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[bookmark: _Toc104315583]Перечень условных обозначений
ВЗП – воспалительные заболевания пародонта 
ВИЧ – вирус иммунодефицита человека
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ИЛ – интерлейкин 
ИФ – интерферон 
ЛПС – липополисахарид 
ПЦР – полимеразная цепная реакция 
СтАР – стоматологическая ассоциация России 
ФНО – фактор некроза опухолей
ХГП ТСТ – хронический генерализованный пародонтит тяжелой степени тяжести 
CPITN – Community Periodontal Index of Treatment Needs 
OHI-S – Oral Hygiene Indices–Simplified
PMA - папиллярно–маргинально–альвеолярный индекс
PgE – простагландин Е
TLR – Toll-like receptor 
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[bookmark: _Toc104315585]Актуальность исследования
По данным 2017 года во всем мире 538 млн человек страдают тяжелыми воспалительными заболеваниями пародонта (ВЗП). Больше, чем у половины из них (51,3% случаев) это стало причиной полной потери зубов. Более того, помимо вторичной адентии, пародонтит связывают со многими общесоматическими заболеваниями, такими как сахарный диабет, атеросклероз, ревматоидный артрит, заболевания сердечно-сосудистой системы и другие (Xu W. et al, 2020). Все вышеперечисленное привлекает большое внимание со стороны медицинского и научного сообщества к этиологии воспалительных заболеваний пародонта, а также методам лечения и профилактики. 
Ведущая роль в возникновении воспалительных заболеваний пародонта принадлежит микробному фактору (Фукс Е. И. с соавт., 2013). Одним из основных пародонтопатогенов является грамотрицательная облигатно-анаэробная бактерия P. gingivalis (How K. Y. Et al., 2016; Mysak J. et al., 2014). В ассоциации с другими пародонтопатогенами она способствует развитию агрессивного течения пародонтита (Teanpaisan R. et al., 1996).
Патогенное действие P. gingivalis обусловлено, главным образом, продукцией различных факторов патогенности. К ним относятся белки фимбрий, протеаз, капсульный полисахарид и другие. По данным многочисленных исследований стало ясно, что существует генетическое разнообразие штаммов P. gingivalis. Это обуславливает различия в течении и скорости развития хронического генерализованного пародонтита (ХГП) (Mysak J. et al., 2014; Ozmeriç N et al., 2000). Генетическая гетерогенность P. gingivalis ассоциируется с различиями в распространенности специфических генов патогенности (Ozmeriç N et al., 2000). Обнаружение штаммов с более выраженным патогенным потенциалом позволит лучше понимать этиологию ХГП и будет способствовать разработке более эффективных методов лечения и профилактики. 
[bookmark: _Toc104315586]Цель исследования: изучение распространенности специфических генов патогенности среди штаммов P. gingivalis, выявляемых у пациентов с ХГП тяжелой степени и у пациентов без ВЗП. 
[bookmark: _Toc104315587]Задачи исследования:
1. Сравнить частоту обнаружения P. gingivalis у пациентов с ХГП тяжелой степени и у пациентов без ВЗП.
2. Изучить распространенность генов фимбрий I, II, IV типов (fimA I, fimA II, fimA IV) и аргинин-зависимых А типа и лизин-зависимых протеаз (rghA и kgh) среди штаммов P. gingivalis, выявляемых у пациентов с ХГП тяжелой степени и у пациентов без ВЗП. 
3. На основании проведенного анализа клинико-микробиологических данных выявить возможную взаимосвязь ВЗП и штаммами P. gingivalis с более выраженным патогенным потенциалом
4. Охарактеризовать вирулентный генотип среди штаммов P. gingivalis. 
[bookmark: _Toc104315588]Научная новизна 
Проведено исследование, направленное на изучение распространенности специфических генов, кодирующих факторы патогенности штаммов P. gingivalis, выявляемых у пациентов с ХГП тяжелой степени и у пациентов без ВЗП. Исследование включало сравнительную оценку распространенности генов фимбрий I, II, IV типов, лизин-зависимых протеиназ и аргинин-зависимых протеиназ А типа между двумя группами пациентов. 
Анализ данных по распространенности генов патогенности среди штаммов P. gingivalis позволил охарактеризовать доминирующий вирулентный генотип P. gingivalis и выявить его присутствие среди штаммов P. gingivalis у пациентов без ВЗП. Обнаружение вирулентного генотипа P. gingivalis у пациентов без ВЗП позволяет предполагать о повышенной предрасположенности к развитию пародонтита этой группы здоровых людей.
[bookmark: _Toc104315589]Практическая значимость 
Определение штаммов P. gingivalis с более выраженным патогенным потенциалом и обнаружение их вирулентных генотипов будет способствовать более глубокому изучению этиологии ВЗП и разработке новых эффективных методов профилактики заболевания. 
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[bookmark: _Toc104315591]1.1. Этиология и патогенез воспалительных заболеваний пародонта
[bookmark: _GoBack]Хронический генерализованный пародонтит — инфекционно-воспалительный процесс, который характеризуется прогрессивной деструкцией периодонтальной связки и костной ткани альвеолы, приводящей к выпадению зубов. Это заболевание сопровождается образованием пародонтальных карманов, резорбцией костной ткани и/или развитием рецессии десны (Ламонт с соавт., 2010; Dumitrescu et al., 2010). Заболевания пародонта могут возникать в результате как местных, так и общих этиологических факторов. 
К основным местным факторам относят: 
1. Воздействие микроорганизмов зубной бляшки; 
2. Дефекты пломбирования и протезирования ортопедическими конструкциями, в том числе создание травматической окклюзии, что приводит к перегрузке тканей пародонта; 
3. Индивидуальные особенности тканей пародонта: тонкий биотип десны, недостаточная толщина костной ткани альвеолярного отростка, короткие корни зубов; 
4. Короткие уздечки губ и языка, мелкое преддверие полости рта, что приводит к нарушению трофики тканей пародонта. 
Общие факторы развития воспаления тканей пародонта – это процессы, которые подавляют сопротивляемость организма. Наибольшее влияние оказывают следующие факторы:
1. Нарушение липидного обмена, в результате которого изменяется чувствительность сосудов микроциркуляторного русла к медиаторам и гормонам. Это приводит к дистрофическим изменениям тканей пародонта; 
2. Хронический эмоциональный стресс, заболевания нервной системы; 
3. Дефицит витаминов C, A, D;
4. Заболевания почек, приводящие к расстройству микроциркуляторного русла и нарушению барьерной функции слизистой оболочки тканей пародонта;
5. Заболевания печени и других органов пищеварительной системы;
6. Эндокринные патологии (в том числе сахарный диабет, заболевания щитовидной железы);
7. Вредные привычки (курение, алкоголь, наркотические вещества) (Барер Г. М, 2015; Дзампаева Ж.В, 2017; Э.М. Кузьмина, О.О. Янушевич, 2016). 
В настоящее время учеными отмечается, что ведущая роль в развитии воспалительных заболеваний пародонта принадлежит повреждающему действию зубной бляшки. С современной точки зрения зубная бляшка представляет из себя биопленку, состоящую из структурированного сообщества бактерий и их продуктов метаболизма (Абдурахманов А. И.. 2015; Барер Г. М, 2015; Дзампаева Ж.В, 2017; Listgarten M. A., 1986; Э.М. Кузьмина, О.О. Янушевич, 2016). Формирование зубной бляшки происходит в несколько этапов:
1. Формирование пелликулы, которая состоит из компонентов слюны, пищевых остатков и десневой жидкости. Этот процесс обеспечивается действием электростатической силы, которая образует связь между гидроксиапатитами эмали и положительно заряженными катионами компонентов десневой жидкости и слюны.  
2. Первичное микробное обсеменение микроорганизмов на поверхности пелликулы, которое происходит благодаря  механизму адгезии. Активное участие в этом процессе принимают, в том числе, белки фимбрий микроорганизмов. Постепенно начинается рост бактериальных колоний и развиваются благоприятные условия для размножения облигатных анаэробов. 
3. Вторичное микробное обсеменение и, как следствие, образование зрелой зубной бляшки, в ходе чего обнаруживается переход к грамотрицательным бактериям. Появляются следующие пародонтопатогены: Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga saprophytum, Porphyromonas gingivalis.
Формирование зубной бляшки длится от 6 до 9 дней. В последнюю очередь происходит обсеменение нитевидными бактериями и палочками, которые формируют цепи (Socransky S.S., Haffajee A.D., 2005).
При формировании зубной бляшки многими авторами была отмечена тенденция изменения состава микробиоты от доминирования аэробных и факультативно-анаэробных форм (с преобладанием грамположительных кокков) к облигатно-анаэробным грамотрицательным палочкам и извитым формам (Palmer R.J., 2014; . Царев, В. Н., 2015). 
Роль микробиоты, формирующей зубной налет, по сей день продолжают активно изучать. За последние десятилетия исследователи предложили несколько теорий влияния зубного налета на развитие пародонтита. 
В конце 19 века ученые установили взаимосвязь между бактериями зубного налета и болезнями прилегающих к зубам тканей. Отсутствие необходимых методов идентификации бактерий привело к поддержке теории неспецифического зубного налета, понятие которой было введено еще в 1930-х годах. В 1976 году гипотеза о том, что все бактерии зубного налета оказывают повреждающее действие на ткани пародонта, была окончательно сформулирована Walter Loesche. Автор этой гипотезы утверждал, что в развитии пародонтита решающую роль играет общее количество патогенных факторов, продуцируемых бактериями полости рта. Неспособность местного иммунитета полости рта нейтрализовать повреждающее действие факторов патогенности приводит к воспалительным изменениям пародонта. Эта теория получила название «неспецифической теории микробного налета», и она показывает прямую зависимость развития пародонтита от состояния гигиены полости рта. 
Дальнейший ряд экспериментальных исследований показал ошибочность данной теории. В одном из экспериментов было отмечено, что не у всех подопытных животных развивались деструктивные изменения в тканях пародонта, несмотря на увеличение биомассы зубной бляшки. Другое исследование продемонстрировало, что у людей с активным образованием зубного налета не развивался пародонтит, а воспалительные явления возникали исключительно в пределах десны без вовлечения костной ткани, то есть формировался гингивит.
В том же 1976 году W. Loesche выдвинул новую теорию, назвав ее «теорией специфического зубного налета».  Первоначально теория была предложена для объяснения развития кариеса действием специфических бактерий зубного налета. В соответствии с этой теорией главная роль в развитии воспалительных заболеваний пародонта принадлежит специфическому составу микробиоты зубного налета. Loesche описал взаимосвязь между степенью патогенности микроорганизмов и тяжестью протекания воспалительного процесса. 
Позже, благодаря продолжению микробиологических исследований в этой области, в 1994 году F. Marsh была предложена альтернатива «специфической теории», которая получила название «Гипотеза экологической бляшки». F. Marsh считает, что причиной развития ВЗП является дисбаланс общей микробиоты полости рта вследствие экологического стресса, который способствует росту конкретных микроорганизмов. S. Sоcransky поддерживает гипотезу о специфическом составе микробиоты зубной бляшки, но при этом он демонстрирует в своих исследованиях значимость комплексов конкретных микроорганизмов при различной степени тяжести пародонтита. По критериям S. Sоcransky в 1998 году было выделено пять комплексов: 
1. «Красный комплекс». В него входят: Porphyromonos gingivalis, Treponema denticola, Tannarella forsynthia. Сочетание этих пародонтопатогенов обладает наивысшим патогенным потенциалом и вызывает выраженные деструктивные изменения в тканях пародонта, в том числе представителей этого комплекса связывают с образованием глубоких пародонтальных карманов. 
2. «Зеленый комплекс» - Eikenella corrodens, Copnocytophaga spp., Actinobacillus actinomycetemcomitans. Представители данного комплекса вызывают воспалительные заболевания пародонта, а также заболевания слизистых оболочек полости рта и твердых тканей зубов. 
3. «Желтый комплекс». Представители – Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius. 
4. «Оранжевый комплекс» - Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Campylobacter spp., Peptostreptococcus micros. Обнаруживается при быстропрогрессирующих формах болезней периодонта.
5. «Пурпурный комплекс». Представителями являются: Veilonella parvuls, Actinomyces odontolyticus (Socransky S. S. et al., 1998). 
В 2012 году была предложена “Гипотеза краеугольного камня-патогена”, которая предполагает, что некоторые бактерии-патогены в небольших количествах могут вызывать воспалительные заболевания, влияя на иммунную систему человека и изменяя состав нормальной микробиоты на патогенную (Hajishengallis, 2012). Этот эффект был хорошо продемонстрирован на примере взаимодействия P. gingivalis с иммунной системой хозяина (Darveau, 2010).
[bookmark: _Toc104315592]1.2 Характеристика P. gingivalis
Среди основных пародонтопатогенов P. gingivalis является одним из главных этиологических факторов в развитии и прогрессировании воспалительных заболеваний пародонта. 
P. gingivalis представляют собой неподвижные, неспорообразующие, грамотрицательные, облигатно анаэробные бактерии. Ранее P. gingivalis имел видовое название Bacteroides gingivalis, но был реклассифицирован в род Porphyromonas из-за абсолютной потребности в железе для роста клеток. Название Porphyromonas происходит от греческих слов porphyreos, что означает «пурпурный» и monas – «единица». Таким образом, бактерия дословно называется «порфириновая клетка», так как на 5-7 день культивирования она формирует колонии черного цвета из-за накопления гема (How K. Y. et al., 2016; Mysak J. et al., 2014). 
В ходе научных исследований, проведенных в 2019 году на кафедре фундаментальных проблем медицины и медицинских технологий факультета стоматологии и медицинских технологий СПбГУ, было продемонстрировано, что P. gingivalis у пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом встречается с различной частотой в зависимости от степени тяжести заболевания. У пациентов с легкой степенью тяжести пародонтита P. gingivalis обнаруживается в 66,7% случаев. При средней и тяжелой степени данный пародонтопатоген встречается в 100% случаев (Mikhaylova, E. S., Lashchenov, P. V.,  Koroleva, I. V., 2019).
По данным исследований I. Olsen с соавт. P. gingivalis относится к ключевым пародонтопатогенам в соответствии с теорией “Гипотеза краеугольного камня-патогена”. Это понятие предложено из-за способности бактерии нарушать врожденный иммунитет путем воздействия на Toll-подобные рецепторы, что приводит к изменениям в количестве и составе микробиоты полости рта. Возникшее в результате этого дисбиотическое микробное сообщество вызывает нарушение механизмов саморегуляции организма-хозяина и, как следствие, приводит к воспалительной реакции тканей пародонта. Таким образом, P. gingivalis по праву считается представителем теории «краеугольного камня-патогена» и даже при низкой численности способен вызывать хронический пародонтит (How K. Y. et al., 2016; Hajishengallis G, Darveau R.P., 2012; Olsen I. et al., 2017). Так как P. gingivalis относится к облигатным анаэробам, его основным местом обитания является поддесневая борозда полости рта. Там он играет роль вторичного колонизатора зубного налета и часто образует колонии с Streptococcus gordonii и P. intermedia (How K. Y. et al., 2016). Кроме того, в соответствии с экологической теорией по Sоcransky P. gingivalis образует комплекс с Treponema denticola, и Tannarella forsynthia. Это сочетание микроорганизмов выявляется в наиболее тяжелых формах хронического пародонтита. Данный комплекс агрессивно воздействует на костную ткань и слизистую оболочку десны, формируя глубокие пародонтальные карманы и выраженную деструкцию межальвеолярных перегородок (Xu W et al., 2020; Socransky, 1998). 
Обнаружено, что P. gingivalis, наиболее известный патоген тканей пародонта, также связан с воспалительными процессами отдаленных систем органов:
1. Болезнь Альцгеймера, при котором P. gingivalis, по-видимому, способен проникать через гемато-энцефалический барьер и подавлять местную иммунную реакцию, в результате чего снижается синтез ИФ-гамма, и нарушается процесс проникновения иммунных клеток в ткань головного мозга. Дефицит иммунных клеток приводит к неэффективному выведению нерастворимого амилоида при невропатологии и иммуносупрессии (Olsen I, 2016). 
2. Многочисленные исследования показали связь между хроническим пародонтитом и сахарным диабетом, причем эта связь является двунаправленной. С одной стороны, люди с сахарным диабетом чаще подвержены воспалительным изменениям пародонта. При сахарном диабете вырабатываются факторы, способствующие апоптозу остеобластов и повышенному синтезу остеокластов. В результате снижаются репаративные процессы костной ткани и, напротив, стимулируется ее резорбция. Это приводит к потере альвеолярной кости при пародонтите. С другой стороны, тяжесть пародонтита является фактором, влияющим на развитие осложнений у больных сахарным диабетом (Zhang Z., 2021). 
Кроме того, Seyama M. с соавт. показали в своих исследованиях, что P. gingivalis способны переносить активные гингипаины в печень, вызывая изменения в метаболизме глюкозы и способствуя развитию сахарного диабета (Seyama M. et al., 2020). 
3. P. gingivalis оказывает также влияние на развитие заболеваний сердечно-сосудистой системы. Многочисленные исследования показали возможность проникновения P. gingivalis в системный кровоток с дальнейшим развитием инфекционного эндокардита. Также была обнаружена роль P. gingivalis в развитии атеросклероза. Mahalakshimi K. с соавт. обнаружили бактерию в атеросклеротической бляшке, причем наибольшее значение в развитии заболевания отводится штамму с большими фимбриями II типа (FimA II). Кроме того, было показано, что при попадании P. gingivalis в системный кровоток возникает риск развития аневризматической болезни, причем отличительной особенностью инфекции P. gingivalis является пролиферация гладкомышечных клеток дистального отдела аорты (Wada K, 2010). 
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Известно, что P. gingivalis обладает рядом факторов патогенности, необходимых для запуска процесса деструкции тканей пародонта путем нарушения регуляции иммунной системы и развития воспаления (Bostanci N., 2012). 
1. Протеазы
Наиболее подробно в литературе были изучены гингипаины – это семейство цистеиновых протеаз, известные также под названием трипсиноподобный фермент (Bostanci N., 2012). 
Выделяют аргини- и лизин-специфические цистеиновые протеиназы (гингипаины R и K соответственно). Аргинин-специфические гингипаины (rgp) подразделяют на rgpA, в состав которой входят домены адгезина и гемоглютитна, и rgpB (O'Brien-Simpson N. M. et al., 2001). 
Основная функция протеаз состоит в нарушении целостности тканей за счет разрушения белков внеклеточного матрикса, гидролиза коллагенов 1, 3, 4, 5 типов, инактивации тканевых и плазменных ингибиторов протеиназ, активации матриксных металлопротеиназ и активации кинин-калликреиновой системы.  
Повреждение защитных механизмов организма-хозяина обеспечивается путем разрушения иммуноглобулинов, инактивации компонентов системы комплемента, деструкции цитокинов и хемокинов, расщепления поверхностных рецепторов лейкоцитов и разрушения антимикробных пептидов (Ламонт, 2010; Xu W. et al., 2020). 
Кроме того, гингипаины играют непосредственную роль в патогенезе воспалительных заболеваний пародонта.
Во-первых, они способны усиливать взаимодействие P. gingivalis с другими пародонтопатогенами (с такими, как T. forsythia, T. denticola и A. Actinomycetemcomitans). Это облегчает условия для их выживаемости и ускоряет процесс образования биопленки, что является важным звеном в патогенезе пародонтита. 
Во-вторых, гингипаины участвуют в процессе адгезии пародонтопатогена к поверхности клеток посредством фимбрий. Гингипаины участвуют в созревании фимбрий из профимбрилина. При этом, в созревании больших фимбрий участвуют гингипаины типа rgpB, а для созревания коротких фимбрий требуются гингипаины двух типов – rgpB и rgpA (O'Brien-Simpson N. M. et al., 2001). 
Помимо коагрегации с другими пародонтопатогенами гингипаины P. gingivalis способны к адгезии с такими клетками, как эпителиоциты и фибробласты тканей десны. Это также способствует большей выживаемости и усиливает патогенность P. gingivalis. 
Гингипаины разрушают фибриноген, что способствует деструкции тканей десны и усиливает вероятность кровотечения за счет снижения свертываемости крови, а также они способны обеспечивать бактерии питательными веществами, таким образом, способствуя их размножению (Xu W. et al., 2020; Ally N. et al., 2003). 
2. Гемагглютинины
Обеспечивают связь бактерий с рецепторами клеток организма-хозяина, а также последующую колонизацию. Активность гемагглютининов связана с фимбриями, липополисахаридами и липидами на поверхности клетки (Ламонт, 2010). 
3. Липополисахариды 
Липополисахариды (ЛПС) Р. gingivalis уникальны по своей химической структуре и биологическим свойствам. Например, в отличие от энтеробактерий P. gingivalis не содержит гептозы, а жирные кислоты у них более длинные и разветвленные. Говоря о биологических свойствах, было показано, что P. gingivalis имеет низкую эндотоксичность (В. Н. Царев с соовт., 2017). 
ЛПС – один из основных факторов патогенности P. gingivalis. Они обладают способностью вызывать воспалительные процессы в тканях пародонта, вызывают снижение пролиферации, увеличивают продукцию провоспалительных цитокинов и приводят к нарушению гомеостатического баланса соединительной ткани десны (Wang P. L. et al., 2002; Bozkurt S. B. et al., 2017). 
ЛПС функционируют после лизиса бактерий или высвобождаются в виде свободных везикул из наружной мембраны живой бактерии. Попадая на клетки организма-хозяина, везикулы усиливают инвазивные свойства P. gingivalis, придавая ему способность разрушать ткани пародонта и вызывать воспаление. Таким образом, ЛПС участвуют в прикреплении P. gingivalis к клеткам организма-хозяина (Jia L. et al., 2019).
Одной из важных функций ЛПС является активация врожденного иммунного ответа через Toll-подобные рецепторы (TLR). На поверхности клеток организма-хозяина выявляют два основных типа этих рецепторов: TLR-2 и TLR-4. ЛПС, взаимодействуя с клетками хозяина, включают ряд вторичных сигнальных систем. В результате этого активируются данные рецепторы, что приводит к выделению ИЛ-1, 6, 8 и ФНО - альфа (Ламонт, 2010;  Nakayama M. et al., 2017; Jia L. et al., 2019; Xu W. et al., 2020).
4. Фимбрии
Фимбрии представляют собой тонкие нитевидные придатки на поверхности бактериальной клетки, выступающие из наружной мембраны. 
P. gingivalis экспрессирует два типа фимбрий – большие и малые. Большие фимбрии состоят их субъединиц FimA, а малые - из субъединицы Mfa1. Оба типа этих субъединиц играют важную роль в патогенезе пародонтита и иммунных механизмах хозяина, хотя их аминокислотный состав и антигенные свойства различны (Ламонт, 2010; Xu W. et al., 2020; Amano A., 2000). 
Фимбрии находятся в центре внимания при изучении патогенеза воспалительных заболеваний пародонта. Они усиливают образование биопленки, обеспечивают подвижность бактериальной клетке, участвуют в адгезии бактерий к клеткам-хозяевам и в бактериальной инвазии (Xu W. et al., 2020). В литературе наиболее хорошо изучены влияние фимбрий P. gingivalis на формирование биопленки и их воздействие на регуляцию иммунной системы хозяина. 
Процесс формирования биопленки – это сложный механизм, включающий в себя сначала прикрепление ранних колонизаторов (или первичных), затем поздних (вторичных) (Kuboniwa M., Lamont R.J., 2010). 
Фимбрии участвуют в формировании бактериальной биопленки посредством двух процессов:
1) Связывание с тканями и клетками организма-хозяина посредством множества субстратов полости рта, включающие богатые пролином белки и гликопротеиды; 
2) Обеспечение коагрегации P. gingivalis c другими бактериями полости рта, в числе которых Actinomyces viscosus, T. denticola, Streptococcus oralis. 
Фимбрии влияют на регуляцию иммунной системы организма-хозяина. In vivo было показано, что фимбрии распознаются TLR2-рецепторами эпителиальных, эндотелиальных и иммунных клеток, что приводит к выраженной экспрессии цитокинов, в том числе ИЛ-1, 6 и ФНО. В результате возникает деструкция костной ткани, что впоследствии может привести к тяжелой степени пародонтита (Ламонт, 2010; Nakayama M. et al., 2017; Xu W. et al., 2020). 
Таким образом, фимбрии играют важную роль в адгезии, колонизации и деструкции пародонта. 
5. Пузырьки наружной мембраны.
Это выпячивания наружной мембраны, содержащие протеазы, ЛПС, гемагглютинины. Они участвуют в связывании P. gingivalis с эритроцитами, поверхностью гидроксиапатита эмали и другими бактериями. 
6. Полисахаридная капсула. 
Бактериальная капсула – это структура бактериальной клетки, расположенная на ее поверхности и состоящая преимущественно из полисахаридов и воды. Вода необходима для предотвращения высыхания микроорганизмов. Капсула защищает бактериальные клетки от негативных внешних факторов. Это было доказано во многих исследованиях, показавших, что инкапсулированные бактерии более устойчивы к фагоцитозу и уничтожению макрофагами и дендритными клетками, в отличие от неинкапсулированных бактерий. Таким образом, капсула способствует лучшей выживаемости микроорганизма. 
Капсула обладает патогенным потенциалом, что выражается в ее способности к продукции цитокинов и развитии воспалительной реакции (Ламонт, 2010; Mysak J. et al., 2014; Xu W. et al., 2020; How K.Y. . et al., 2016).  
Таким образом, основными функциями факторов патогенности  P. gingivalis являются: колонизация пародонтопатогена на клетках слизистой оболочки полости рта и формирование биопленки, подавление местного иммунного ответа, снижение трофики тканей пародонта и улучшение условий для выживаемости микроорганизма (Jia L. et al., 2019). 
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P. gingivalis считается одним из основных этиологических факторов в развитии воспалительных заболеваний пародонта, главным образом, за счет продукции патогенных факторов. 
P. gingivalis наиболее часто взаимодействует с поверхностью формирующейся биопленки зубной бляшки, так как функция биопленки заключается в защите микроорганизмов от воздействия неблагоприятных факторов. 
Важным фактором адгезии у P. gingivalis являются большие фимбрии (что отличает их от других грамотрицательных бактерий, у которых адгезию обеспечивают малые компоненты фимбрий). Роль фимбрий заключается в обеспечении адгезии к эпителиальным клеткам, фибробластам, эндотелиальным клеткам, компонентам клеточного матрикса. Помимо адгезивных функций, фимбрии также участвуют в коагреграции с другими пародонтопатогенами, что необходимо для формирования зубной бляшки.  Была показана межродовая коагрегация  P. gingivalis с другими “ранними” бактериями бляшки - S. sanguis, S. gordonii, S. mitis, S. oralis, S. cristatus, Actinomyces naeslundii. 
Проникновение бактерий в ткани десны является обязательным условием для развития пародонтита. Известно, что P. gingivalis выявляются в десневой ткани, следовательно, можно сделать вывод, что эта бактерия способна проникать в эпителиальные клетки  и размножаться в них. Это происходит в результате взаимодействия фимбрий с интегринами на поверхности эпителия, что запускает сигнальный каскад, приводящий к перестройке цитоскелета эпителиальной клетки и проникновению в нее прилипшей бактерии. 
Важным фактором в развитии ВЗП является протеолитическое действие P. gingivalis, обусловленное разрушением белков внеклеточного матрикса клеток, входящих в состав тканей пародонта, различными ферментами, прежде всего, протеазами. P. gingivalis также воздействует и на внутриклеточные механизмы, разрушая компоненты плотного межклеточного контакта посредством протеолиза. Как пример, разрушение белка Е-кадгерина. Кадгерины являются важной составной частью адгезивных контактов, ответственных за организацию цитоскелета клетки. Это способствует проникновению микроорганизмов в более глубоко лежащие слои ткани. 
В ответ на патогенное действие P. gingivalis эпителиоциты, нейтрофилы, моноциты, макрофаги и фибробласты отвечают выработкой таких цитокинов, как ИЛ-6, 8, а также ФНО-альфа. Это провоспалительные цитокины, стимулирующие выработку иммунного ответа. Было также показано, что помимо этого P. gingivalis способен подавлять иммунный ответ, стимулируя синтез противовоспалительных цитокинов (например, ИЛ-4). 
Одними из основных клинических признаков хронического генерализованного пародонтита являются резорбция, деструкция и подавление формирования костной ткани. Это происходит в результате нарушения баланса действия остеобластов и остеокластов. В данном процессе участвуют различные факторы патогенности P.gingivalis. В первую очередь, это липополисахариды, которые активируют продукцию остеокластов, что способствует синтезу медиаторов костной резорбции: PgE2  и ФНО-альфа. Эти медиаторы также стимулируют работу протеаз, которые подавляют синтез коллагена остеобластами. В процессе резорбции костной ткани также активно участвуют большие фимбрии посредством стимуляции выработки медиаторов костной резорбции иммунными клетками и клетками костной ткани (Ламонт, 2010; Jia L. et al., 2019; Xu W. et al., 2020). 
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Проведено множество исследований, доказывающих, что существует разнообразие штаммов P. gingivalis по различным критериям. Наиболее часто в исследованиях изучается разнообразие штаммов по степени вирулентности P. gingivalis. В последние годы стало очевидным, что для многих распространенных хронических заболеваний, в том числе хронического генерализованного пародонтита, существуют факторы, которые усиливают некоторые механизмы развития заболевания, делая его течение более тяжелым. Различия течения и скорости заболевания обусловлены многообразием степени вирулентности штаммов микроорганизма-возбудителя. Конечно, эти исследования не исключают влияние механизмов организма-хозяина (Ozmeriç N. et al., 2000). Показано, что P. gingivalis встречается не только у больных пародонтитом, но и у здоровых людей. Распространенность этого микроорганизма у здоровых лиц колеблется от 10 до 25% случаев (Igboin C. O. et al., 2009). 
В последние несколько десятилетий штаммы P. gingivalis классифицируют на инвазивные и неинвазивные. Это было показано на основе исследований на животных, в ходе которых было выяснено, что один штамм обладает большей патогенной активностью, чем другой. Некоторые из этих исследований будут представлены далее. 
Например, в исследовании Evans R. T. с соавторами одни штаммы обладали высокой инвазивностью и вызывали у мышей развитие флегмон с последующим летальным исходом. Другие штаммы, обладая меньшей инвазивностью, вызывали не летальные локализованные абсцессы (Evans R.T. et al., 1992). 
Другое исследование (Olsen I. с соавторами) показало различную симптоматику при внедрении P. gingivalis у мышей и обезьяны. У мышей выявили симптомы пародонтита с преобладанием резорбции костной ткани, а у обезьяны с преобладанием поражения десны и формированием пародонтальных карманов (Ozmeriç N. et al., 2000). 
Индийские ученые провели исследование, которое показало, что существует множество штаммов P. gingivalis с различной способностью вызывать заболевания пародонта. Образцы были взяты у больных с различной степенью тяжести хронического пародонтита и у здоровых людей. Для идентификации микроорганизма был использован метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) и дальнейший гетеродуплексный анализ для выявления разнообразия штаммов. Результаты исследования показали присутствие двух или трех штаммов в 60% образцов (Kulkarni M.R. et al., 2018). 
Существуют мнения, что различия в клинических проявлениях не связаны с разнообразием штаммов P. gingivalis, а исключительно с индивидуальными особенностями организма-хозяина. Например, было проведено исследование на мышах, в ходе которого животным внедрили P. gingivalis, штаммы которых не различались по патогенности. Однако клинические проявления у животных были разные. У одних наблюдалась убыль костной ткани по горизонтальному типу, а других – по вертикальному. Авторам исследования не удалось до конца выяснить причину (Evans R.T. et al., 1992). 
Есть исследования, которые в целом опровергают мнение о том, что штаммы P. gingivalis различаются по степени вирулентности. Например, одно из этих исследований состояло в том, чтобы изучить разнообразие штаммов P. gingivalis у двух групп исследуемых. Первая группа включала в себя здоровых людей, а вторую группу составили лица с воспалительными заболеваниями пародонта. Результаты исследований показали, что у больных и у здоровых людей присутствовал один и тот же штамм P. gingivalis (Teanpaisan R. et al., 1996).
Таким образом, существует множество мнений по поводу генетического разнообразия штаммов P. gingivalis. Одни считают, что штаммы различаются по степени патогенности и в зависимости от этого встречаются у пациентов с той или иной степенью тяжести пародонтита, оказывая влияние на клиническое течение болезни. Другие придерживаются мнения, что течение болезни определяет не разнообразие штаммов, а индивидуальные особенности организма-хозяина. Третьи показали, что у людей, как больных, так и здоровых выявляется один и тот же штамм. 

Показано, что разнообразие штаммов P. gingivalis по степени вирулентности определяется разнообразием свойств их вирулентных факторов. 

[bookmark: _Toc104315596]1.6 Генетическая гетерогенность факторов патогенности P. gingivalis 
1. Гетерогенность фимбрий. Фимбрии P. gingivalis классифицируются на шесть генотипов - I, Ib, II, III, IV, V. Это было показано на основе вариации нуклеотидной последовательности гена fimA, который кодирует FimA (фимбриональные субъединицы) (Enersen M. et al., 2013). Это исследование дало начало множеству методов генотипирования FimA для выявления возможных взаимосвязей между различными генотипами и степенью вирулентности P. gingivalis. 
В исследовании Amano et al (2000) было показано, что P. gingivalis с фимбриями I типа были связаны с пациентами без воспалительных заболеваний пародонта. Среди здоровых пациентов P. gingivalis с фимбриями I типа были выявлены в 76,1% случаев. Одно из исследований показало, что фимбрии с генотипом II обладают большей адгезивной способностью и, следовательно, большей вирулентностью, по сравнению с другими генотипами (Enersen M. et al., 2013).
В дальнейшем на основе этих выводов было решено провести исследования для выяснения, равномерно ли сохраняется выраженная вирулентность среди штаммов с генотипом II FimA. Результаты показали, что не все образцы вызывали сильное воспаление, некоторые из них не были в той же мере патогенны. Ученые сделали вывод, что существует патогенная гетерогенность штаммов P. gingivalis с фимбриями II типа. Кроме того, были проанализированы факторы, связанные с гетерогенностью P. gingivalis, и Inaba H. С соавторами пришли к мнению, что степень патогенности имеет прямую связь с активностью гингипаинов, которые синтезировались внеклеточно, и со степенью инвазии. Следовательно, генетическая гетерогенность штаммов P. gingivalis с фимбриями II типа связана с протеолитической и инвазивной активностью (Inaba H. et al., 2008). 
Существуют и мнения, опровергающие предыдущие выводы. Так, было проведено исследование Umeda J. E. с соавторами, в ходе которого не нашли существенных различий между штаммами с разными генотипами FimA в отношении патогенности (Umeda J. E. et al., 2006).
2. Гетерогенность ЛПС определяется различием в строении их компонентов. В частности, липидного компонента – липид А. 
Выделяют две гетерогенные формы липида А: тетраацилированные и пентаацилированные формы. Эти две структуры вызывают противоположные реакции организма-хозяина. Пентаацилированная форма липида А активирует TLR4, в то время как тетраацилированная является антагонистом TLR4 (Jia L. et al., 2019). 
Исследования R. P. Darveau и S. Jain также показали наличие еще одного типа ЛПС. Он содержит анионный полисахарид, связанный с липидом А и называется A-липополисахарид. Его основная функция – поддержание целостности и устойчивости бактериальной клетки. Кроме того, по сравнению с другими типами ЛПС он в меньшей степени обладает способностью к запуску воспалительных реакций (Jain S., Darveau R. P., 2000). 
Таким образом, изменяя свою липидную структуру в соответствие с микроокружением, P. gingivalis может индуцировать ЛПС, обладающие сродством с соответствующими рецепторами TLR, то есть контролировать иммунный ответ хозяина. Это облегчает адаптацию и выживаемость клеток P. gingivalis. 
3. Гетерогенность капсульного полисахарида. Химический состав капсул P. gingivalis вариабелен и в соответствии с этим выделяют штаммы с различными серотипами К-антигенов. В разных штаммах было описано шесть К-серотипов у P. gingivalis, они обозначены как К1, К2, К3, К4, К5 и К6, а также существуют неинкапсулированные штаммы (Laine M. L. et al., 1996). 
На основании разнообразия капсул, было проведено множество исследований, направленных на сравнение патогенных свойств у того или иного штамма с разными серотипами капсулы, а также у штаммов, не имеющих капсулу. 
Для начала рассмотрим сравнение инкапсулированных и неинкапусулирвланных штаммов.  Для исследования был взят штамм ATCC 33277, не имеющий капсулы, и штамм W83 с К-антигеном серотипа К1. Хотя оба эти штамма обладают высокими патогенными свойствами, инкапсулированный штамм показал гораздо более высокую выживаемость (Singh A. et al., 2011). В то же время, в другом исследовании решили сравнить адгезионные свойства бактерий, и выяснилось, что у инкапсулированных штаммов способность прикрепляться к эпителиальным клеткам десны значительно ниже, чем у неинкапсулированных. Авторы пришли к выводу, что снижение адгезионной способности, возможно, играет роль защитного механизма от фагоцитоза иммунными клетками хозяина (Dierickx K. et al., 2003). 
Установлено, что инкапсулированный P. gingivalis обладает повышенной вирулентностью по сравнению с неинкапсулированными штаммами при формировании абсцессов у мышей. Инкапсулированные штаммы вызывали распространенные флегмоны, в то время как неинкапсулированные способствовали возникновению не летальных локализованных абсцессов (Katz J. et al., 1996). 
Существуют исследования, подтверждающие генетическую гетерогенность среди разных штаммов P. gingivalis, обладающих капсульными полисахаридами разных серотипов. Например, сравнение способности связывания с другими пародонтопатогенами. Было показано, что штаммы с К-антигеном К5 и К6 способны связываться с F. nucleatum, чего не показал штамм с серотипом К1. Таким образом, процесс коагрегации бактерий и формирования биопленки проходит легче для штаммов К5 и К6, в отличие от штамма К1 (Rosen G., Sela M. N., 2006). 

Таким образом, вопрос о генетической гетерогенности P. gingivalis и его факторов патогенности очень активно изучается и мнения ученых разнятся. В представленной работе предлагается исследование генетической гетерогенности фимбрий и цистеиновых протеаз штаммов P. gingivalis у пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом тяжелой степени и определение характеристики вирулентного генотипа P. gingivalis. Кроме того, нам представляется крайне важным изучить распространение вирулентного генотипа среди штаммов P. gingivalis, выделенных от пациентов без воспалительных заболеваний пародонта. Идентификация штаммов P. gingivalis с повышенной патогенностью у здоровых лиц может дать импульс для разработки новых методов для снижения рисков развития агрессивных форм пародонтита.
[bookmark: _Toc104315597]Глава 2. Материалы и методы исследования
[bookmark: _Toc104315598]2.1 Клиническая характеристика пациентов
Было проведено обследование 41 пациентов (27 женщин и 14 мужчин) в возрасте от 36 до 50 лет (средний возраст составил 43,9±1,5 лет) с ХГП тяжелой степени (К 05.31) и без воспалительных заболеваний пародонта (ВЗП).
Диагностику заболеваний пародонта проводили в соответствии с терминологией и классификацией заболеваний пародонта, принятой на заседании президиума секции пародонтологии Стоматологической Ассоциации России (СтАР) в 2001 году, а также МКБ-10, принятой Всемирной Организацией Здравоохранения (ВОЗ) в 1990 году. 
Критерии включения пациентов в исследование: достоверный диагноз ХГП тяжелой степени (К 05.31) или отсутствие ВЗП; информированное добровольное согласие больного.
Критерии исключения пациентов из исследования: наличие вредных привычек (курение); наличие ортодонтических аппаратов; тяжелая сопутствующая патология внутренних органов с функциональной недостаточностью, сахарный диабет, злокачественные или доброкачественные новообразования любой локализации; ВИЧ-инфекция, активный туберкулез; отказ больного от обследования.
Всем пациентам было проведено обследование, заключающееся в сборе анамнеза жизни и заболевания, оценке стоматологического статуса, с занесением полученных данных в карту обследования стоматологического больного (приложение 1, 2, 3).
В соответствии с задачами исследования были сформированы две группы наблюдения (таблица 2.1). 


Таблица 2.1
Распределение пациентов основной и контрольной групп 
по полу и возрасту
	Группа
	Основная
	Контрольная
	
Всего

	Возраст, лет
	Пол (n)
	Пол (n)
	

	
	Женский 
	Мужской
	Женский 
	Мужской
	

	молодой (<44 лет)
	1
	2
	8
	2
	13

	средний (45-59 лет)
	14
	6
	8
	3
	31

	Всего
	15
	8
	16
	5
	44



В первую группу вошли 22 пациента  с ХГП тяжелой степени (К 05.31). Контрольная группа представлена 19 пациентом без ВЗП. Для создания контрольной группы предварительно было обследовано 69 пациентов без ВЗП и отобраны те пациенты, у которых в поддесневой борозде обнаруживали P. gingivalis. 

[bookmark: _Toc104315599]2.2 Оценка стоматологического статуса пациентов
Клиническое обследование пациентов было проведено по общепринятой методике, включающей в себя выявление жалоб, сбор анамнеза жизни и анамнеза заболевания, внешний осмотр и осмотр полости рта (оценка состояния гигиены полости рта, тканей пародонта). Во время обследования был использован комплекс основных и дополнительных методов обследования.
Программа обследования пациента:
1. Жалобы пациента;
2. Анамнез жизни:
· возраст;
· пол;
· наличие вредных привычек;
· наличие аллергии;
· перенесенные и сопутствующие заболевания;
· гигиенические навыки пациента;
3. Анамнез заболевания:
· предполагаемая пациентом причина возникновения;
· предполагаемая давность течения заболевания;
· эффективность проводимого ранее лечения;
4. Внешний осмотр;
5. Осмотр полости рта:
· зубная формула;
· состояние прикуса;
· уровень прикрепления уздечек губ и языка, тяжей слизистой оболочки;
· наличие трем и диастем;
· отсутствие межзубных контактов;
· наличие нависающих краев коронок и пломб;
· наличие ортодонтических и ортопедических конструкций;
· наличие мягкого зубного налета и твердых наддесневых и поддесневых зубных отложений; 
· цвет и состояние десны;
· оценка рецессии десны;
· наличие пародонтальных карманов;
· наличие и характер экссудата из пародонтального кармана;
· наличие и интенсивность кариеса;
· определение величины клинической потери прикрепления (расстояние между границей эмаль/цемент и клинически зондируемым дном пародонтального кармана);
· наличие зубов с подвижностью и оценка их подвижности по шкале Миллера (Miller S.C., 1938) в модификации Флезара (Fleszar et al., 1980):
0 - подвижность зуба находится в пределах физиологической;
1-я степень – смещение зуба относительно вертикальной оси, не превышает 1мм;
2-я степень - зуб смещается не более, чем на 1-2 мм в щечно-язычном направлении, без нарушения его функции;
3-я степень – резко выраженная подвижность зуба не только в щечно-язычном направлении, но и по вертикальной оси, нарушение функции зуба.
Определение стоматологических индексов:
· Упрощенный индекс гигиены полости рта (OHI−S, Green, Vermillion, 1964) – исследование с помощью зонда следующих зубов: щечная поверхность 1.6, 2.6, язычная поверхность 3.6 и 4.6 и губная поверхность 1.1, 3.1. Движение зондом производят от режущего края к десне.
Индекс оценивается по следующим критериям:
0 – нет налета и зубного камня;
1 - мягкий зубной налет покрывает до 1/3 площади коронки и/или наличие плотного пигментного налета, наддесневoй зубной камень выявляется не более, чем на 1/3 площади коронки;
2 - налет покрывает от 1/3 до 2/3 площади коронки, наддесневoй зубной камень занимает от 1/3 до 2/3 поверхности коронки и/или наличие отдельных частиц пoддесневого зубного камня;
3 - мягкий налет покрывает от 2/3 площади коронки, наддесневoй зубной камень более 2/3 коронки и/или пoддесневой зубной камень охватывает всю шейку зуба циркулярнo.
OHI-S = индекс зубного налета () + индекс зубного камня ()
Интерпретация результатов индекса OHI−S:
0–0,6 — низкий индекс гигиены, хорошая гигиена ПР;
0,7–1,6 — средний индекс гигиены, удовлетворительная гигиена ПР;
1,7–2,5 — высокий индекс гигиены, неудовлетворительная гигиена ПР;
≥ 2,6 — очень высокий индекс гигиены, плохая гигиена ПР.
· Индекс Silness-Loe (1967) – определение над- и поддесневого зубного камня (ЗК) вестибулярной, дистально-язычной, центрально-язычной и медиально-язычной поверхностей 6 обследуемых зубов.
Для определения используются следующие коды:
0 – нет зубного камня;
1 – определяется зубной камень шириной и/или толщиной <0,5 мм;
2 – ширина и/или толщина зубного камня 0,5-1 мм;
3 – ширина и/или толщина зубного камня >1 мм.
Для расчета индекса используется формула:
Интенсивность ЗК = 
· PMA - папиллярно-маргинально-альвеолярный индекс (Parma С., 1960) – оценка начальных воспалительных изменений в пародонте.
Индекс РМА оценивается по следующим критериям:
0 — отсутствие воспаления;
1 — воспаление только в области десневoго сосочка (Р);
2 — воспаление маргинальной десны (М);
3 — воспаление альвеолярной десны (А). 
Для расчета индекса используется следующая формула:  
РМА =  100% 
Интерпретация результатов индекса PMA:
<30% - легкая степень тяжести гингивита;
31 - 60 % - средняя степень тяжести гингивита;
>61% - тяжелая степень тяжести гингивита.
· Кровоточивость при зондировании (ВОР) (Аinаmo, Вау, 1975) - обследование десны в области поверхностей зубов на предмет наличия (+) или отсутствия (-) кровоточивости. 
ВОР = x 100% 
· Индекс нуждаемости в парoдонтологическом лечении CPITN (ВОЗ, 1978, Аinаmoetal, 1982) - пародонт исследуется с помощью пародонтального зонда в области шести групп зубов (17/16, 11, 26/27, 37/36, 31, 46/47) на нижней и верхней челюстях. 
Для оценки индекса используют следующие коды:
0 – нет признаков патологии;
1 – кровоточивость десны после зондирования;
2 – наличие над- и поддесневoго зубного камня;
3 – определяется карман глубиной 4-5мм;
4 – определяется карман глубиной более 6мм.

[bookmark: _Toc514367232][bookmark: _Toc514458902][bookmark: _Toc514459234][bookmark: _Toc514607181][bookmark: _Toc104315600]2.3 Рентгенологический метод исследования
Для рентгенологической оценки патологического процесса в тканях пародонта использовали компьютерные томограммы пациентов до начала лечения по следующим критериям: 
· деструкция межальвеолярных перегородок альвеолярного отростка (деструкция костной ткани альвеолярного отростка):
1.	до 1/3 длины корня;
2.	на 1/3-1/2 длины корня;
3.	более 1/2 длины корня;
· образование костных карманов;
· состояние компактной пластинки костной ткани (четкая, разрушенная).

[bookmark: _Toc104315601]2.4 Микробиологический метод исследования 
[bookmark: _Toc104315602]2.4.1. Забор материала  
Проводили забор материала из пародонтальных карманов у пациентов с ХГП тяжелой степени (основная группа) и из десневой борозды у здоровых пациентов (контрольная группа) с помощью стерильных бумажных абсорбентов Absorbent Paper Points фирмы Euronda размером №25. Бумажные абсорбенты вводили на 7-10 секунд в десневую борозду или пародонтальные карманы, после чего сразу помещались в стерильные герметичные пробирки типа Eppendorf и хранились при температуре -200С. Для транспортировки материала использовалось специальное охлаждающее устройство для поддержания условий хранения. 
[bookmark: _Toc104315603]2.4.2. Выделение тотальной ДНК из исходного биологического материала 
Для выделения ДНК использовался набор «Экспресс-ДНК-Био» в соответствии с инструкцией. 
В пробирки с исследуемым биологическим материалом добавляли 180 мкл реагента, после чего содержимое пробирок смешивали на центрифуге-встряхивателе (Vortex, Biosan) в течение 5 секунд. Бумажные абсорберы извлекали, отжимая впитанное содержимое крышкой пробирки, затем пробирки помещали в термостат и инкубировали в течение 5 минут при температуре +98 градусов. Затем производили центрифугирование в течение 5 минут при скорости 13000 оборотов в минуту. Полученные образцы ДНК хранили при -200С и использовали при постановке полимеразной цепной реакции.
[bookmark: _Toc104315604]2.4.3. Конструирование олигонуклеотидных праймеров 
Конструирование, анализ и определение температуры отжига олигонуклеотидных праймеров осуществляли с помощью компьютерных программ Primer 3 и OLIGO 4.0 (табл. 2.4.3).

Таблица 2.4.3
Олигонуклеотидные праймеры
	
	Название
	5’→3’
	Т0отж.
	Размер фрагмента ДНК (пн)

	1
	Gin1
	GTATATGCTCGACGAGGTGGAA
	57,0
	334

	2
	Gin2
	ATTGTCCAGGGTAACTTCTTCG
	
	

	3
	Fim I1
(T. Yoshino et al., 2007)
	CTGTGTGTTTATGGCAAACTTC
	54,0
	
392

	4
	Fim I2
(T. Yoshino et al., 2007)
	AACCCCGCTCCCTGTATTCCGA
	
	

	5
	Fim II1
	TGTTGCAGACAATAATCCTAC
	51,0
	
250

	6
	Fim II2
	CGATTACCAAGTAGCATTCTGA
	
	

	7
	Fim IV1
(T. Yoshino et al., 2007)
	CTATTCAGGTGCTATTACCCAA
	53,0
	
251

	8
	Fim IV2
(T. Yoshino et al., 2007)
	AACCCCGCTCCCTGTATTCCGA
	
	

	9
	Kgp1
	TCCACTTCTGACCACATCTCAA
	56,0
	397


	10
	Kgp2
	AGCTTCCCGATAGTAATGAGCA
	
	

	11
	RgpA1
	AATCCCGGAACAACAACACTTT
	56,0
	331

	12
	RgpA2
	TGAAGTTGGATGCATCGTTACC
	
	



[bookmark: _Toc104315605]2.4.4. Постановка полимеразной цепной реакции 
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – это реакция амплификация исследуемых фрагментов ДНК, то есть получение большого количества копий ДНК путем многократного циклического реплицирования ДНК и разделения ее цепи на отдельные нити (денатурации). ПЦР позволяет выявить наличие конкретного исследуемого фрагмента ДНК в соответствии с заданными условиями. 
К 5 мкл геномной ДНК добавляли 10 мкмолей каждого из специфических праймеров, фланкирующих исследуемую последовательность, буфер с магнием для полимеразы, по 0,2 мМ каждого из 4 дезоксирибонуклеотидтрифосфатов, объем доводили водой до 25 мкл. Добавляли 0,4 мкл термостабильной ДНК-полимеразы. На поверхность жидкости наносили 50 мкл минерального масла. Реакцию проводили с использованием амплификатора (Терцик, Россия). Смесь инкубировали при t = 94оС в течение 3 минут. Прибор программировали по активному регулированию температуры в растворе: цикл денатурации t = 94oС на 15 секунд, цикл отжига праймеров на 17 секунд, цикл синтеза ДНК t = 72oС на 30 секунд. Последовательность таких циклов повторялась 35 раз. После чего смесь инкубировали при t = 72oС в течение 5 минут. Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе, приведены в таблице 2.4.3.
[bookmark: _Toc104315606]2.4.5 Электрофорез фрагментов ДНК 
Электрофорез ДНК проводили в 1% агарозном геле в горизонтальном аппарате «WideMini-SubCell GT Cell - 170-4468» (BioRad, США) с использованием ТАЕ буфера (ThermoScientific, Германия). Для визуализации ДНК в ультрафиолетовых лучах в гель был добавлен раствор бромистого этидия (0,5 мкг/мл). В смесь, полученную после амплификации, добавляли краситель, после чего образцы наносили в лунки агарозного геля. Размер геля 10х15 см. Время электрофореза - 45 минут, напряжение - 120 В. 
Визуализацию полученных результатов проводили с использованием системы видеoзахвата «VersaDoc MP 4000» (BioRad), где производилась фотофиксация в ультрафиолетовых лучах с последующей обработкой снимка в компьютерной программе «Quantity One» (США). 
[bookmark: _Toc104315607]2.5 Компьютерный анализ 
Статистическая обработка включала вычисление параметров средних величин, значение среднего квадратического отклонения и значение средней ошибки среднего арифметического числа. Для визуализации полученных результатов исследования были построены диаграммы в программе Microsoft Excel.  














[bookmark: _Toc104315608]Глава 3. Результаты исследований
[bookmark: _Toc104315609]3.1 Результаты клинических исследований
[bookmark: _Toc104315610]3.1.1 Клиническая оценка пациентов до проведенного лечения
Был проведен анализ результатов, полученных в ходе клинического исследования пациентов до проведенного лечения.
1. При сборе анамнеза было установлено следующее:
a) Предполагаемые пациентами причины возникновения заболевания: 11 пациентов (50,0%) связывают возникновение заболевания с отягощенным наследственным анамнезом, 1 пациент (4,5%) – с проводимым ранее ортопедическим лечением, 5 пациентов (22,7%) – с неудовлетворительной гигиеной полости рта, а 5 пациентов (22,7%) затрудняются назвать предполагаемую причину возникновения заболевания.
b) Давность возникновения заболевания: 14 (63,6%) пациентов указали появление у них заболевания более 10 лет назад. 
c) При анализе сопутствующих заболеваний у пациентов основной и контрольной групп были выявлены такие патологии, как гипертоническая болезнь, хронический гастрит, желчно-каменная болезнь и аллергические реакции на пыльцу, пыль, медикаменты (рис. 3.1.1).
2. Анализ данных гигиенических навыков обследуемых пациентов основной группы показал, что 19 (86,4%) пациентов чистят зубы зубной щеткой с пастой два раза в день, 2 (9,1%) - один раз в день. 7 (31,8%) пациентов указали использование дополнительных средств гигиены (ирригаторы, флоссы, флоссеты, зубочистки). Контрольная группа: 19 (100%) пациентов чистят зубы зубной щеткой с пастой два раза в день. 16 (84,2%) пациентов указали использование дополнительных средств гигиены (ирригаторы, флоссы, флоссеты, зубочистки). 


Рис. 3.1.1 Сопутствующие патологии у пациентов основной и контрольной групп
3. Анализ результатов клинического обследования показал, что пациенты основной группы предъявляли жалобы на кровоточивость при чистке зубов, во время приема пищи, а также на самопроизвольную кровоточивость десен (23%, 12% и 2% соответственно). В 15% случаев пациенты отмечали зуд и жжение в деснах, а в 23% случаев отмечались подвижность зубов, отек и воспаление десен. Кроме того, в 13% случаев пациенты предъявляли жалобы на неприятных запах из полости рта и попадание пищи между зубами. Смещение зубов отмечалось у пациентов в 16% случаев. Пациенты контрольной группы лишь в 2% случаев предъявляли жалобы на попадание пищи между зубами. Данные результаты указаны в таблице 3.1.1, на рисунке 3.1.2. 




Таблица 3.1.1
Распределение пациентов по предъявляемым жалобам

	№
	Жалобы
	Основная группа
 (n, %)
	Контрольная группа
 (n, %)

	1
	Кровоточивость при чистке зубов, 
во время приема пищи, самопроизвольная
	23

12
2
	-

	2
	Зуд, жжение в деснах
	15
	-

	3
	Неприятный запах из ПР
	13
	-

	4
	Подвижность зубов
	23
	-

	5
	Смещение зубов
	16
	-

	6
	Попадание пищи между зубами
	13
	2 

	7
	Отек, воспаление десен
	23
	-



Таким образом, наиболее распространенными жалобами, предъявляемыми пациентами, являются кровоточивость десен при чистке зубов, подвижность зубов, отек и воспаление десен. 


Рис.3.1.2 Распределение пациентов основной и контрольной групп по предъявляемым жалобам
4. При проведении стоматологического осмотра пациентов основной группы выявлена патология прикуса у 14 (63,6%)пациентов. Коррекция уздечек верхней и нижней губ, преддверия и тяжей слизистой оболочки полости рта показана 16 (72,7%) пациентам основной группы. Преждевременные контакты между зубами, а также нависающие края коронок и пломб были выявлены у 17 (77,3%) обследуемых основной группы.
У всех пациентов основной группы выявлена гиперемия маргинальной и прикрепленной десны, экссудация из пародонтальных карманов. Рецессия десны определялась у 22 пациентов, средняя величина составила 1,96±0,07 мм. Поражение фуркации было выявлено у 15 (68,2%) пациентов. Подвижность зубов отмечалась у всех пациентов основной группы, чаще 1-2 степени.
Результаты, полученные в ходе определения индексов гигиены полости рта и индексов состояния тканей пародонта, представлены в таблице 3.1.2. 

	Таблица 3.1.2
Значения стоматологических индексов у пациентов основной и контрольной групп пациентов 
	Индексы
	Основная группа (n=22)

	Контрольная группа
(n=22)
	p

	OHI-S
	4,77±0,12
	0,44±0,04
	<0,001

	Silness-Loe
	2,81±0,51
	0,8±0,04
	<0,001

	CPITN
	3,27±0,23
	0
	

	PMA
	72,07±6,84
	0
	

	BOP
	82,81±7,64
	0
	



Согласно представленным данным можно говорить о том, что значения индексов гигиены основной группы значительно превышают значения индексов в контрольной группе. Полученные показатели гигиенических индексов указывают на плохую гигиену полости рта у пациентов основной группы, в то время как пациенты контрольной группы имеют низкие показатели, свидетельствующие о хорошем уровне гигиены полости рта. 
Значения индексов состояния тканей пародонта у пациентов основной группы соответствуют поставленному диагнозу ХГП ТСТ. Данные о значениях гигиенических и пародонтологических индексов представлены на рисунках 3.1.3 и 3.1.4.
 
Рис. 3.1.3 Значения индексов гигиены у пациентов основной и контрольной групп


Рис. 3.1.4 Значения индексов состояния тканей пародонта у пациентов основной группы
[bookmark: _Toc104315611]3.2 Результаты рентгенологического исследования
В ходе работы была проведена оценка компьютерных томограмм обследуемых пациентов. 
У всех пациентов основной группы были выявлены костные карманы: в области 15,2±3,7 зубов, а также разрушение компактной пластинки альвеолярной кости на всем протяжении 100% пациентов с ХГП ТСТ.
Величина деструкции костной ткани, у пациентов с ХГП ТСТ – «от ⅓ до ½ длины корня» в 42,6% случаев, «более ½ длины корня» в 36,3% случаев.
Данные, полученные в ходе рентгенологического исследования, соответствуют клинической картине и поставленному диагнозу ХГП ТСТ. 

[bookmark: _Toc104315612]3.3 Результаты микробиологического исследования 
[bookmark: _Toc104315613]3.3.1 Изучение распространенности P. gingivalis у пациентов основной и контрольной групп. 
Содержимое пародонтальных карманов пациентов основной группы и поддесневой борозды пациентов контрольной группы исследовали на наличие P. gingivalis методом ПЦР-скрининга. 
В основной группе с тяжелой степенью ХГП P. gingivalis были обнаружены у всех пациентов (100% случаев). Для формирования контрольной группы предварительно было обследовано 69 пациентов без ВЗП, среди которых P. gingivalis были выявлены у 21 пациента (30,4% случаев), что показано на рисунке 3.3.1.1. 

Рис. 3.3.1.1 Частота встречаемости P. gingivalis у пациентов основной и контрольной групп
На рисунке 3.3.2 представлен пример идентификации P. gingivalis методом ПЦР в образцах 23-69, полученных из поддесневой борозды у пациентов без ВЗП. 
[image: ]
Рис. 3.3.1.2 Идентификация P. gingivalis в образцах контрольной группы: фрагменты ДНК после ПЦР и разделения в 1%- агарозном геле
Обозначения: 
Первая дорожка - ДНК-маркер (100 – 1500 пн);
23-69 -  P. gingivalis в образцах 23-69;
+ - положительный контроль на P. gingivalis. 

[bookmark: _Toc104315614]3.3.2 Распространенность фимбрий среди штаммов P. gingivalis
В основной группе среди 22 штаммов P. gingivalis исследовали три наиболее распространенных генотипа фимбрий (fimA I, II и IV). Среди исследованных штаммов доминировал генотип fimA II (40,9%). На втором месте по распространенности был генотип fimA I (22,7%), и в небольшом количестве обнаруживали фимбрии IV типа (9,1%). Необходимо отметить, что из 22 штаммов P. gingivalis основной группы только 6 штаммов (27,3% случаев) не содержали генов fimA I, II и IV. Полученный результат означает, что в 72,7% случаев штаммы P. gingivalis, выделенные от пациентов с ХГП тяжелой степени, несут гены, кодирующие фимбрии I, II и IV типов. 
В контрольной группе среди 19 штаммов P. gingivalis были обнаружены fimA II и fimA I (36,8% и 5,3% случаев, соответственно), что показано на рисунке 3.3.2.1. Таким образом, штаммы P. gingivalis, выделенные от пациентов без воспалительных заболеваний пародонта, в 42,1% случае несут гены, кодирующие фимбрии I, II типов.   


Рис. 3.3.2.1 Распространенность генов фимбрий среди штаммов P. gingivalis у пациентов основной и контрольной групп
На рисунке 3.3.2.2 представлен пример идентификации fimA II методом ПЦР в образцах 15-23, взятых у пациентов основной группы. 
[image: ]
Рис. 3.3.2.2 Идентификация fimA II: фрагменты ДНК после ПЦР и разделения в 1%-агарозном геле
Обозначения:
Первая дорожка - ДНК-маркер (100 – 1500 пн);
15-23 – fimA II в образцах 15-23.
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Гены (kgh), кодирующие лизин-зависимые протеазы, в основной группе определяли в 68,2% случаев, в то время как гены (rghA), кодирующие аргинин-зависимые протеазы А типа выявляли у всех пациентов (100% случаев). Таким образом, очевидна прямая корреляция между штаммами P. gingivalis, несущими гены rghA, и тяжелой степенью ХГП. При исследовании распространенности соответствующих генов в контрольной группе kgh и rghA выявляли в 26,3% и 47,4% случаев, соответственно (рис. 3.3.4). 


Рис. 3.3.4 Распространенность генов kgh и rghA среди штаммов P. gingivalis у пациентов основной и контрольной групп
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Исследование возможных генотипических вариантов по трем генам вирулентности показало, что в основной группе преобладали штаммы P. gingivalis с генотипом fimA II:kgh:rghA (27,3% случаев). Также выявляли штаммы P. gingivalis с генотипом fimA I:kgh:rghA (18,2% случаев) и fimA IV:kgh:rghA (9,1% случаев) (таблица 3.3.5, рис. 3.3.5).  Сравнение с контрольной группой показало, что и у пациентов без воспалительных заболеваний пародонта в 5,3% случаев были обнаружены штаммы P. gingivalis с вирулентными генотипами fimA I:kgh:rghA либо fimA II:kgh:rghA (таблица 3.3.5, рис. 3.3.5).  
Таблица 3.3.5
Распределение генотипов fimA II, kgh, rghA в основной и контрольной группах
	Генотипические варианты
	Распространенность (%)

	
	Основная группа
	Контрольная группа

	fimA II:kgh:rghA
	27,3
	5,3

	fimA I:kgh:rghA
	18,2
	5,3

	fimA IV:kgh:rghA
	9,1
	0




Рис. 3.3.5 Распределение генотипов fimA II, kghrghA в основной и контрольной группах

Результаты, полученные в ходе ПЦР-диагностики у пациентов основной и контрольной групп,  представлены в приложении 4, 5. 
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Целью настоящего исследования являлось изучение распространенности специфических генов патогенности среди штаммов P. gingivalis, выявляемых у пациентов с ХГП тяжелой степени и у пациентов без ВЗП.
Для достижения этой цели было проведено обследование 41 пациентов (27 женщин и 14 мужчин) в возрасте от 36 до 50 лет (средний возраст составил 43,9±1,5 лет) с ХГП ТСТ и без ВЗП. 
В соответствии с поставленными задачами были сформированы две группы исследования. В первую группу вошли 22 пациента с ХГП тяжелой степени. Контрольную группу представили 19 пациентов без ВЗП. Для создания контрольной группы предварительно было обследовано 69 пациентов без ВЗП и отобраны те пациенты, у которых в поддесневой борозде методом ПЦР-скрининга обнаруживали P. gingivalis. 
В ходе исследования были использованы клинический, рентгенологический и микробиологический методы исследования. Клинический метод включал в себя обследование, заключающееся в сборе жалоб, анамнеза жизни и заболевания, оценке стоматологического и пародонтологического статуса. Рентгенологическое исследование проводилось с целью оценки патологического процесса в тканях пародонта. Микробиологическое исследование заключалось в оценке биологического материала, взятого из пародонтальных карманов у пациентов основной группы и из десневой борозды пациентов контрольной группы с помощью ПЦР-скрининга. 
В ходе анализа результатов клинического и рентгенологического исследования пациентам основной и контрольной группы были поставлены соответствующие диагнозы. У пациентов основной группы выявляли ХГП тяжелой степени (100% случаев), у пациентов контрольной группы не было диагностировано ВЗП (100% случаев). 
Анализ жалоб пациентов основной группы показал, наиболее часто предъявлялись жалобы на кровоточивость десен при чистке зубов (23%), подвижность зубов (23%) и отек и воспаление десен (23%). 
При оценке индексов гигиены OHI-S и Silness, Loe выявлено, что значения индексов гигиены основной группы значительно превышают значения индексов в контрольной группе. Полученные результаты свидетельствуют о том, что пациенты основной группы имеют плохой уровень гигиены полости рта, в то время как значения индексов гигиены в контрольной группе указывают на хороший уровень гигиены полости рта. 
Значения индексов состояния тканей пародонта РМА, CPITN, BOP у пациентов основной группы соответствуют значениям, характерным для ХГП ТСТ. 
Данные, полученные в ходе рентгенологического исследования пациентов основной группы, соответствуют клинической картине и поставленному диагнозу ХГП ТСТ.
В ходе микробиологического исследования у пациентов основной и контрольной группы была проведена оценка распространенности P. gingivalis и их факторов патогенности (фимбрий, протеаз), выявлена взаимосвязь ВЗП и штаммами P. gingivalis с более выраженным патогенным потенциалом и определен возможный вирулентный генотип. 
Распространенность P. gingivalis у пациентов основной группы составила 100% случаев, что полностью коррелирует с предыдущими исследованиями (Igboin C.O. et al., 2009). По данным литературы распространенность этого микроорганизма у здоровых лиц колеблется от 10 до 25% случаев. В нашем исследовании мы показали, что распространенность P. gingivalis составила 30,4% случаев. 
При исследовании распространенности факторов патогенности P. gingivalis в качестве основы методического подхода использовали научно-исследовательскую работу T. Yoshino et al. (2007). Авторы проанализировали распространенность фимбрий и протеаз среди 62 клинических изолятов, выделенных от пациентов Швеции с ХГП ТСТ (50 пациентов) и абсцессами периодонта (8 пациентов), и описали следующие результаты: наиболее часто выявляли гены фимбрий II типа fimA II (71,0%); на втором месте по распространенности были гены фимбрии IV типа fimA IV (16,1%); гены фимбрий I типа fimA I обнаруживали лишь в 4,8% случаев. Распространенность генов лизин-зависимых протеаз и аргинин-зависимых протеаз А типа составила 56,5% и 75,8% случаев соответственно (T. Yoshino et al., 2007). В нашем исследовании мы изучили распространенность специфических генов вирулентности не только у пациентов, страдающих ХГП ТСТ (основная группа), но и у здоровых лиц (контрольная группа), и провели сравнительную характеристику двух групп наблюдения. При исследовании распространенности факторов патогенности в основной группе было показано, что на первом месте по частоте встречаемости оказались гены фимбрий II типа (40,9% случаев) и аргинин-зависимых протеаз А типа (rghA), идентифицированных в 100% случаев. В значительном количестве выявляли гены лизин-зависимых протеаз kgh (68,2% случаев). В контрольной группе fimA II и rghA были обнаружены в 36,8% и 52,6% случаев соответственно. Гены лизин-зависимых протеаз kgh выявляли в 26,3% случаев. Полученные результаты позволяют говорить о том, что P. gingivalis, несущие фимбрии FimA II, Kgh и RghA, обладают более выраженным патогенным потенциалом, то есть указанные факторы можно считать маркерами для выявления более патогенных штаммов P. gingivalis. 
При анализе генотипических вариантов P. gingivalis в основной группе наиболее часто обнаруживали варианты - fimA II:kgh:rghA (27,3%) и fimA I:kgh:rghA (18,2%). Генотип fimA IV:kgh:rghA был идентифицирован лишь в 9,1% случаев. T. Yoshino et al. описывают частоту обнаружения вирулентных генотипов среди шведских пациентов как fimA II:kgh:rghA (53,3%), fimA IV:kgh:rghA (8%) и fimA I:kgh:rghA (2%). Сравнивая представленные результаты можно отметить очевидное отличие в обнаружении вирулентных генотипов штаммов P. gingivalis  fimA II:kgh:rghA и fimA I:kgh:rghA у пациентов с ХГП ТСТ из Петербурга и Швеции: у пациентов из Швеции генотип fimA II:kgh:rghA  выявляли почти в два раза чаще, в противоположность этому генотип fimA I:kgh:rghA выявляли крайне редко.
В контрольной группе в небольшом количестве (5,3% случаев) также были обнаружены вирулентные генотипы fimA I:kgh:rghA либо fimA II:kgh:rghA. 
Анализ микробиологических данных позволяет сделать предположение о том, что среди трех пародонтопатогенов P. gingivalis, T. denticola, T. forsynthia, входящих в «красный комплекс», который связывают с агрессивным воздействием на пародонт, первым колонизирует ткани пародонта именно P. gingivalis. В пользу этого утверждения указывает тот факт, что P. gingivalis - единственный микроорганизм из комплекса, который выявляется в десневой борозде у здоровых лиц в небольшом проценте случаев.
В нашем исследовании было показано, что у пациентов контрольной группы в 5,3 % случаев обнаруживаются вирулентные генотипы P. gingivalis, характерные для ХГП тяжелой степени. Этот результат может оказаться важным в прогнозировании риска развития воспалительных заболеваний пародонта. 
Выявление штаммов P. gingivalis с более выраженным патогенным потенциалом и обнаружение их вирулентных генотипов имеет важное как фундаментальное, так и практическое значение. На основе полученных клинико-микробиологических данных возможно более глубокое понимание этиологии воспалительных заболеваний пародонта. С другой стороны, полученные результаты открывают перспективу разработки и внедрения новых специфических методов профилактики ВЗП. Кроме того, обнаружение вирулентного генотипа P. gingivalis у пациентов без ВЗП позволяет предполагать о повышенной предрасположенности к развитию пародонтита этой группы здоровых людей. Обладая этими знаниями, врач сможет заблаговременно провести профилактику ВЗП, разработать индивидуальную гигиену полости рта пациента, дать соответствующие рекомендации.  
Все поставленные задачи представленного исследования были выполнены, и на основе полученных результатов сделаны соответствующие выводы. 

[bookmark: _Toc104315619]Выводы 
1. Результаты ПЦР-скрининга показали, что пародонтопатоген P. gingivalis присутствует в пародонтальных карманах пациентов с ХГП тяжелой степени в 100% случаев. У пациентов, не имеющих ВЗП, P. gingivalis обнаруживается в десневой борозде в 30,4% случаев. 
2. У пациентов с ХГП тяжелой степени было установлено доминирование штаммов P. gingivalis, несущих гены фимбрий II типа (40,9% случаев), и прямая корреляция между ХГП тяжелой степени и штаммами P. gingivalis, несущими гены аргинин-зависимых протеаз А типа (r=1,0). 
3. Анализ клинико-микробиологических данных позволяет рассматривать фимбрии FimA II, лизин-зависимые протеазы и аргинин-зависимые протеазы А типа в качестве специфических маркеров для выявления более патогенных штаммов P. gingivalis.
4. При изучении генотипических вариантов P. gingivalis при ХГП тяжелой степени определены наиболее распространенные вирулентные генотипы: fimA II:kgh:rghA (27,% случаев) и  fimA I:kgh:rghA (18,2% случаев). 
5. У пациентов без ВЗП в 5,3% случаев обнаружены вирулентные генотипы fimA I:kgh:rghA либо fimA II:kgh:rghA, что свидетельствует о вероятном  риске развития хронического генерализованного пародонтита.
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Приложение 4
Выявленные гены патогенности P. gingivalis у пациентов основной группы методом ПЦР-диагностики
	№ пациента 
	P. gingivalis
	FimI
	FimII
	FimIV
	Kgh
	RghA

	1
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	2
	+
	-
	-
	-
	-
	+

	3
	+
	-
	-
	+
	+
	+

	4
	+
	-
	-
	-
	-
	+

	5
	+
	+
	-
	-
	+
	+

	6
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	7
	+
	+
	-
	-
	+
	+

	8
	+
	+
	-
	-
	+
	+

	9
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	10
	+
	-
	-
	-
	-
	+

	11
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	12
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	13
	+
	-
	-
	+
	+
	+

	14
	+
	+
	-
	-
	+
	+

	15
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	16
	+
	-
	+
	-
	-
	+

	17
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	18
	+
	-
	+
	-
	-
	+

	19
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	20
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	21
	+
	+
	-
	-
	-
	+

	22
	+
	-
	+
	-
	-
	+



Приложение 5
Выявленные гены патогенности P. gingivalis у пациентов контрольной группы методом ПЦР-диагностики
	№ пациента
	P. gingivalis
	FimI
	FimII
	FimIV
	Kgh
	RghA

	1
	+
	+
	-
	-
	+
	+

	2
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	3
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	4
	+
	-
	-
	-
	-
	+

	5
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	6
	+
	-
	-
	-
	-
	+

	7
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	8
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	9
	+
	-
	+
	-
	-
	+

	10
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	11
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	12
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	13
	+
	-
	+
	-
	-
	+

	14
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	15
	+
	
	-
	-
	-
	-

	16
	+
	
	+
	-
	-
	+

	17
	+
	
	-
	-
	-
	-

	18
	+
	
	-
	-
	-
	-

	19
	+
	
	+
	-
	-
	-



Основная группа	Гипертоническая болезнь	Хронический гастрит	Желчно-каменная болезнь	Аллергические реакции	5	4	4	3	Контрольная группа	Гипертоническая болезнь	Хронический гастрит	Желчно-каменная болезнь	Аллергические реакции	3	3	3	2	

Контрольная группа	Кровоточивость при чистке зубов	Кровоточивость при приеме пищи	Самопроизвольная кровоточивость	Зуд, жжение в деснах	Галитоз	Подвижность зубов	Смещение зубов 	Попадание пищи между зубами	Отек, воспаление десен	0	0	0	0	0	0	0	2	0	Основная группа	Кровоточивость при чистке зубов	Кровоточивость при приеме пищи	Самопроизвольная кровоточивость	Зуд, жжение в деснах	Галитоз	Подвижность зубов	Смещение зубов 	Попадание пищи между зубами	Отек, воспаление десен	23	12	2	15	13	23	16	13	23	%
Столбец1	Основная группа	Контрольная группа	OHI-S	Основная группа	Контрольная группа	4.7699999999999996	2.81	Silness-Loe	Основная группа	Контрольная группа	0.44	0.8	
Основная группа	CPITN	PMA	BOP	3.27	72.069999999999993	82.81	
Общее число пациентов	Основная группа 	Пациенты без ВЗП	22	69	Выявление P. gingivalis	Основная группа 	Пациенты без ВЗП	22	21	

fimA I	Основная группа 	Контрольная группа	22.7	5.3	fimA II	Основная группа 	Контрольная группа	40.9	31.6	fimA IV	Основная группа 	Контрольная группа	9.1	0	kgh	Основная группа	Контрольная группа 	68.2	26.3	rghA	Основная группа	Контрольная группа 	100	47.4	fimA II:kgh:rghA	Контрольная группа	Основная группа 	5.3	27.3	fimA I:kgh:rghA	Контрольная группа	Основная группа 	5.3	18.2	fimA IV:kgh:rghA	Контрольная группа	Основная группа 	0	9.1	
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