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Список сокращений 

Ct – циклы 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ПЦР – полимеразная цепная реакция. 

ПЦР-RT – полимеразная цепная реакция в реальном времени (real time) 
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Введение 

В настоящее время человечество уже достаточно успешно научилось бороться с 
кариесом и другими заболеваниями полости рта. Несмотря на это пародонтит не относится 
к таковым. Всемирная Организация Здравоохранения заявила о том, что одной из «…самых 

распространенных болезней полости рта является пародонтит…» (Всемирная Организация 
Здравоохранения, 2015). 

Пародонт – комплекс тканей, окружающих зуб и 
удерживающих его в альвеоле. Его составляющими 
являются дёсны, периодонт, цемент и альвеолярные 

отростки (Рисунок 1).    
 Пародонтит – воспалительное заболевание 

пародонта, характеризующееся прогрессирующим 
разрушением нормальной структуры альвеолярного 
отростка челюсти. Причиной этому служит активность 

бактерий-пародонтопатогенов. Симптомами 
пародонтита являются воспаление дёсен, переходящее 

к остальным тканям, фиксирующим и окружающим 
зуб. В конечном счёте, без вмешательства стоматолога 
это заболевание приводит к разрушению альвеолярных 

перегородок, и, как итог – к выпадению зубов (Г.М. 
Барера, 2008). 

На сегодняшний день существует большое число опубликованных работ по 
исследованию молекулярных маркеров пародонтита (пародонтопатогены бактерии, 
транскрипты сигнальных факторов и генетические детерминанты генома человека), однако 

в настоящий момент молекулярная диагностика все ещё не находит применения в 
пародонтологической практике. Тем не менее, актуальность использования молекулярных 

методов в оценке состояния пародонта полностью сохраняется. Это обусловлено, в первую 
очередь, тем, что, несмотря на утверждения ряда опубликованных работ о высокой 
эффективности новых методов лечения пародонтита: фотодинамической терапии, 

терапевтического лазера (Рисунок 2) (В.И. Макаров и 
др., 2013), аппаратов типа «Вектор», а также новых 

типов антибиотиков, распространенность 
пародонтита не только не снижается, но и неуклонно 
растет. Причем рост наблюдается даже в странах с 

высоким уровнем экономического развития (Европа, 
США, Япония), где большая часть населения 

наблюдается у высококачественных стоматологов. Из 
сказанного косвенно следует, что используемая в 
диагностике система критериев, с помощью которой 

происходит оценка состояния пародонта не позволяет 
объективно оценивать динамику развития 

заболевания, систематически переоценивая результативность терапевтических и 
хирургических методов. 

Полимеразная цепная реакция в реальном времени – лабораторный метод, 

основанный на методе полимеразной цепной реакции, используется для одновременной 
амплификации и измерения количества ДНК. Этот метод имеет ряд преимуществ по 

сравнению с использованием амплификатора, так как в результате мы получаем точный 
количественный показатель. Также происходит снижение контаминации (пробирки 

Рисунок 2. Фотодинамическая терапия. 

Рисунок 1. Строение зуба в разрезе 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B0%D0%B9%D0%BB:%D0%A1%D1%82%D1%80%D0%BE%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5_%D0%B7%D1%83%D0%B1%D0%B0.jpg
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запаяны парафином) и трудозатрат, вследствие того, что измерение и амплификация идут 
одновременно. 

Всё вышеперечисленное представляет использование ПЦР в реальном времени 

оптимальным вариантом. Действительно, как показывает практика «чувствительность 
ПЦР-диагностики значительно выше, чем бактериологического метода» (Е. В. Ипполитов, 

2013). 
Однако данный метод исследования ещё не получил широкого применения в 

массовой клинической диагностике для изучения бактериального консорциума полости 

рта. 
При проведении данной работы для выявления пародонтопатогенов будет 

использован метод ПЦР в реальном времени, что позволит количественно оценить вклад 
каждого пародонтопатогена и его влияние на состояние пародонта в целом. Эта система 
даёт возможность прогнозировать динамику развития заболевания, что может быть очень 

полезно для стоматолога-практика.  
Целью данной работы являлось нахождение зависимости между количеством 

бактерий и возрастом, полом, а также диагнозом пациента. 
Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

 Составление обзора литературы о пародонтите.  

 Освоение методики по выделению ДНК. 

 Изучение методического пособия об основах ПЦР-RT. 

 Освоение работы прибора для постановки реакции ПЦР-RT. 

 Получение навыков выделения ДНК из образцов перед началом сбора 
данных, а также получение навыков постановки ПЦР. 

 Освоение работы в Statistica®. 
  

http://dentalmagazine.ru/author/ippolitov_ev
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Обзор литературы 

В настоящий момент особо острую проблему представляют собой заболевания 

пародонта. Основными из них являются пародонтит и гингивит. На данный момент велика 

распространённость патологии среди населения зрелого возраста, имеющая тенденцию к 

росту числа инфицированных. Кроме того, всё чаще фиксируются тяжёлые степени 

заболевания у пациентов в возрастной группе до 40 лет. Хронический гингивит и 

хронический генерализованный пародонтит на ранних стадиях заболевания 

характеризуется латентным течением, что затрудняет своевременную диагностику и, 

следовательно, отдаляет начало адекватного лечения. Крайне важно иметь возможность 

проведения быстрого и качественного анализа колонизации основных пародонтопатогенов 

на пародонте для своевременной постановки диагноза. 

Известно, что любое хроническое заболевание является заключительным этапом 

продолжительной деградации ткани, возникшей в организме под влиянием 

неблагоприятных факторов. Не являются исключением и воспалительные заболевания 

пародонта с характерной для них этапностью (от легкого гингивита до тяжелого 

пародонтита (Рисунок 3)) (Л.М. Цепов, 1997; Л.М. Цепов, 1994). 

 
Рисунок 3.  Слева направо: норма, гингивит, хронический пародонтит, агрессивный пародонтит. 

Пародонтит - заболевание пародонта воспалительного характера, протекающее с 

разрушением зубодесневого соединения и межальвеолярных перегородок. Термин 

«пародонтоз», которым ранее обозначали эти изменения, в настоящее время употребляют 

применительно к заболеванию пародонта дистрофического характера. 

На данный момент окончательно неизвестно, что является причиной развития 
пародонтита. В настоящее время считается, что основной вклад в развитие заболевания 

вносят микроорганизмы, находящиеся в зубном налёте. Им содействуют витаминная и 
белковая недостаточность, а также аномалии прикуса и другие индивидуальные 

особенности. 

Стадии развития воспалительных процессов на пародонте:  

Чаще всего, заболевания пародонта начинают развиваться уже в детском возрасте и в 

большинстве случаев эти заболевания прогрессируют и вызывают разрушение тканей, 

удерживающих зуб. Это приводит к чрезмерной подвижности зубов, и, соответственно, к 

утрате основных функций пародонта и зубочелюстной системы в целом. Деградация 

пародонта требует специальных (терапевтических, хирургических, ортопедических) 

лечебных и реабилитационных вмешательств. 

В такой степени серьезные последствия воспалительных заболеваний пародонтита и 

отсутствие заметного прогресса в их массовой профилактике обусловливают 
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необходимость расширения и конкретизации представлений об патогенезе этого 

заболевания. 

Безусловно, этиологический подход заставляет исследователей уделять большое 

внимание изучению воздействий окружающей среды, особенностей обменных процессов, 

генетической предрасположенности как возможных факторов риска возникновения 

воспалительных заболеваний пародонта. Пересмотр представлений о патогенезе того или 

иного заболевания всегда закономерен, и это способствует дальнейшему совер-

шенствованию лечения, которое, тем не менее, еще долгое время будет оставаться 

ограниченным в своих возможностях. 

Роль микрофлоры «зубного налета» в этиологии и патогенезе гингивита и пародонтита 

достаточно велика. Основными этиологическими агентами при гингивите и пародонтите 

по-прежнему считаются бактерии «зубной» бляшки (Васteroides melaninogenicus, 

Actinomyces viscosus, Actinomyces naesludii). Воспалительный процесс на пародонте 

начинается с образования субгингивальной «зубной» бляшки в результате колонизации 

поверхности зубов факультативными анаэробами (А. viscosus, Str. mutans, B. 

melaninogenicus, F. nucleatum) (Акулович А.В., 1999; Григорьян А.С., 1999; Лемецкая Т. И., 

1998).  Наиболее активно бактерии размножаются на мягких отложениях поверх зуба. 

Микробы и продукты их жизнедеятельности преодолевают эпителий пародонта главным 

образом с помощью механизма транслокации из бляшки путём проникновения в десну и 

близлежащие ткани с последующим инфицированием всего пародонтального комплекса. 

Сущность этапа транслокации пародонтопатогенов из зубной бляшки в пародонт сводится 

к преодолению микроорганизмами иммунобиологических барьеров полости рта и пародон-

та.  

Разрушение колонизированных тканей является следствием взаимодействия 

возбудителя и макроорганизма. Течение этого этапа зависит как от выработки бактериями 

химически активных веществ, так и от ответной реакции макроорганизма. В зависимости 

от силы ответной реакции воспалительный процесс протекает по-разному (острый или 

хронический гингивит, а затем пародонтит; от слабого к сильному), что нашло отражение 

в работе С. Улитовского (Улитовский Б.С.,1999), выделившего 8 стадий развития зубных 

отложений соответственно состояния пародонта. 

Таким образом, течение или обострение хронического генерализованного пародонтита 

является кратковременным событием на фоне взаимодействий макроорганизма и его 

микрофлоры. 

Необходимо отметить, что даже при полном выздоровлении пародонта макроорганизм 

не застрахован от повторного заражения пародонтопатогенами все из того же налета на 

зубах. Кроме того, следует подчеркнуть, что до и особенно во время обострения 

хронического генерального пародонтита может отмечаться состояние эндотоксикоза 

(Морозов В.Г., 1992), приводящее к выработке антител и образованию ЦИК с последующим 

образованием аутоиммунного воспаления (Левин М.Я., Орехова Л.Ю., 1996). 

Если лечение было начато своевременно, то у пациента имеются шансы избавиться от 

гингивита – происходит вымирание пародонтопатогенных бактерий из пародонтального 

комплекса, с последующим уменьшением симптоматики заболевания. Имеют место быть и 

случаи, при которых конфликт пародонтопатогенов и макроорганизма трансформируется в 

аменсализм или даже нейтрализм с минимальными клинико-лабораторными проявлениями 

пародонтальной патологии.  

Аналогичное состояние, именуемое как персистенция, возникает в случае, когда 

иммунитет «хозяина» не может справиться и элиминировать возбудителей из пародонта. 
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Персистенция, как этап, опасна не только тем, что может вернуться в стадию альтерации, 

но и сохранением эпицентра инфекции, содействующая аллергизации всего макроорга-

низма. 

Не стоит также забывать пародонтопатогенный потенциал «зубной» бляшки. 

Естественно полагать, что способность бактерий «зубного» налета выступать инициатором 

воспаления десны определяется не одним, а целым комплексом фенотипических 

характеристик, иначе, их биопрофилем. 

Четкого и однозначного ответа на вопрос «может или не может инвазировать микроб в 

ткани пародонта и колонизировать их при структурной и функциональной полноценности 

этого комплекса» пока нет. Более того, до сих пор не выделено конкретных видов 

микроорганизмов, «ответственных» за возникновение пародонтита, хотя отдельные из них 

(например, В. melaninogenicus) постоянно доминируют во флоре пародонтальных карманов. 

Некоторые микроорганизмы в полости рта не только не вредят пародонту, но и помогают 

поддерживать его ткани в нормальном состоянии, заполняя экологическую нишу и 

препятствуя проникновению в пародонтальный комплекс патогенных конкурентов.  

Следует учитывать и то обстоятельство, что антибактериальные средства, применяемые 

больными по назначению врача или самостоятельно, изменяют сложившийся в процессе 

эволюции симбиоз микроорганизмов, открывая в ряде случаев путь для более агрессивной 

в отношении пародонта патогенной микрофлоры. В свете изложенного можно говорить не 

только об этиологической роли микрофлоры полости рта, но и о «патогенетической прича-

стности» отдельных пародонтопатогенов к реализации конкретных этапов развития 

воспаления пародонта. Установлено, например, что в присутствии гемина (при 

кровоточивости десен) повышается активность В. gingivalis и A. viscosus, которые сти-

мулируют приток лейкоцитов в очаг воспаления и выделяют вещество, вызывающее 

резорбцию кости (Борисов Л.В., Фрейдлин И.С, 1994). При пародонтите тяжелой степени у 

пациентов, страдающих сахарным диабетом, из пародонтальных карманов выделяются в 

диагностически значимой концентрации такие виды как Compylobacter gracilis и Eikenella 

corrodens (Чернышева С.Б, 1999), а при гноетечении из пародонтальных карманов установ-

лено доминирование в высоких концентрациях пигментообразующих бактероидов, 

анаэробных пептострептококков, фузобактерий и актиномицет (Филатова Н.А., 1997). 

Если под фактором риска возникновения и развития заболевания понимать свойства, 

имеющие самостоятельную, вероятностную, последовательную по времени связь с тем или 

иным заболеванием, увеличивающим возможность его развития, неблагоприятного течения 

или исхода и если иметь в виду «патогенетическую причастность» отдельных факторов 

риска к реализации конкретных этапов патогенеза ВЗП, то эти факторы можно 

сгруппировать следующим образом: 

1. Факторы, снижающие колонизационную резистентность макроорганизма и пародонта 

(накопление «зубного» налета), обеспечивающие формирование эндогенных источников 

потенциально пародонтопатогенных бактерий. 

2. Факторы, интенсифицирующие инвазию и транслокацию бактерий из «зубного» 

налета в лимфокровеносную систему пародонта и приводящие к его инфицированию. 

3. Факторы, облегчающие фиксацию пародонтопатогенов в десне, связочном аппарате 

зуба, альвеолярном отростке и способствующие бактериальной колонизации пародонта. 

4. Факторы, благоприятствующие возникновению инфекционно-воспалительного 

процесса (сначала в десне /гингивит/, а затем в других составляющих пародонтального 

комплекса /пародонтит/). 



9 

 

5. Факторы, обуславливающие снижение эффективности механизмов санации пародонта 

и создающие условия для персистенции пародонтопатогенов в пародонтальном комплексе.  

Следовательно, пародонт можно считать интактным (здоровым), если количество 

пародонтопатогенной микрофлоры незначительно и/или у «хозяина» (организма человека) 

хорошее состояние пародонтального комплекса. Гингивит (а затем и пародонтит) 

возникает, когда имеют место многочисленные колонии субгингивальной патогенной 

микрофлоры и/или угнетенная (извращенная) резистентность организма и тканей 

пародонта (Шторм А.А, 1996). 

В совокупности указанные моменты позволяют рассматривать гингивит и пародонтит 

как последовательные этапы единой воспалительно-дистрофической патологии, как 

результат бактериально-гостальных взаимоотношений, характер развития которых 

существенно зависит от генетически детерминированных фенотипических признаков 

(наличие вирулентных и токсических свойств) бактериальных агентов, от состояния 

макроорганизма (его предрасположенности к инфекции, генетически и фенотипически 

обусловленного несовершенства пародонта), а также влияния внешних неблагоприятных 

факторов, способных модифицировать симбиотические взаимодействия. Развитие 

генерализованного поражения пародонта происходит на фоне возникновения дезадаптации 

к хроническому психоэмоциональному напряжению (Лозбенев С.Н, 1998), изменения фун-

кционирования органов и систем (Левченкова Н.С., 1998; Николаев А.И. 1998), 

эндотоксикоза (Морозов В.Г., 1992; Петрова Е.В., 1998), нарушения свободнорадикального 

окисления липидов (Тургенева Л.Б., 1994).  

В заключение необходимо подчеркнуть, что рассмотренные выше факторы риска 

развития гингивита и пародонтита можно систематизировать с позиции их «пато-

генетической причастности» к конкретным этапам патогенеза указанных заболеваний. 

Такой подход нацеливает исследователей на поиск дополнительных факторов риска 

возникновения и развития воспалительные заболевания пародонта и более детальную 

расшифровку связей известных уже факторов риска с отдельными этапами развития этой 

патологии. А это, в свою очередь, будет способствовать оптимизации диагностического, 

лечебного, реабилитационного и профилактического процессов, особенно в так 

называемых группах риска. 
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Материалы и методы 

У каждого пациента производился отбор пародонтальных смывов при помощи 
стерильных штифтов. Штифт вводился в пародонтальный карман (у пациентов с диагнозом 

«пародонтит») или борозду (в случае контроля). Штифт помещался в полипропиленовую 
пробирку с крышкой объёмом 1,5 мл, содержащую раствор «Проба-Рапид» компании ООО 
«НПО ДНК-Технология» ®. Хранение проходило при температуре -20°C не более двух 

недель.  

 

1. Выделение ДНК 

 Перед выделением ДНК из образцов производилась разморозка лизирующего и первого 
промывочного растворов, так как в этих растворах при температуре +4°С возможно 
выпадение кристаллов. Для выделения ДНК отбиралось 100мкл образца (предварительно 

тщательно перемешанного на вортексе в течении 10 сек) и проводилось выделение в 
соответствии с инструкцией к комплекту «Проба-ГС». Растворение нуклеиновых кислот 

производилось в 100 мкл элюирующего раствора. 

Методика из набора «Проба-ГС» с соответствующими изменениями объёмов: 

Примечание. В лизирующем растворе и в промывочном растворе № 1 допускается 
выпадение осадка; перед началом работы его необходимо растворить нагреванием флакона 

при 50 °С в течение 15-20 минут. 

1. Внесите по 100 мкл подготовленного биоматериала в пробирки для исследуемых 

образцов.  

2. Приготовьте смесь лизирующего раствора с сорбентом. Смешайте в отдельной 

пробирке: 

 300 х N мкл лизирующего раствора, 

 40 х N предварительно ресуспендированного сорбента, где N – количество 
анализируемых образцов. 

3.  Добавьте в каждую пробирку по 340 мкл полученной смеси. 

4.  Плотно закройте крышки пробирок, встряхните на вортексе в течение 3-5 сек. 

5.  Термостатируйте пробирки в течение 20 мин при 50 С. 

6.  Центрифугируйте пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин. 

7.  Не задевая осадок, полностью удалите надосадочную жидкость (отдельным    
наконечником из каждой пробирки). 

8.  Добавьте к осадку 400 мкл промывочного раствора № 1 и встряхните пробирки на 
вортексе в течение 3-5 сек. 

9.  Центрифугируйте пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин. 

10.  Не задевая осадок, полностью удалите надосадочную жидкость (отдельным 
наконечником из каждой пробирки). 

11.  Добавьте к осадку 400 мкл промывочного раствора № 2 и встряхните пробирки на 
вортексе в течение 3-5 сек. 

12.  Центрифугируйте пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин. 

13.  Не задевая осадок, полностью удалите надосадочную жидкость (отдельным 
наконечником из каждой пробирки). 
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14.  Добавьте к осадку 400 мкл промывочного раствора № 3 и встряхните пробирки на 
вортексе в течение 3-5 сек. 

15.  Центрифугируйте пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин. 

16.  Не задевая осадок, полностью удалите надосадочную жидкость (отдельным 

наконечником из каждой пробирки). 

17.  Откройте крышки пробирок и высушите осадок при 50 °С в течение 5 мин. 

18.  Добавьте к осадку 100 мкл элюирующего раствора и встряхните пробирки на 

вортексе в течение 5-10 с. 

19.  Прогрейте пробирки при 50 °С в течение 5 мин. 

20.  Центрифугируйте пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин. Если образец 

предполагается хранить более 7 суток, перенесите надосадочную жидкость в новую 
пробирку. Надосадочная жидкость, содержащая выделенную ДНК, готова к 
внесению в реакционную смесь для ПЦР-амплификации. 

2. Постановка и проведение ПЦР в реальном времени 
ПЦР в реальном времени проводилась на детектирующем амплификаторе ДТ-322 

производителя ДНК-технологии® в соответствии с методикой: 

1. Нагреть ДНК в пробирке, в которой она хранится до комнатной температуры. 

2. Взять стрипы Flat Cap PCR Tubes компании Scientific Specialties Inc® в количестве 

равном числу образцов к ПЦР. 

3. Поставить разогреваться в термостате воск при температуре 90°С. 

4. Приготовление нижнего буфера. 

 

Состав Объём на одну 

реакцию 

Объём на 50 
реакций 

PCRBб 1,25х 18 мкл 900 мкл 

 dNTPs 25 mM 0,27 мкл 13,5 мкл 

Вода (mQ) 1,45 мкл 72,5мкл 

Зонд1 0,7 мкл 3,5 мкл 

Праймер (for) 0,14 мкл 7 мкл 

Праймер (rev) 0,14 мкл 7 мкл 

 

5. Внести нижний буфер с соответствующей парой праймеров в объёме 20мкл в 

соответствующую пробирку стрипа. 

6. Запечатать стрип каплей воска так, чтобы воск полностью покрывал нижний буфер. 

7. В отдельной пробирке смешать полимеразу Taq-Pol 29T и буфер PCRBб 1,25х в 

количестве 0,5мкл*n и 10мкл*n соответственно, где n число образцов к ПЦР в реальном 

времени. 

8. Внести в стрип поверх воска выделенную ранее ДНК в объёме 5мкл. 

9. Добавить каплю минерального масла, поверх смеси из ДНК, полимеразы и буфера. 

Теперь смесь готова для постановки ПЦР в реальном времени. 

                                                 
1 Для KVM 25bq f2n. Для остальных bioq 6n 
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Программа для прибора ДТ-322: 

№ блока Температура минуты секунды Число циклов Оптические 
измерения (Fam) 

1 94 °С 1 30 1 ✖ 

2 94 °С 0 10 50 ✖ 

64 °С 0 15 ✔ 

 

Показанием прибора является значения абсолютных Ct (пороговый цикл). Эти значения 

представляют собой степенную функцию 2n. Далее производился пересчёт на 
относительные Ct, из абсолютного Ct каждой бактерии вычиталось абсолютной Ct общей 

бактериальной массы. 

1.2 Обоснование выбора относительных Ct: 
I. Относительные Ct позволяют отнормировать на общую бактериальную массу, что 

позволяет нам снивелировать разницу между образцами в связи с неодинаковым 

качеством выделения ДНК. 

II. При сравнении образцов друг с другом необходимо учитывать следующие факты: 

1. На качество выделения и итоговое количество ДНК влияют чёткость и аккуратность 

проведения выделения ДНК. Не последнюю роль в связи с этим играет качество 

отбора промывочного раствора. С учётом того, что промывочный раствор №3, 

практически полностью состоит из легко испаряемого спирта, что становится 

проблемой при отсутствии достаточного навыка работы. Элюирующий раствор 

должен отделить ДНК от сорбента, но спирт «прижигает» молекулы ДНК обратно к 

нему (сорбенту), что, естественно, способствует уменьшению объёма ДНК в 

конечном растворе.) 

2. При длительном хранении ДНК постепенно разрушается, что может привести к 

изменению результатов измерения. 

Всё перечисленное выше приводит к тому, что сравнивать данные между собой 

практически невозможно, т.к. в каких-то растворах изначальный объём ДНК был 
больше, а каких-то меньше.  

У всех людей (и у больных, и у здоровых) имеется микрофлора полости рта, которую 
мы анализируем в данной работе (в таблице с данными она обозначена как бактериальная 

масса). Механизм «ПЦР в реальном времени» подразумевает, что чем меньше цикл, на 
котором произошла фиксация флюоресценции молекул флуорофора, тем больше было ДНК 

в анализируемом образце. При вычитании из значения циклов отдельно взятой бактерии 
значение циклов общей бактериальной массы, мы получаем число, позволяющее 
производить сравнение образцов между собой. 

Пример: 

Образец Бактериальная 
масса 

Ct T. Denticola ΔCt T. Denticola 

0001 22,4 24,5 2,1 

Известно, что за один цикл число молекул ДНК увеличивается в 2 раза. Следовательно, 
разница в 2,1 цикла свидетельствует о том, что число молекул ДНК T.Denticola в 4,28 раза 

меньше числа молекул ДНК всех бактерий. (за 2,1 цикла число молекул увеличивается в  
22,1раза).  
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Проведя указанные вычисления, мы имеем право сравнивать друг с другом образцы, 
полученные от разных людей в разное время.  
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2.4 Подготовка данных к проведению статистического анализа. 

При проведении ПЦР мы ограничивались 50 циклами, поскольку количество ДНК, 

соответствующее 50му циклу, ничтожно мало. Отсюда вытекает следующая проблема: если 
прибор не детектирует флюоресценцию, то в графе «цикл» появляется значение «нет 

данных», и в итоговую таблицу данных в графу «циклы» мы переносим значение «0». Но, 
как уже было сказано выше, чем меньше значение цикла, тем больше бактерий, 
следовательно, 0 будет расценен не как отсутствие ДНК такой бактерии, а как бесконечно 

большое количество этой ДНК. Было принято решение о замене "н.д" на "50". Такими 
маленькими числами мы решили пренебречь. 

 

 

Было обследовано 44 пациента в возрасте от 16 до 74 лет. В исследуемой выборке 
находилось 29 пациентов с диагнозом «пародонтит» и 15 пациентов без патологии 

пародонта. 

Диагноз устанавливался стоматологом специалистом на основе состояния пародонта 
(глубины пародонтальных карманов и степени деструкции костной ткани). 

В базу данных заносили следующие клинические характеристики пациентов, используя 
цифровые коды:  

1) Возраст: от 16 до 17 лет –1; от 18 до 35 лет – 2; от 36 до 49 лет – 3; от 50 до 74 - 42 

2) Пол: мужской – 0, женский – 1; 

3) Степень заболевания пародонта: 0 – без патологии, 1 – гингивит, 2 – легкая степень 

ХГП, 3- средняя степень ХГП, 4 – тяжелая степень ХГП, 5 – агрессивный 
пародонтит. 

Смывы извлекали из пародонтальных карманов с помощью стерильных бумажных 
эндодонтических штифтов. 

Также использовались: 

Термостат «Термит» фирмы ДНК-технологии® и центрифуга «miniSpin» фирмы 
Eppendorf®. Оцифровка работы, данных и обработка последних были проведены с мощью 
ПО Microsoft Office 365® в редакции «Индивидуальный продукт» версии 15.0.4701.1002, а 

также с помощью статистического пакета компании StatSoft® версии 5.5. 

                                                 
2 В соответствии с международной классификацией на 1991 г. 

Внешний вид 
детектирующего амплификатора 

«ДТ-322» (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия). 
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Результаты и их обсуждение 

Описательная статистика клинических признаков по всей выборке в процентном 

соотношении. 

 Количество 
обр. 

Доля в выборке 

Контроль 15 34,09 

Случай 29 65,91 

   

Мужчина 25 56,82 

Женщина 19 43,18 

   

Подростковый возраст 

(от 12-ти до 17-ти лет) 

2 4,55 

Зрелый возраст [1 период] 
(от 18-ти до 35-ти лет) 

22 50 

Зрелый возраст [2 период] 

(от 36-ти до 49-ти лет) 

12 27,27 

Пожилой возраст  

(от 50-ти до 69-ти лет) 

8 18,18 

   

Норма 15  34,09 

Гингивит 6 13,64 

Хронически пародонтит 

лёгкой степени 
 5 11,36 

Хронически пародонтит 

средней степени 
7  15,91 

Хронически пародонтит 

тяжёлой степени 
7  15,91  

Агрессивный пародонтит  4 9,09  

 

Характеристика полученных результатов с помощью значений разброса, стандартного 
отклонения, минимального и максимального значений, верхней и нижней квартилей, а 

также медианы. 

Бактериальная масса 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 

Контроль 24,33333 15 2,91220 8,28095 17,7 28,8 23,15 24,8 25,75 

Случай 23,06552 29 2,33181 5,43734  18,5 26,5 21,8 23,6 24,7 

Всего 23,49772 44 2,58290 6,67139 17,7 28,8 21,95 24,25 24,825 

 A. Actinomycetemcomitans 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 
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Контроль 47,62 15 6,71035 45,02885 25,9 50 50 50 50 

Случай 44,93793 29 7,818541 61,12958 26,5 50 40,1 50 50 

Всего 45,85227 44 7,49131 56,11976 25,9 50 45,8 50 50 

 

P. gingivalis 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 

Контроль 44 15 8,32815 69,35809 20,3 50 40,5 50 50 

Случай 36,14138 29 10,39229 107,9997 20,9 50 26,5 35,6 49 

Всего 39,04772 44 10,46983 109,61744 20,3 50 28,725 40 50 

 

P. intermedia 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 

Контроль 47,77333 15 5,95776 35,49495 30,7 50 50 50 50 

Случай 39,48966 29 9,528317 90,78882 24,3 50 31,5 39 50 

Всего 42,31363 44 9,29792 86,45143 24,3 50 33,875 50 50 

 

T. forsythensis 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 

Контроль 44,70666 15 7,77757 60,049066 22,7 50 41,65 50 50 

Случай 31,772414 29 8,3453536 69,644926 22,2 50 26 29,5 37 

Всего 36,18181 44 10,17391 103,50850 22,2 50 27,025 34,4 46,325 

 

T. denticola 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 

Контроль 47,09333 15 7,84096 61,48066 23,9 50 50 50 50 

Случай 36,068966 29 9,922597 98,457931 24,9 50 28,6 31,6 50 

Всего 39,82727 44 10,58641 112,07226 23,9 50 29,725 44,25 50 

 

KVM 

Выборка Среднее N Ст. откл. Разброс Мин. Макс Q25 Медиана Q75 

Контроль 32,4 15 1,02678 1,05428 31 34,5 31,7 32,1 32,85 

Случай 32,417241 29 4,7202504 22,280764 27,1 50 29,7 30,9 33,8 

Всего 32,41143 44 3,85379 14,85172 27,1 50 30,35 31,75 33,175 

 

Во время обработки данных в Statistica использовались различные статистические тесты.  
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Для выявления зависимости между числом циклов и диагнозом 
использовался критерий Фишера, так как выборка не имеет большой 
размер (в тесте участвует только «случай»). 

Зависимость от диагноза: Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p 

А. Actinomycetemcomitans 33,14011 33,27311 1,0080 0,993200 

P. Gingivalis 38,74231 10,75949 12,9654 0,013779 

P. Intermedia 2,88097 37,10211 165,8514 0,000030 

T. Forsythensis 3,82971 51,61686 181,6568 0,000024 

T. Denticola 47,13666 33,27311 2,0069 0,462840 

Было выяснено, что имеется зависимость между диагнозом и 

P. gingivalis; диагнозом и P. Intermedia; а также T. forsythensis. 
Зависимости между диагнозом и T. denticola, или диагнозом и 

A. actinomycetemcomitans найдено не было (р>0,05). 

 

Для нахождения зависимости между возрастом и отдельной 
бактерией использовался тест Манна-Уитни, так как данные являются 

непараметрическими. Из данных видно, что достоверная зависимость 
есть только между возрастом и бактерией T. forsythensis. 

   U        Z     p-level  adjusted p-level  exact p  

А. Actinomycetemcomitans 22 0,0000 1,0000 0,00000 1,000000 1,043478 

P. Gingivalis 20 0,2089 0,8345 0,20894 0,834498 0,876812 

P. Intermedia 20 0,2089 0,8345 0,20898 0,834462 0,876812 

T. Forsythensis 2 -2,089 0,0367 -2,08939 0,036681 0,028986 

T. Denticola 22 0,0000 1,0000 0,00000 1,000000 1,043478 

Из результатов следует, что количество T. forsythensis достоверно 

увеличивается с возрастом. 

 

Для нахождения зависимости между полом и отдельной 
бактерией использовался Критерий Краскела — Уоллиса 

(обобщение критерия Уилкоксона — Манна — Уитни). 

 Критерий Краскела-Уоллиса p 

А. Actinomycetemcomitans 5,677114 0,0172 

P. Gingivalis 23,13976 0,0000 

P. Intermedia 6,922912 0,0085 

T. Forsythensis 12,80597 0,0003 

T. Denticola 12,72221 0,0004 

Из теста следует, что у женщин достоверно больше А. 
actinomycetemcomitans, P. intermedia, а у мужчин P. 

gingivalis, T. forsythensis и T. denticola. 

  

F-тест  

Это любой 
статистический 
критерий, тестовая 
статистика которого при 

выполнении нулевой 
гипотезы имеет 
распределение Фишера 

(F-распределение). 
Следовательно, чем 
больше «р», тем ярче 
зависимость между 

сравниваемыми 

параметрами. 

тест Манна-Уитни 

Статистический 
критерий, 
используемый для 

оценки различий между 
двумя независимыми 
выборками по уровню 
какого-либо признака, 

измеренного 
количественно. 
Позволяет выявлять 

различия в значении 
параметра между 
малыми выборками. 

Критерий Краскела — Уоллиса (также Н-

критерий) 

является многомерным обобщением 
критерия Уилкоксона — Манна — Уитни.  

Критерий Краскела — Уоллиса является 
ранговым, поэтому он инвариантен по 
отношению к любому монотонному 

преобразованию шкалы измерения. 

Чем больше Н-критерий, тем больше 
смещено различие в группах в сторону 

увеличения ко второй из них (в данном 
случае мужчинам). И, соответственно, 
наоборот: чем меньше Н-критерий, тем 

больше смещено различие в группах в 
сторону увеличения к первой из них 
(женщинам). 

Примечание: при использовании данного 
теста группа мужчин была переименована из 
группы «0» в группу «2», т.к. значение «0» 
недопустимо. 
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Выводы 

Исходя из результатов можно сделать следующие выводы: 

1. Наличие P. gingivalis, P. intermedia и T. forsythensis с достоверностью сопутствуют 

заболеваниям гигнивит и пародонтит. 

2. Относительное количество T. forsythensis достоверно увеличивается с возрастом. 

3. У женщин (в сравнении с мужчинами) достоверно больше А. actinomycetemcomitans 

и P. Intermedia. 

4. У мужчин (в сравнении с женщинами) достоверно больше P. gingivalis, T. forsythensis 

и T. denticola. 
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Приложение 

Образец Бактериальная масса A. actinomycetemcomitans P. Gingivalis P. Intermedia T. Forsythensis T. Denticola Человек Возрастная группа Пол Диагноз 

91 24,9 50 50 50 43,3 50 34,1 1 0 1 

119 23,7 50 27 30,8 30,9 31,7 29,8 4 0 1 

18 26,5 45,8 45,9 33,9 29,5 29,9 44,1 3 0 2 

25 26 45,8 26,6 33,9 30,3 30,3 32,2 4 0 2 

34 24,5 45,8 45,8 41,7 28,3 30,8 32,6 2 0 2 

95 24 36,7 39,6 50 37,3 38,5 30,2 2 0 3 

120 22,5 50 22,4 50 25,7 26,4 30,4 3 0 3 

254 18,5 50 50 50 22,8 24,9 29,7 2 0 3 

276 21,7 40,1 26,4 25,5 26 28,6 34,2 3 0 3 

124 19,6 50 21,2 34,5 22,2 33,5 30,8 3 0 4 

129 24,6 50 50 50 50 50 50 4 0 4 

272 22,7 50 25,3 27,5 27,1 31,6 30,9 3 0 4 

273 24,7 50 38,7 50 29,6 31,5 28,9 4 0 4 

274 18,8 50 20,9 24,3 22,3 25,5 29,3 3 0 4 

14 25,8 33 26,1 45,8 31,1 26,7 35,2 4 0 5 

99 19,8 33,5 25,2 29,3 22,9 27,6 29,6 2 0 5 

111 21,8 50 50 50 27,5 27,7 30,7 4 0 5 

74 24,7 50 50 50 50 50 32,1 2 0 0 

75 21,6 38,4 39,4 50 50 50 33,4 2 0 0 

79 24,8 50 41,7 50 43,5 32,5 31 2 0 0 

82 22,6 50 40,3 35,9 44,5 50 32,8 2 0 0 

83 25,7 50 50 50 50 50 32,1 2 0 0 

90 27,7 50 40,7 50 50 50 32,8 2 0 0 

92 25,6 50 50 50 50 50 34 2 0 0 

98 24,7 50 50 50 50 50 31,7 2 0 0 

89 24,7 50 40,7 40 39,5 34,5 27,1 2 1 1 

97 26,5 50 50 50 40,6 50 30 2 1 1 

114 21 50 35,6 25,7 29,2 50 31,2 3 1 1 

118 24,6 50 39,7 50 50 50 33,8 3 1 1 

126 22 50 34,3 39 37 50 33,1 3 1 2 

323 23,4 30,9 29,3 32,3 31,1 32,6 29,4 2 1 2 

279 22 37 36,9 50 26,8 29,2 31,9 3 1 3 

319 22,6 50 26,5 29,8 26,7 29 34,2 3 1 3 

322 23,6 50 29,9 35,9 25,8 50 37,5 4 1 3 

112 24,8 50 50 33,8 50 50 28,6 3 1 4 

275 24,7 28,1 34,1 50 33,4 50 31,6 4 1 4 

84 18,9 26,5 50 31,5 24,5 25,5 29 2 1 5 

76 24,8 50 50 50 45,1 50 31,7 2 1 0 

77 26,9 50 50 50 35,4 50 32,9 2 1 0 

78 28,8 50 50 50 50 50 34,5 2 1 0 

87 17,7 25,9 20,3 30,7 22,7 23,9 31,3 2 1 0 

100 23,7 50 37,6 50 39,6 50 31,2 2 1 0 

324 19,9 50 50 50 50 50 32,7 2 1 0 

325 25,8 50 50 50 39,8 50 31,8 1 1 0 

 

Все данные. Примечание: сортировка произведена по полу, а затем по диагнозу. 


