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ГЕНЕТИЧЕСКИХ ПРАЙМЕРОВ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ НОВОГО ПАРОДОНТОПАТОГЕНА 
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В последние годы отмечается глобальный рост генерализованного пародонтита средней и тяжёлой степени, особенно 
среди пациентов в наиболее работоспособном возрасте, спектр возможных патогенов постоянно увеличивается. Это 
определяет необходимость создания новых молекулярно-генетических систем для ПЦР-диагностики и их апробацию в 
клинической работе врача-стоматолога. Проведена сравнительная оценка выявления ключевых пародонтопатогенных 
видов P. gingivaqlis и F. alocis при разных формах пародонтита по степени прогрессирования с использованием нового на-
бора ранее патентованных генетических праймеров. Установлена более высокая частота выявления пародонтопато-
генов у пациентов группы С с выраженной тенденцией к прогрессированию (93 и 100% соответственно). Ассоциация P. 
gingivalis и F. alocis при хроническом пародонтите степени В отмечена в 20% случаев, а у степени С – в 93% случаев. Не 
отмечено одновременного наличие обоих пародонтопатогенов у здоровых людей. ПЦР с заявленными олигонуклеотид-
ными праймерами может быть использована для эффективного определения степени прогрессирования пародонтита.
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In recent years, there has been a global increase in generalized periodontitis of moderate and severe degree, especially among 
patients at the most working age, and the range of possible pathogens is constantly increasing. This determines the need to 
create new molecular genetic systems for PCR diagnostics and their approbation in the clinical work of a dentist. A comparative 
assessment of the identification of key periodontopathogenic species P. gingivaqlis and F. alocis in different forms of periodontitis 
according to the degree of progression using a new set of previously patented genetic primers was carried out. A higher frequency 
of detection of periodontal pathogens was established in patients of group C with a pronounced tendency to progression (93 and 
100%, respectively). The simultaneous presence of P. gingivalis and F. alocis in chronic periodontitis of grade B was noted in 20% 
of cases, and in grade C – in 93% of cases. However, there was no simultaneous presence of both periodontal pathogens in healthy 
people. PCR with the claimed oligonucleotide primers can be used to effectively determine the degree of periodontitis progression.
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Введение. Воспалительные заболевания пародонта 
(гингивит, пародонтит), особенно лёгкой и средней степе-
ни, широко распространены во всем мире – частота встре-

чаемости этой патологии составляет от 50 до 80% и более, 
в зависимости от региона [1, 2]. В последние годы отме-
чается глобальный рост генерализованного пародонтита 



745

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-12-744-748

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

средней и тяжёлой степени, особенно среди пациентов в 
наиболее работоспособном возрасте 30-40 лет и старше 
[1, 3]. Становится очевидным, что медико-социальное 
значение воспалительных заболеваний пародонта в по-
следние годы значительно возросло, проблема активно 
обсуждается на конгрессах, проводимых под эгидой ВОЗ, 
других международных и региональных организаций [4].

Методы лабораторной диагностики воспалительных 
заболеваний пародонта, используемые в клинической 
практике, в значительной части основаны на примене-
нии импортных диагностических систем, что представ-
ляет значительные трудности в условиях санкционного 
режима проводимого основными производителями этих 
систем по отношению к Российской Федерации и тре-
буют безотлагательного решения вопросов, связанных с 
импортозамещением [5].

В настоящее время признается полимикробная при-
рода пародонтита, воспалительный ответ организма 
человека на пародонтопатогенные бактерии считается 
решающим фактором в развитии и прогрессировании за-
болевания. Мета-анализ, проведённый в рамках между-
народного проекта Human Microbiome Project показал, 
что над- и поддесневые зубные отложения (биоплёнка) 
представлены 14 таксонами микроорганизмов, которые 
являются самыми многочисленными как по частоте вы-
явления, так и в количественном выражении в составе 
биоплёнки десны: Actinomyces, Aggregatibacter, Capno-
cytophaga, Corynebacterium, Haemophilus, Fusobacterium, 
Neisseria, Prevotella, Porphyromonas, Rothia, Selenomonas, 
Streptococcus, Veillonella, Wolinella [6].

Наряду с бактериями, в состав здорового микробио-
ма ротовой полости человека входит грибы. Хотя мико-
тическая нагрузка у здоровых людей в норме оценива-
ется на несколько порядков ниже, чем бактериальная, 
однако детальное изучение синергических взаимоотно-
шений грибов с бактериями подтверждает важную роль 
представителей родов Candida, Cryptococcus, Fusarium, 
Aspergillus и ряда других грибов при формировании ми-
кробной биоплёнки пародонта и зубов [7].

Роль разных видов пародонтопатогенных бактерий 
в развитии воспалительного процесса при пародонтите 
неоднозначна и является предметом многочисленных 
дискуссий [4, 8]. В последние годы с учётом многофак-
торной природы пародонтита для прогноза течения за-
болевания стали применять исследование микробиома 
зубодесневой борозды с обнаружением в её составе бак-
терий пародонтопатогенной группы различной степени 
патогенетической значимости [9, 10].

В научной литературе получило широкое распро-
странение понятие о ключевом пародонтопатогене, роль 
которого отводится пигментообразующим облигатно-
анаэробным бактериям вида Porphyromonas gingivalis 
из-за их способности модифицировать нормальный со-
став микробиоты полости рта до более патогенного, что 
ускоряет потерю костной массы альвеолярной кости и 
развитие системных эффектов, в том числе, на сосуди-
стое русло. Для P. gingivalis характерно использование 
механизмов, позволяющих ему ослаблять или обманы-
вать иммунную систему хозяина, поскольку парадон-
тапатоген обладает очень широким спектром факторов 
вирулентности, включая протеолитические ферменты 
(гингипаины), капсулу, эндотоксины, фимбрии, нуклео-
зиддифосфаткиназу, церамиды [10-12].

C внедрением технологий метагеномного анализа 
появился ещё один претендент на роль ключевого па-
родонтопатогена – Filifactor alocis – бактерия, трудно 
культивируемая на искусственных питательных средах, 
встречающаяся почти исключительно при наличии вос-
паления тканей пародонта [13,14], обладающая устойчи-
востью к оксидативному стрессу и уникальным набором 
свойств, обеспечивающих их чрезвычайно выраженную 
способность к формированию микробных ассоциаций с 
P. gingivalis и рядом других пародонтопатогенов [15, 16].

В соответствии с международной классификацией за-
болеваний пародонта (2017 г.), поддержанной ВОЗ, при-
нято выделять три степени прогрессирования: А – мед-
ленное прогрессирование – нет потери прикрепления 
десны в течение 5 лет, В – средняя скорость прогресси-
рования – за 5 лет потеря прикрепления менее 2 мм, С – 
быстрая скорость прогрессирования – потеря прикрепле-
ния больше 2 мм за 5 лет [17]. Такой клинический подход 
позволяет констатировать степень тяжести заболеваний 
пародонта, но не прогнозировать его прогрессирование.

Перспективным c этой точки зрения является моле-
кулярно-генетический метод, позволяющий выявить 
фрагменты геномов нескольких видов пародонтопатоге-
нов с помощью мультиплексной полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Подоб-
ные молекулярно-генетические методы лабораторной 
диагностики стали применяться в различных странах 
мира с конца 1990-х годов [18 – 21]. В 2015 г. появилась 
публикация, в которой в состав большой группы паро-
донтопатогенов, тестируемых методом моноплексной, 
но не мультиплексной ПЦР-РВ, входили P. gingivalis и F. 
alocis [23]. Принятые в пародонтологии подходы, осно-
вываются почти исключительно на клинической оценке 
стоматологического статуса, они не позволяют выявить 
начало воспаления и выделить тех пациентов, которые 
предрасположены к прогрессированию заболевания в 
дальнейшем, а оценки результатов молекулярной диа-
гностики с учётом новой классификации заболеваний 
пародонта не проводилось [16, 17].

В связи, с вышеизложенным, мы предложили ис-
пользовать индикацию ДНК одновременно двух клю-
чевых пародонтопатогенных бактерий F. alocis и P. 
gingivalis с помощью мультиплексной ПЦР, праймеры и 
зонды которых имеют отличную от прототипа структу-
ру, что сокращает время исследований и трудозатраты 
при идентификации бактерий [22].

Целью исследования служила апробация способа ге-
нодиагностики заболеваний пародонта методом муль-
типлексной ПЦР путём идентификации в поддесневой 
биоплёнке одновременно двух ключевых пародонтопато-
генов Filifactor alocis и Porphyromonas gingivalis и оценка 
возможности прогностического использования данного 
набора для оценки прогрессирования заболевания.

Материал и методы. В исследование включены 46 
человек, из которых сформированы 3 группы сравнения. 
1-я (основная) группа включала 15 пациентов, у которых 
хронический пародонтит имел среднюю скорость прогрес-
сирования (степень В); во 2-ю группу исследования входи-
ли 15 человек с хроническим пародонтитом быстрой ско-
рости прогрессирования (степень С); 3-я группа служила 
контролем и содержала 16 условно здоровых лиц, не стра-
дающих хроническим пародонтитом (без признаков вос-
палительных изменений в тканях десны). Из состава групп 
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исследования полностью исключены курящие пациенты, 
поскольку курение способствует включению F. alocis в со-
став микробиома слизистой оболочки полости рта даже у 
субъектов без признаков заболеваний пародонта [24, 25].

Пациенты первых двух групп наблюдались сотруд-
никами кафедры пародонтологии и кафедры микробио-
логии, вирусологии, иммунологии ФГБОУ ВО МГМСУ 
им. А. И. Евдокимова Минздрава России на протяже-
нии не менее 5 лет. Контрольная группа здоровых лиц 
формировалась из контингента, обращавшегося к сто-
матологам по поводу санации полости рта. Состав ис-
следуемых групп и план их обследования утверждены 
межвузовским этическим комитетом, все участники ис-
следования подписали информированное согласие на 
обработку их персональных данных.

Группы исследования содержали примерно равное 
число мужчин и женщин в возрасте 45-65 лет. Стомато-
логический статус больных хроническим пародонтитом 
оценивался в соответствии с Международной класси-
фикацией заболеваний пародонта 2017 г.  Критериями 
разграничения средней и быстрой (В и С) степени про-
грессирования заболевания при генерализованном ха-
рактере поражения служили: В – потеря прикрепления 
десны (индекс CAL) за 5 лет менее 2 мм, С – потеря при-
крепления за 5 лет 2 и более мм [17, 26].

Взятие биологического материала проводили утром 
натощак до использования зубной щётки и других 
средств гигиены. В области зубодесневой борозды сто-
матологическими аппликаторами № 30 отбирали образ-
цы биоплёнок в стерильные пластиковые пробирки типа 
Eppendorf, содержащие 0,5 мл стерильного изотониче-
ского раствора хлорида натрия. ДНК выделяли методом 
ускоренной пробоподготовки с помощью коммерческо-
го набора реагентов «Реалекс» (ООО «НПФ «Генлаб», 
Москва) согласно инструкции.

Для сочетанной идентификации F. alocis и P. gingivalis 
методом мультиплексной ПЦР на основе последователь-
ностей, находящихся в составе генов 16S рРНК соответ-
ствующих бактерий и входящих в базу данных генетиче-
ских последовательностей GenBank [27], синтезированы 
олигонуклеотидные праймеры, получены флуоресцентно 

меченные зонды для обнаружения в биологическом ма-
териале бактерий видов F. alocis и P. gingivalis и сфор-
мирован набор реагентов для воспроизведения мульти-
плексной ПЦР [22]. Характеристики олигонуклеотидных 
праймеров и зондов, входящих в состав набора реагентов 
мультиплексной ПЦР для описанного способа генодиаг-
ностики заболеваний пародонта, представлены в таблице. 

Анализ и интерпретацию результатов проводили с 
помощью программного обеспечения прибора CFX 96 
(«Bio-Rad», США). Детекцию осуществляли по каналам 
ROX, HEX, Cy5. По каналу ROX идентифицировали 
образцы, содержащие ДНК P. gingivalis, каналу HEX – 
ДНК F. alocis при наличии положительной реакции по 
каналу Cy5 (внутренний положительный контроль био-
логического материала – ДНК человека).

Статистическая обработка результатов проводилась 
на основе пакета статистических программ SPSS, вер-
сия 23, с использованием приёмов описательной, срав-
нительной статистики и путём построения Roc-кривых.

Результаты. Частота встречаемости F. alocis, P. gin-
givalis и ассоциации этих бактерий в группах больных 
хроническим пародонтитом степеней В и С и в кон-
троле представлена на рис. 1. Частота обнаружения F. 
alocis при хроническом пародонтите степени В состави-
ла 87%, в то время как у здоровых людей с интактным 
пародонтом (дёсны без признаков воспаления и потери 
прикрепления) эти бактерии не регистрировали. При 
хроническом пародонтите степени С наличие F. alocis 
было отмечено во всех случаях (100%).

Частота встречаемости P. gingivalis при хроническом 
пародонтите степени В составляла 40% и была досто-
верно (в 2,2 раза) ниже, чем F. alocis. При хроническом 
пародонтите степени С частота регистрации P. gingivalis 
оказалась максимальной – на уровне 93% и статистиче-
ски достоверно не отличалась от таковой для F. alocis. 
У здоровых людей с интактным пародонтом P. gingiva-
lis обнаруживали в 19% случаев, что статистически до-
стоверно ниже, чем в группах пациентов с хроническим 
пародонтитом.

Одновременное наличие P. gingivalis и F. alocis при 
хроническом пародонтите степени В отмечено в 20% 
случаев, то есть достоверно реже (соответственно, в 4,4 
и в 2 раза), чем для каждого из тестированных пародон-
топатогенов в отдельности, хотя у больных хроническим 
пародонтитом степени С частота встречаемости обоих 
пародонтопатогенов при использовании мультиплекс-
ной ПЦР оставалась на том же высоком уровне – в 93% 
случаев. Не отмечено одновременного наличия обоих 
пародонтопатогенов у здоровых людей.

Апробация оригинальных тест-систем для иденти-
фикации P. gingivalis и F. alocis методом мультиплекс-
ной ПЦР показала возможность их использования для 
дифференцированного подхода к диагностике хрониче-
ского пародонтита степеней В и С.

Для подтверждения диагностического значения те-
ста в каждом конкретном случае выполнялось построе-
ние ROC-кривых, отражающих состояние линейной ре-
грессии между чувствительностью и специфичностью 
теста в группах 1 и 2 пациентов при сравнении с контро-
лем. Результаты построения ROC-кривых с определени-
ем критерия их количественной оценки в виде площади 
под ROC-кривой – AUC – представлены на рис. 2, а,б.

Диагностическое значение определения F. alocis для 

Набор видоспецифичных олигонуклеотидных праймеров  
и зондов для одновременной идентификации в биоматериале 

Filifactor alocis и Porphyromonas gingivalis

№ Название 5´-3´ последовательность Длина 
п.н.

pmol/ 
реакцию

Filifactor alocis (Fa-RT), 126 п.н.
1 FаF1 gca ggt ggt tta aca agt tag tgg 24 6
2 FаR1 ata tct acg cat ttc acc gct aca 24 6

3 FаZ1 FAM-gag tgc agg aga gga aag 
tgg aat tcc t-BHQ1 28 3

Porphyromonas gingivalis (PGI-RT), 118 п.н.
4 P.g.f2 agb mam tac cga tgt ggg ttg cgc 24 10
5 P.g.r2 ggt gaa aac cgt ctt ccc ttc gg 23 10

6 P.g.z ROX-tcg tta tgg cac tta agc cga 
ca-BHQ2 23 10

Внутренний контроль на ДНК человека (ВКЧ-RT), 87 п.н.
7 112.f aat gtg taa ctc gac cct gca cc 23 10
8 112.r ctg gga cct ctt cca gga agt ctt 24 10

9 112.z CY5-gct cac tct gtt cag cag tga 
aac tct-BHQ2 27 5
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Рис. 1. Частота встречаемости F. alocis, P. gingivalis и их ассоциации в 
группах больных хроническим пародонтитом и в контроле.

Рис. 2. ROC-кривые диагностической значимости результатов мультиплексной ПЦР в величинах площади под кривой (AUC) 
по идентификации F. alocis, P. gingivalis и ассоциации этих бактерий в группе больных хроническим пародонтитом степеней 
В (а) и С (б).

оценки степени прогрессирования хронического паро-
донтита с помощью мультиплексной ПЦР по данным 
построения ROC-кривой, в отличие от P. gingivalis, мак-
симально высокое (AUC 0,9-1,0) независимо от быстро-
ты прогрессирования хронического пародонтита.

Построение ROC-кривых для определения диагно-
стической значимости обнаружения P. gingivalis в биоло-
гическом материале из зубодесневой борозды показало, 
что у больных хроническим пародонтитом степени В при 
сравнении с контролем величина AUC составляла 0,6, то 
есть не соответствовала высокой диагностической значи-
мости. При хроническом пародонтите степени С AUC в 
результате построения ROC-кривой по величине (0,873) 
соответствовала высокой диагностической значимости.

Построение ROC-кривых для ассоциации P. gingiva-
lis и F. alocis при хроническом пародонтите степени В в 
сравнении с контролем не подтвердило высокой диагно-
стической значимости (AUC=0,6), при хроническом па-
родонтите степени С AUC не только оценена как очень 

высокая (0,932), но и в условиях наших исследований 
была максимальной.

Обсуждение. В соответствии с целью исследования 
по апробации оригинального способа генодиагностики 
заболеваний пародонта методом мультиплексной ПЦР 
путём идентификации в поддесневой биоплёнке ключе-
вых пародонтопатогенов F. alocis и P. gingivalis, характе-
ризующих степень прогрессирования пародонтита, осо-
бого обсуждения заслуживает целесообразность выпол-
нения этих исследований и возможность использования 
для этого мультиплексной ПЦР тест-системы.

Этиологическая роль P. gingivalis как ключевого 
пародонтопатогена, способного модифицировать нор-
мальный состав микробиоты полости рта до более пато-
генного и участвовать в развитии системных эффектов 
заболеваний пародонта не подвергается сомнению [6, 
9–11]. Что касается этиологического значения F. alocis, 
то будучи трудно распознаваемой и трудно культиви-
руемой бактерией, которая, по всей видимости, может 
быть причислена к ключевым пародонтопатогенам, то 

до конца её значение в этом аспекте продолжает 
оставаться открытым [10, 16, 24, 25].

Известно, что F. alocis демонстрирует сильную 
корреляцию с заболеваниями пародонта и не об-
наруживается у здоровых лиц [28]. Благодаря вы-
раженной протеазной активности и способности 
к участию в метаболизме аргинина F. alocis не 
только колонизирует пародонтальные ткани, но 
и непосредственно влияет на формирование со-
общества пародонтопатогенных микроорганизмов 
[28]. Наиболее выраженный синергизм проявля-
ется при взаимодействии F. alocis с «ключевым» 
пародонтопатогеном – P. gingivalis, ассоциация 
этих возбудителей не только взаимно повышает 
инвазивные свойства, но и значительно усиливает 
процессы формирования биоплёнки в целом [28, 
29], что и побудило нас к созданию праймеров и 
зондов для мультиплексной ПЦР на основе ассо-
циации данных пародонтопатогенов.

а б
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F. alocis является новым членом микробиома паро-
донта, и в настоящее время предлагается использовать 
его в качестве диагностического индикатора заболева-
ний пародонта [30]. Из-за отсутствия генетических ин-
струментов для изучения F. alocis, мало что известно о 
его вирулентности.

Предлагаемая нами тест-система для генодиагностики 
заболеваний пародонта и подтверждение её диагностиче-
ской и прогностической значимости открывает новые пер-
спективы для исследования этой категории патологиче-
ских состояний с выраженными системными эффектами.

Заключение. Одним из актуальных направлений па-
родонтологии и связанных с ней системных заболеваний, 
является исследование этиологической роли ассоциации 
пародонтопатогенных бактерий F. alocis и P. gingivalis. 
Расшифровка молекулярно-генетических механизмов вза-
имного влияния этих бактерий, оценка патогенетического 
и диагностического значения формирования названной ас-
социации требуют специального методического обеспече-
ния. Предложена тест-система, предназначенная для иден-
тификации F. alocis и P. gingivalis методом мультиплексной 
ПЦР, показана ее диагностическая и прогностическая 
эффективность при хроническом пародонтите различной 
степени тяжести в соответствии с международной класси-
фикацией заболеваний пародонта (2018 г.).
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