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РЕФЕРАт Широко распространенное заболевание – пародонтит – считается одним из проявлений наруше-
ния соотношения нормальной и условно-патогенной микрофлоры пародонтального кармана. В представ-
ленной работе методом количественной ПЦР в реальном времени определено соотношение шести наиболее 
важных пародонтопатогенов и суммарной микрофлоры пародонтального кармана в группах здоровых ин-
дивидов и у лиц с пародонтитом разной степени тяжести. Установлено, что по мере развития пародонтита 
в суммарной микрофлоре пародонтального кармана устойчиво увеличивается относительное содержание 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia и Tannerella forsythensis (Bacteroides forsythus) и при тяже-
лой степени хронического генерализованного пародонтита более чем на два порядка превышает значения 
в контрольной группе. 
КЛЮчЕВыЕ СЛОВА экосистема, биотоп, пародонтит, пародонтопатогенная микрофлора, пародонтальный 
карман, количественная полимеразная цепная реакция.
СПИСОК СОКРАщЕНИй ПЦР – полимеразная цепная реакция; ХГП – хронический генерализованный па-
родонтит.

ВВЕДЕНИЕ
Полость рта – это одна из наиболее сложных по со-
ставу микроорганизмов экосистема организма чело-
века. Слюна, десневая жидкость, пародонтальный 
карман, биопленка и ряд других биотопов содержат 
примерно 700 различных видов микроорганизмов [1, 
2], которые условно можно разделить на три большие 
группы: 1) нормофлора, 2) условно-патогенные и 3) 
патогенные микроорганизмы [3]. 

Бактериальный профиль биоценоза полости рта 
определяется рядом экзогенных и эндогенных фак-
торов. Защитные механизмы организма хозяина 
в значительной степени влияют на вирулентность 
условно-патогенных и патогенных микроорганизмов 
в каждом из биотопов. Не секрет, что нарушение со-
отношения нормальной и условно-патогенной флоры 
приводит к развитию дисбактериозов и характери-
зуется относительным снижением содержания лак-
тобактерий и бифидобактерий. Одно из проявлений 
такого дисбаланса представляет широко распростра-

ненное заболевание – пародонтит. Известно, что су-
щественная роль в развитии пародонтита принадле-
жит Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, 
Tannerella forsythensis (Bacteroides forsythus), 
Fusobacterium spp. и ряду других микроорганизмов 
[4–6].

С развитием методов молекулярной биологии 
и, в частности методов качественной и количе-
ственной оценки содержания нуклеиновых кис-
лот, стало возможным быстро и точно определять 
как состав, так и относительное количество микро-
организмов в различных суббиотопах ротовой поло-
сти [6–8]. Отличительная особенность современных 
молекулярно-генетических методов (в частности, 
количественной ПЦР) – их высокая чувствитель-
ность и возможность количественного определения 
анаэробных микроорганизмов (что зачастую невоз-
можно сделать с помощью классических методов 
культивирования) [9]. ПЦР в реальном времени по-
зволяет одновременно определять качественный 
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и количественный состав микробиоценоза в любом 
выбранном биотопе полости рта.

Цель данной работы состояла в количествен-
ной оценке соотношения наиболее важных (соглас-
но [9–11]) представителей пародонтопатогенной 
микрофлоры десневых карманов: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, 
Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis 
(Bacteroides forsythus), Treponema denticola, Candida 
albicans, у здоровых лиц и у индивидов с пародонти-
том разной степени тяжести.

ЭКСПЕРИмЕНтАЛЬНАя чАСтЬ
Исследование проводилось в отделении пародонто-
логии ФГУ ЦНИИС и ЧЛХ Минздравсоцразвития 
РФ. Обследовано 104 человека в возрасте от 18 до 65 
лет без тяжелой соматической патологии.

Основным критерием для постановки диагноза 
хронический генерализованный пародонтит (ХГП) 
служило отсутствие зубодесневого прикрепления. 
Степень тяжести устанавливали на основании глуби-
ны пародонтальных карманов и степени деструкции 
костной ткани.

Так, при ХГП легкой степени глубина пародон-
тальных карманов составляла до 3 мм, а рентгеноло-
гическая картина подтверждала признаки начальной 
деструкции межзубных перегородок.

При ХГП средней степени глубина пародонталь-
ных карманов варьировала от 3 до 6 мм, а при об-
следовании зачастую выявляли патологическую 
подвижность зубов 1–2 степени. Деструкция кор-
тикальной пластинки и костной ткани межзубных 
перегородок по данным рентгенологического иссле-
дования составляла 1/2–1/3 длины корня. 

ХГП тяжелой степени характеризовался наличи-
ем пародонтальных карманов более 6 мм, патологи-
ческой подвижностью зубов 2–3 степени, а при рент-
генологическом исследовании выявляли деструкцию 
кортикальной пластинки и костной ткани более 1/3 
длины корня.

Контрольная группа состояла из 30 человек (12 
мужчин и 18 женщин) в возрасте от 28 до 55 лет, 
без жалоб и видимых патологических изменений 
в тканях пародонта. Данные по возрастному составу 
групп приведены в табл. 1.

Микрофлору интактного пародонта и пародон-
тальных карманов изучали с использованием сте-
рильных бумажных эндодонтических штифтов (раз-
мер № 25), которые погружали в десневую бороздку 
или в патологический карман до его дна и оставляли 
на 10 с. Затем помещали в пробирку с физиологиче-
ским раствором, охлаждали и передавали в лабо-
раторию. Дублировали забор материала у каждого 
пациента.

С целью выявления инфекционных агентов и опре-
деления геномной ДНК пациента (как нормировоч-
ного показателя) экстрагировали ДНК из биологиче-
ского материала с помощью комплектов «Проба-ГС» 
(ООО «НПО ДНК-Технология», Россия) согласно 
прилагаемой инструкции. Метод основан на сорбции 
ДНК на носителе, отмывке от примесей и последую-
щей элюции нуклеиновых кислот с сорбента. За счет 
лизиса клеток сильными хаотропными агентами 
«Проба-ГС» примерно с равной эффективностью раз-
рушает клетки с клеточной стенкой различного типа 
(грамположительных, грамотрицательных бактерий, 
грибов). «Проба-ГС» подходит и для экстракции ге-
номной ДНК эукариот (использована нами в качестве 
нормировочного показателя).

В работе использованы ранее разработанные набо-
ры реагентов, состоящие из специфичных праймеров 
и специфичной флуоресцентно меченной разрушае-
мой пробы (типа taqMan), к шести пародонтопатоген-
ным агентам (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Tannerella forsythensis (Bacteroides forsythus), 
Treponema denticola, Candida albicans). С целью 
оценки общей бактериальной массы, представленной 
в образце, параллельно с определением патогенных 
микроорганизмов проводили ПЦР с детекцией кон-

Таблица 1. Возрастной состав исследованных групп (%)

Возраст Здоровый контроль 
(n = 30)

ХГП

легкая степень 
(n = 10)

средняя степень 
(n = 29)

тяжелая степень  
(n = 35)

До 35 лет 21 80 24 17

35–44 года 27 20 35 29

45–54 года 33 0 31 34

cтарше 55 лет 19 0 10 20
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сервативного участка гена 16S рРНК. Для сравнения 
представленности патогенов в образцах количество 
копий геном-эквивалентов бактерий каждого вида (а 
также общую бакмассу) нормировали по количеству 
геномной ДНК человека (фрагмент гена рецептора 
гормона роста). 

ПЦР проводили с помощью детектирующе-
го амплификатора «ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия). Результаты реакции учи-
тывали с помощью программного обеспечения 
амплификатора «ДТпрайм». Нормированные зна-
чения, соответствующие уровню представленности 
каждого микроорганизма, рассчитывали с помощью 
метода ∆∆ct.

РЕЗУЛЬтАты И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе анализируемую выборку разделили на че-
тыре группы в зависимости от степени тяжести забо-
левания: 1) здоровый контроль (n = 30); 2) легкая сте-
пень ХГП (n = 10); 3) средняя степень ХГП (n = 29); 
4) тяжелая степень ХГП (n = 35), где n – численность 
группы. 

Результаты выявления патогенов в каждой группе 
приведены в табл. 2. Видно, что с развитием заболе-
вания наблюдается тенденция к увеличению числа 
положительных образцов по всем микроорганизмам. 
Опубликованные данные по частоте выявления па-
родонтопатогенов у здоровых лиц и у больных с ХГП 
существенно разнятся [10, 12–14], однако, в боль-

Относительное количество ми-
кроорганизмов в норме (синие 
столбцы) и при ХГП различной 
степени тяжести (желтые 
столбцы – легкая степень, 
зеленые – средняя степень, 
красные – тяжелая степень 
и агрессивный пародонтит). 
Показаны медианы с планками 
погрешностей 25–75 процен-
тиль. Данные нормированы 
по содержанию геномной ДНК 
человека (пунктирная линия). 
По оси у отложен десятичный 
логарифм содержания данно-
го компонента в образце  
(в усл. ед.). Бакмасса – сум-
марное количество бактерий, 
Аа – A. actinomycetemcomi-
tans, Pg – P. gingivalis,  
Pi – P. intermedia, Tf – T. for-
sythensis, Td – T. denticola,  
Cа – C. albicans.

Таблица 2. Доля положительных образцов в группах здоровых лиц и индивидов с ХГП (%)

Микроорганизм Здоровый контроль 
(n = 30)

ХГП

легкая степень  
(n = 10)

средняя степень  
(n = 29)

тяжелая степень  
(n = 35)

A. actinomycetemcomitans 10 33 48 43

P. gingivalis 47 70 66 86

P. intermedia 33 70 59 71

T. forsythensis 53 80 97 100

T. denticola 60 80 83 83

C. albicans 10 40 38 60

Бакмасса Aa Pg Pi Tf Td Ca

10

8

6

4

2

0

-2
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шинстве случаев сообщается об аналогичной тенден-
ции. Так, Braga и соавт. [12] выявили P. intermedia 
у 80.0% здоровых (n = 30) лиц и у 90.0% индивидов 
с ХГП (n = 30), P. gingivalis обнаружена у 46.6% здо-
ровых и у 70.0% лиц с ХГП, а A. actinomycetemcomi-
tans – у всех индивидов в обеих группах. Различия 
в частоте выявления патогенов можно объяснить осо-
бенностями формирования групп, возможной (иногда 
запланированной) штаммоспецифичностью, а так-
же разной чувствительностью используемых тест-
систем. Также отметим, что выявление патогенного 
микроорганизма у всех лиц из контрольной группы 
может свидетельствовать о контаминации лаборато-
рии продуктами ранее проведенных реакций и долж-
но настораживать авторов.

Мы использовали новый подход к количественной 
оценке состава микробиоценозов ротовой полости, 
поэтому смогли найти крайне мало опубликованных 
данных по относительному содержанию изученных 
нами патогенов. В работе Hyvärinen и соавт. [15], 
которые определяли относительное содержание A. 
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. 
forsythensis и T. denticola в образцах слюны лиц с па-
родонтитом и у здоровых индивидов, достоверных 
различий не выявлено. 

Результаты определения относительного коли-
чества микроорганизмов в норме и при ХГП разной 

степени приведены на рисунке. Для приведения 
количества взятого в исследование биоматериа-
ла к единому знаменателю, данные нормировали 
по содержанию уникального фрагмента геномной 
ДНК человека (фрагмент гена рецептора гормона 
роста) [16, 17]. Из рисунка видно, что по мере раз-
вития заболевания наблюдается тенденция к уве-
личению содержания в пародонтальном кармане 
как бактерий в целом (показатель «бакмасса»), 
так и большинства представителей патогенной 
микрофлоры (причем относительное содержание 
патогенов растет опережающими темпами). Лиде-
рами роста по мере развития пародонтита явля-
ются P. gingivalis, P. intermedia и T. forsythensis, 
относительное содержание которых в общей бак-
териальной массе устойчиво увеличивается более 
чем в 100 раз.

Полученные нами данные свидетельствуют о воз-
можности использования количественной оценки со-
отношения патогенных представителей микробиоце-
ноза пародонтальных карманов как диагностического 
инструмента с целью прогнозирования развития па-
родонтита. В качестве варианта диагностикума мож-
но рекомендовать определение соотношения P. gin-
givalis, P. intermedia, T. forsythensis, общей бакмассы 
и геномной ДНК пациента. 
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