительности проводили  
с использованием 

созданных стандартных контрольных образцов, со-
держащих фрагменты ДНК пародонтопатогенных ми-
кроорганизмов Porphyromonas gingivalis, Treponema 
denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis и 
Streptococcus sobrinus. Аналитическую чувствитель-
ность диагностической тест-системы определяли мето-
дом пробит-анализа. Результаты оценки аналитической 
чувствительности РТ-ПЦР представлены на рис. 1.

По результатам ПЦР десятикратных разведений пя-
ти стандартных контрольных образцов в буферном рас-
творе, содержащих от 70 до 107 копий фрагментов ДНК 
каждого возбудителя в 1 мл. На уровне доверительной 
вероятности 95%  (p < 0,05) чувствительность анализа 
составила  70 геном-эквивалентов в исследуемой про-
бе при эффективности амплификации 98 % (рис. 2).

Далее была проведена работа по определению ана-
литической специфичности тест-системы. Для это-
го тестировали образцы, содержащие ДНК микро-
организмов Escherichia  coli, Klebsiella  pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus. При пя-
тикратном исследовании каждой пробы получили только 
отрицательные результаты. Отрицательные результаты 
РТ-ПЦР анализа с каждым из вышеперечисленных об-
разцов позволяют оценить специфичность тест-системы 
по использованной выборке образцов как 100%.

Таким образом, в результате проведенных исследо-
ваний нами был разработан и сконструирован новый 
диагностический набор реагентов для выявления и ко-
личественного определения содержания пародонтопа-
тогенных микроорганизмов Porphyromonas gingivalis, 
Treponema denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus 
sanguis и Streptococcus sobrinus в клиническом материа-
ле от больных пародонтитом методом ПЦР в режиме ре-
ального времени. Показано, что данный набор обладает 
высокой специфичностью, чувствительностью и позво-
ляет надежно выявлять ДНК указанных выше пародон-
топатогенов в концентрации 70 ГЭ/образец в клиниче-
ских образцах.

Пациенты группы наблюдения были разделены  на 3 
группы в зависимости от выбранной тактики лечения. 
Пациентам первой группы (n=70) назначался стандарт-
ный курс антибиотикотерапии. Схема лечения – еже-
дневно однократное введение 1 мл 30% р-ра линкоми-
цина гидрохлорида с 0,2 мл 2% р-ра лидокаина гидрох-
лорида (ex tempore) по переходной складке полости рта 
один раз в день, по 0,6 мл с правой и левой стороны, 
поочередно на верхней и нижней челюсти. 

Пациентам второй группы (n=80) назначалось одно-
кратное терапевтическое воздействие ультразвуком при 
помощи прибора «Vector» («DurrDental», Германия) на 
поверхности зубодесневых карманов и корня. Данная 
терапия предназначена для минимально инвазивно-
го лечения воспалительных заболеваний пародонта, а 
также для микроинвазивного препарирования твердых 
тканей зуба и финишной обработки реставраций. Сто-
ит заметить, что Vector-терапия не назначалась пациен-
там, имевшим следующие противопоказания: наличие 
кардиостимуляторов, заболеваний крови, первые 6 мес 
после перенесенного инфаркта миокарда, операции на 
сетчатке глаза, тяжелый сахарный диабет, операции по 
трансплантации органов, хронические инфекционные 
заболевания. В подобных случаях перед назначением 
соответствующей терапии пародонтита проводилась 
консультация с лечащим врачом.

Третьей группе пациентов (n=80) назначалась ком-
плексная терапия, включающая ультразвуковое воздей-
ствие при помощи прибора «Vector» и стандартный курс 
антибиотикотерапии. Курс лечения во всех трех группах 
составлял 14 дней. 

В ходе проведения лечения у пациентов с ХГП де-
лали забор клинического материала – содержимого па-
родонтальных карманов для проведения молекулярно-
генетического исследования. Содержимое пародон-
тального кармана отбирали стерильным бумажным 
эндодонтическим штифтом (размер № 25), который 
вводили пинцетом в пародонтальный карман в наибо-
лее глубокие участки на 10 секунд и затем помещали 
в стерильную пластиковую пробирку типа Eppendorf 
(1,5 мл), содержащую 1 мл физиологического раство-
ра. Отбор проводили в двукратно для каждого паци-
ента.  Транспортировали образцы в лабораторию при 
+4°С в течение 2 ч в термоконтейнерах с хладагентом. 
Молекулярно-генетическое исследование с целью ко-
личественного определения содержания пародонтопа-
тогенных микроорганизмов Porphyromonas gingivalis, 
Treponema denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus 
sanguis и Streptococcus sobrinus в содержимом пародон-
тальных карманов проводили в момент включения  па-
циентов  в  исследование и через  10  дней после начала 
курса терапии.

Для выделения тотальной ДНК микроорганизмов 
использовали ионообменную смолу Chelex100, при-
готовленную с использованием следующих реаген-
тов: Triton X-100 (1%), Tween-20 (1%), Chelex 100, 
TRIS-HCl (pH 9,1, 100 мM), крезоловый красный, 
ddH2O. Для постановки ПЦР в режиме реального вре-
мени (РТ-ПЦР) использовали пары видоспецифичных 
праймеров к фрагментам ДНК исследуемых микро-
организмов и 2,5х-ную реакционную смесь в присут-
ствии SYBR Green I (ООО «СИНТОЛ»), согласно ин-
струкции производителя. ПЦР проводили с помощью 
детектирующего амплификатора CFX96 Touch “REAL 
TIME” (Bio-Rad, США). Учет результатов проводи-
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Апробация диагностической тест-системы на 
клинических образцах больных ХГП средней степе-
ни тяжести. Исследование количественного содер-
жания пародонтопатогенных бактерий в выравнен-
ных по объему клинических образцах методом ПЦР 
в режиме реального времени проводили на приборе, 
откалиброванном тремя разведениями сконструиро-
ванной рекомбинантной плазмиды pAL-TAStrSob16S 
(концентрация двухцепочной ДНК составила 2,48 
мкг/мл или 7,08х1011 копий ДНК/мл). Использование 
калибровочных образцов позволяло определять абсо-
лютное количество ген-эквивалента ДНК возбудителя 
в образце (ГЭ/образец).

Расчет абсолютной концентрации пародонтопато-
генных бактерий Porphyromona sgingivalis, Treponema 
denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis и 
Streptococcus sobrinus в исследуемых образцах проводи-
ли с учетом объемов клинических образцов при заборе 
материала по модифицированной нами формуле: 

Xo = 1,7×Xor ×(1+E)Ct
or

- Ct
o,  где:

1,7 – коэффициент для соответствующего перерас-
чета; 

Xo– концентрация матриц исследуемого образца (ГЭ/
образец); 

Xor– стандартная начальная концентрация (копий 
ДНК/мл); 

E – эффективность РТ-ПЦР; 
Ctor– пороговый цикл для стандартного образца; 
Cto– пороговый цикл для исследуемого образца.
Количественное определение содержания пародон-

топатогенных бактерий в содержимом пародонтальных 
карманов позволило сделать вывод о том, что по мере 
утяжеления клинических признаков заболевания на-
блюдается тенденция к увеличению видового состава и 
количественного содержания бактерий в клиническом 
материале. Количественная оценка содержания паро-
донтопатогенных микроорганизмов в группах больных 
ХГП с разными схемами лечения позволила установить 

Рис. 1. Флуоресцентный профиль четырех разведений (70-7×104 ГЭ/образец) стандартного образца фрагмента генома 
Streptococcus sobrinus  в зависимости от количества циклов ПЦР при оценке чувствительности выявления ДНК Streptococcus 
sobrinus и линейный диапазон ее измерения методом РТ-ПЦР. 

Рис. 2. Стандартная кривая корреляции между значениями Ct и log10 концентрации специфической матрицы при оценке чув-
ствительности выявления ДНК Streptococcus sobrinus и линейный диапазон ее измерения методом РТ-ПЦР.
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связь между изменением представленности пародонто-
патогенных видов в пародонтальных карманах и  про-
грессированием инфекционно-воспалительных процес-
сов в тканях пародонта.

В группе больных, проходивших курс системной 
антибиотикотерапии, наблюдалось статистически зна-
чимое снижение концентрации пародонтопатогенов 
Porphyromonas gingivalisв содержимом пародонталь-
ных карманов. После проведения курса терапии средняя 
концентрация пародонтапатогенного вида составляла 
2,1×105* ГЭ/образец. Аналогичные изменения концен-
траций наблюдались и в отношении видов Treponema 
denticola и  Streptococcus oralis. Усредненные концентра-
ции при этом составляли 1,2×105* ГЭ/образец и 4,3×105* 

ГЭ/образец соответственно (см.таблицу). Таким обра-
зом, нами в количественном варианте подтверждается 
значение Porphyromonas gingivalis и Treponema dentico-
la, выступающих в качестве важнейших этиологических 
агентов, способных инициировать воспалительные про-
цессы в тканях пародонта, а возможно и других тканей 
челюстно-лицевой области [17-19]. 

При обработке результатов количественного 
молекулярно-генетического анализа содержания па-
родонтопатогенных бактерий в содержимом пародон-
тальных карманов у группы пациентов, пролеченных 
с использованием ультразвуковой стоматологической 
системы Vector (DurrDental, Германия), были получены 
данные, указывающие на статистически значимое сниже-
ние абсолютного количества пародонтопатогенных видов 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Streptococ-
cus sanguis и Streptococcus sobrinus (см.таблицу).  

Существенное уменьшение концентрации исследуе-
мых видов бактерий происходило сразу на несколько по-
рядков. Последнее еще раз подтверждало все сведения 
об эффективности применения ультразвукового лечения 
для разрушения бактериальной биопленки при лечении 
воспалительных заболеваний пародонта. По мнению 
большинства авторов [4,21,22], действенность аппарата 
обеспечивается за счет эффекта кавитации, при котором 
антимикробный эффект обеспечивается ультразвуковы-
ми волнами, а промывающий раствор при этом удаляет 
из пародонтальных карманов микробную массу.

Проведенный анализ клинической эффективности 
применения ультразвукового лечения пациентов с хро-
ническим генерализованным пародонтитом средней сте-
пени тяжести показал, что по окончании курса терапии 
у пациентов наблюдается улучшение пародонтограммы: 
уменьшение глубины пародонтальных карманов (от 5 до 
2 мм), уменьшение подвижности зубов, приобретение 
упругости десны, отсутствие гиперемии десны, появле-
ние уплотненного зубодесневого прикрепления.

Включение в ультразвуковое лечение больных ХГП 
средней степени тяжести антибиотикотерапии позво-
лило не только существенно снизить общую бактери-
альную нагрузку на ткани пародонта, но и значительно 
уменьшить количественное содержание в составе па-
родонтальных карманов всех исследуемых пародонто-
патогенов. Аналогично наблюдалось снижение общей 
бактериальной обсемененности пародонтальных карма-
нов и снижение концентрации пародонтопатогенов на 
несколько порядков.

Заключение. Анализируя результаты клинического 
обследования пациентов после лечения,  мы отмечали, 
прежде всего, сокращение сроков купирования воспа-
лительных процессов в десне и достижение стабильной 
ремиссии. Терапевтическое воздействие ультразвуком 
при помощи прибора «Vector» на поверхности корня и 
зубодесневых карманов в сочетании с антибиотикотера-
пией приводило к эрадикации или к достоверному сни-
жению абсолютного количества пародонтопатогенных 
микроорганизмов, а также более быстрому восстанов-
лению физиологической функции пародонта. Таким об-
разом, разработанная диагностическая тест-система для 
количественного определения содержания пародонтопа-
тогенных микроорганизмов позволила провести сравни-
тельный анализ эффективности различных видов лече-
ния воспалительных заболеваний пародонта на основе 
количественных данных содержания пародонтопатоген-
ных видов в содержимом пародонтальных карманов.
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