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Резюме
Актуальность. Трудно провести грань между здоровой десной и хроническим гингивитом, поэтому изучение влия-

ния отдельных бактерий на развитие хронического гингивита – это важный шаг к пониманию роли микробиоты в пато-
генезе заболевания.

Цель. Изучение геномного состава микробиот зубодесневой борозды у молодых людей с хроническим гингиви-
том – условно здоровых, проживающих на территории г. Казань Республики Татарстан. 

Материалы и методы. В исследование вошли 13 молодых людей (6 юношей и 7 девушек) с хроническим гингиви-
том. Контрольная группа состояла из 11 доноров (6 юношей и 5 девушек), не имеющих воспалительных заболеваний 
пародонта. Все участники исследования были условно здоровы, в возрасте 18-19 лет. 

Результаты. В данной работе описаны универсальный алгоритм метагеномных исследований и результаты клини-
ко-микробиологического исследования микробиома зубодесневой борозды у пациентов без ортодонтической и муко-
гингивальной патологии с реальным представлением о его составе и определением как известных, так и некультиви-
руемых ранее неопределенных филотипов. 

Заключение. В выборке метагеномных образцов были найдены уникальные микробные сообщества, не встречавши-
еся в ранее изученных метагеномах. 
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Abstract
Relevance. It is difficult to distinguish between healthy gums and chronic gingivitis, so the study of the effect of individual bac-

teria on the development of chronic gingivitis is an important step towards understanding the role of microbiota in the pathogenesis 
of the disease.

Purpose. To investigate the genomic composition of microbiol dentogingival sulcus in young people with chronic gingivi-
tis – a healthy living on the territory of Kazan of Republic Tatarstan. 

Materials and methods. The study included 13 young people (6 boys and 7 girls) with chronic gingivitis. The control group 
consisted of 11 donors (6 boys and 5 girls) without inflammatory periodontal disease. All participants of the study were condition-
ally healthy, aged 18-19 years.

Results. This paper describes a universal algorithm of metagenomic studies and the results of clinical and microbiological 
studies of the microbiome of the dentogingival sulcus in patients without orthodontic and mucogingival pathology with a real 
understanding of its composition and the definition of both known and previously undefined uncultivated phylotypes. 

Conclusion. Unique microbial communities not found in previously studied metagenomes were found in a sample of 
metagenomic samples.
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В течение последних десятилетий выросли показа-
тели распространенности патологии пародонта и зна-
чительно изменился их дифференциальный состав в 
сторону увеличения наиболее тяжелых форм [1-4]. 

Трудно провести грань между здоровой десной и хро-
ническим гингивитом – даже при интактном пародонте 
практически всегда обнаруживается гистологические 
признаки незначительного воспалительного инфильтра-
та. При этом как полость рта, так и пародонт рассматри-
ваются как системы, в которых различные биологиче-
ские процессы, совместно взаимодействуя, вызывают 
разнонаправленные патологические процессы [5-12]. 

В интактной десневой борозде общее число микро-
организмов невелико, и в основном преобладают фа-
культативно анаэробные грамположительные бакте-
рии [13]. При хроническом гингивите число бактерий 
в 10-20 раз превышает физиологическую норму, при 
этом доминируют факультативно-анаэробные грампо-
ложительные микробы, но увеличивается и доля обли-
гатно-анаэробных грамотрицательных микроорганиз-
мов [14]. При патологии существуют очень сложные 
бактериальные сообщества [15] и более высокие уров-
ни бактерий [16]. При этом бактерии существуют не как 
отдельные планктонные клетки, а как бактериальные 
агрегаты (биопленки), состоящие из сотен видов [17]. 

Работ, посвященных метагеномному анализу в сто-
матологии, на сегодняшний день единицы. Так, изучение 
геномного состава микробиот зубодесневой борозды 
у молодых людей с интактным пародонтом показало 
достоверные различия 21 филотипа на уровне родов и 
семейств: в выборке метагеномных образцов были най-
дены уникальные микробные сообщества, не встречаю-
щиеся в ранее изученных метагеномах, а установленный 
уровень может быть использован в качестве исходных 
материалов для решения различных клинических и ми-
кробиологических задач [18]. Геномная вариабельность 
близкородственных штаммов в изучаемой нами экоси-
стеме обеспечивает высокий адаптивный потенциал со-
става микробиома [19], сбалансированный состав кото-
рого является одним из критериев оценки его состояния 
[20]. При этом измененный сибгингивальный микробиом 
индуцирует воспаление десны, который сопровождает 
иммунный клеточный инфильтрат [21, 22].

Таким образом, изучение влияния отдельных бактерий 
на развитие хронического гингивита – это важный шаг к 
пониманию роли микробиоты в патогенезе заболевания. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение геномного состава микробиот зубодесне-

вой борозды у молодых людей с хроническим гингиви-
том – условно здоровых, проживающих на территории 
г. Казань Республики Татарстан. Задачи исследования: 
описать универсальный алгоритм метагеномных ис-
следований и выполнить сравнение метагенома со-
обществ зубодесневой борозды у молодых людей с 
хроническим гингивитом и интактным пародонтом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследование вошли 13 молодых человека (7 юно-

шей и 6 девушек) с хроническим гингивитом. Контроль-
ная группа состояла из 11 доноров (6 юношей и 5 
девушек), не имеющих воспалительных заболеваний па-
родонта. Все участники исследования были условно здо-
ровы, в возрасте – 18-19 лет. Критериями выбора данной 
возрастной группы явились с одной стороны – заверше-
ние формирования постоянных зубов, тканей пародонта 
и снижение влияния симпатической иннервации на рост 
челюстей (18 лет), с другой – окончание пубертатного 
периода (19 лет) [23]. Все участники исследования явля-
лись европеоидного происхождения и проживали на тер-
ритории г. Казань Республики Татарстан.

Критерии включения в исследуемую группу:
1. Возраст 18-19 лет.
2. Условно здоровы и не состоят на учете в других 

медицинских организациях.
3. Не имеют вредных привычек – алкоголь, табако-

курение, наркомания.
4. Не беременны и не используют методы гормо-

нальной контрацепции.
5. Не используют антибиотики и антисептики в тече-

ние трех месяцев.
6. Находятся на учете у пародонтолога.
7. Не имеют мукогингивальной патологии.
8. Не имеют ортодонтической патологии.
9. Клинически верифицированный диагноз интакт-

ного пародонта.
10. Клинически верифицированный диагноз хрони-

ческого гингивита (простой маргинальный).
11. Полученное письменное информированное со-

гласие на участие в проведении исследований. 
Критерием формирования групп на этапах иссле-

дования явилась оценка состояния тканей пародонта 
обследованных – вид пародонтологического статуса.

В протокол ведения пациентов с диагнозами «ин-
тактный пародонт» и «хронический гингивит» входило:

1. Обучение индивидуальной гигиене рта.
2. Обучение контролируемой гигиене рта.
3. Профессиональная гигиена. 
Пациенты перед исследованием подписали добро-

вольное информированное согласие. На проведение 
исследования получено разрешение Локального этиче-
ского комитета ФГБОУ ВО Казанский ГМУ Минздрава 
России (выписка из протокола №9 от 22 ноября 2016 г.). 

У испытуемых образцы были получены из зубодесне-
вой борозды (пять случайно выбранных зубов). Отбор 
проб проводится после профессиональной гигиены рта 
и удаления наддесневых отложений с использованием 
стерильных кюрет Грейси (Ну–Friedy). Стерильные ват-
ные турунды с применением стерильного пинцета по-
мещали в исследуемую область, не касаясь слизистой 
оболочки рта и шейки зуба. Затем собранные образцы 
были помещены в микроцентрифужные пробирки объ-
емом 2 мл и заморожены при –20 °С для дальнейшего 
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выделения ДНК и сравнительного анализа микробных 
сообществ.

Тотальную ДНК экстрагировали и очищали из ото-
бранного образца с использованием QIAamp DNA Mini Kit 
(Qiagen, Германия) согласно инструкции производителя. 
Общее количество экстрагированной и очищенной ДНК 
далее измеряли с использованием спектрофотометра 
Nanodrop ND–2000 (Wilmington, США). Полученную то-
тальную ДНК хранили в морозильной камере при 20 °С.

Фрагменты генов бактериальной 16S рРНК были 
амплифицированы баркодированными праймерами 
Bakt_341F (‘5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) and Bakt_805R 
(‘5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’), используя Phusion 
High–Fidelity DNA полимеразу, в трех повторах для каждо-
го образца. Полученные ампликоны для каждого образ-
ца были объединены и очищены с помощью Agencourt 
AMPure XPbeads (Beckman Coulter, USA). Количество ДНК 
определяли с помощью Quant–iTds DNAHS Assay Kit. Сек-
венирование осуществляли с использованием секвена-
тора ABI 3730 DNA Analyzer (Life Technologies, США).

Полученные последовательности были проанализи-
рованы с помощью QIIME, Version 1.9.1. Парные прочте-
ния были объединены. Низкокачественные и химерные 
последовательности были удалены. Оставшиеся после-
довательности были сгруппированы в операционные 
таксономические единицы (ОТЕ) на уровне 97% сход-
ства (минимум пять последовательностей для ОТЕ). ОТЕ 
назначались методом open reference. Тест Kruskal-Wallis 
использовался для определения относительного оби-
лия филотипов между группами. Была использована 
версия R 3.4.1, значение было установлено на р < 0,05. 

Результаты исследования
В данной работе описаны универсальный алгоритм ме-

тагеномных исследований и результаты первого клини-
ко–микробиологического исследования микробиома рта у 
пациентов 18–19 лет с верифицированным диагнозом хро-
нический гингивит (простой маргинальный) без ортодон-
тической и мукогингивальной патологии. Исследованию 
подверглась выборка размером 24 человека, что превыша-
ет по размеру все описанные в литературе выборки, иссле-
довавшиеся этим методом. В настоящем исследовании, 
используя секвенирование фрагментов генов бактериаль-
ной 16S рРНК (регионы V3 и V4), были проанализированы 
структуры микробных сообществ. После объединения пар-
ных прочтений средняя длина полученных последователь-
ностей составила 460 н. п. (н. п. – это длина фрагментов 
ДНК в парах нуклеотидов). В среднем на каждый образец 
приходилось 34 600 последовательностей.

Необходимо отметить, что во всех случаях речь идет 
об определении состава метагенома зубодесневой бо-
розды по результатам секвенирования ДНК из образ-
цов, что примерно соответствует слепку микробиоты 
тканей при хроническом гингивите. Обитатели зубо-
десневой борозды достаточно тесно взаимодействуют 
друг с другом, поэтому, говоря о роли микробиоты, пра-
вильно будет рассматривать полную ее совокупность.

Любое сообщество – не просто сумма образующих 
его видов, но и совокупность взаимодействий между 
ними. Одним из важных свойств сообщества, которое 
отражает его сложность и структурированность, при-

нято считать его разнообразие или видовое разноо-
бразие, отражающее сложность строения и структуру 
изучаемого сообщества. Альфа-разнообразие образ-
цов при интактном пародонте оказалось значительно 
ниже, чем разнообразие образцов при хроническом 
гингивите. При этом на рисунке 1 наглядно показано, 
что альфа-разнообразие образцов при хроническом 
гингивите варьировало в более широких пределах.

Было идентифицировано 183 филотипа на уровне 
родов, относящиеся к 17 филам (фил (phylum) – это си-
ноним типа в таксономии (таксон между царством и 
классом). В таблице представлены 47 наиболее много-
численных филотипов на уровне родов.

Для выявления различий в относительной числен-
ности филотипов на уровне родов и семейств между 
образцами применяли критерий Kruskal–Wallis, предна-
значенный для определения равенства медиан несколь-
ких выборок (данный критерий является многомерным 
обобщением критерия Уилкоксона – Манна – Уитни).

Дело в том, что большая часть обнаруживаемых 
микроорганизмов составили очень маленький про-
цент от общего количества, многие присутствовали не 
во всех образцах. Скорее всего, эти были минорные 
микроорганизмы не вносящие существенный вклад в 
процессы, происходящие в исследуемых биотопах, и 
перечислять их все не имеет смысла.

Если говорить о статистической значимости, то ис-
пользованная статистическая программа насчитала 
около 47 филотипов, различие по которым формально 
статистически значимые, однако половина этих филоти-
пов присутствуют в очень маленьких количествах – по-
рядка 0,001%, где показано относительное обилие видов 
в каждой исследуемой группе, которые выражалось как 
медианное значение и разброс от максимального до 
минимального по группе (например, 0.00 (0.00 to 0.33)).

В большинстве образцов преобладали представите-
ли рода Streptococcus. В образцах микрофлоры пациен-
тов с интактным пародонтом доля стрептококков была 
существенно больше (31.73 (6.11 to 50.30)), в сравне-

Рис. 1. Альфа-разнообразие метагенома сообществ 
зубодесневой борозды у молодых людей 
с интактным пародонтом и хроническим 

генерализованным катаральным гингивитом

Fig. 1. Alpha-diversity of metagenome communities 
of dentogingival sulcus in young people 

with intact periodontal disease and chronic 
generalized catarrhal gingivitis
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Вид / филотип
Species / phylotype

Медианное значение и разброс при хроническом 
генерализованном катаральном гингивите

Median value and Variation in chronic 
generalized catarrhal gingivitis

Медианное значение и разброс 
при интактном пародонте
Median value and Variation 

in intact periodontium
Streptococcus 17.51 (4.01 – 34.43) 31.73 (6.11 – 50.30)
Fusobacterium 10.19 (3.36 – 21.73) 5.16 (0.39 – 14.97)

Prevotella 5.75 (0.99 – 28.69) 3.27 (0.41 – 11.23)
unclassified TM7-3 5.75 (0.75 – 12.09) 0.41 (0.08 – 21.51)

Leptotrichia 5.28 (0.01 – 19.83) 1.87 (0.14 – 16.97)
Veillonella 4.66 (0.47 – 11.89) 3.65 (0.36 – 10.19)

Selenomonas 4.45 (0.10 – 12.78) 0.10 (0.00 – 1.85)
Porphyromonas 4.09 (0.29 – 12.36) 0.68 (0.02 – 9.74)

Corynebacterium 2.42 (0.29 – 6.00) 0.21 (0.02 – 1.22)
Capnocytophaga 1.85 (0.16 – 4.13) 0.85 (0.10 – 4.23)

Treponema 1.13 (0.13 – 4.76) 0.04 (0.00 – 0.54)
unclassified Mogibacteriaceae 1.02 (0.04 – 2.62) 0.06 (0.00 – 0.76)

Actinomyces 1.50 (0.39 – 3.91) 2.46 (0.27 – 16.13)
Campylobacter 1.04 (0.53 – 2.96) 0.15 (0.08 – 5.76)

Parvimonas 0.92 (0.05 – 2.45) 0.12 (0.00 – 0.60)
unclassified Gemellaceae 0.81 (0.30 – 5.90) 1.50 (0.05 – 6.38)

Peptostreptococcus 0.28 (0.00 – 1.31) 0.01 (0.00 – 0.65)
Rothia 0.76 (0.03 – 4. 06) 5.35 (0.13 – 13.30)

Schwartzia 0.74 (0.07 – 1.32) 0.00 (0.00 – 0.16)
Dialister 0.65 (0.12 – 2.85) 0.03 (0.01 – 0.74)

unclassified Lachnospiraceae 0.65 (0.00 – 2.91) 0.38 (0.00 – 6.48)
Tannerella 0.69 (0.16 – 2.70) 0.07 (0.00 – 1.23)
Neisseria 0.65 (0.015 – 10.08) 8.50 (0.03 – 18.18)

Granulicatella 0.63 (0.16 – 4.61) 3.46 (0.07 – 5.49)
unclassified Rs-045 0.58 (0.00 – 4.04) 0.00 (0.00 – 0.01)

Filifactor 0.57 (0.00 – 6.68) 0.00 (0.00 – 0.32)
Aggregatibacter 0.46 (0.00 – 3.54) 0.08 (0.01 – 3.18)

unclassified Dethiosulfovibrionaceae 0.44 (0.00 – 3.31) 0.01 (0.00 – 0.58)
Haemophilus 0.42 (0.07 – 10.16) 1.51 (0.00 – 14.65)
Paludibacter 0.36 (0.00 – 3.86) 0.05 (0.00 – 0.73)

Eikenella 0.25 (0.04 – 2.65) 0.08 (0.01 – 0.64)
unclassified Lachnospiraceae 0.21 (0.00 – 1.53) 0.06 (0.01 – 2.45)

Lautropia 0.16 (0.02 – 1.28) 0.15 (0.01 – 2.33)
Escherichia 0.15 (0.03 – 0. 95) 0.63 (0.04 – 26. 51)

Bulleidia 0.14 (0.03 – 0.77) 0.07 (0.00 – 0.64)
unclassified Bacteroidales 0.13 (0.01 – 1.95) 0.01 (0.00 – 0.05)

Oribacterium 0.13 (0.00 – 0.51) 0.25 (0.00 – 2.14)
Atopobium 0.10 (0.00 – 0.99) 0.08 (0.00 – 2.60)

unclassified Tissierellaceae 0.09 (0.00 – 3.82) 0.00 (0.00 – 0.33)
unclassified Weeksellaceae 0.09 (0.00 – 1.19) 0.18 (0.01 – 0.71)

Megasphaera 0.03 (0.00 – 2.39) 0.03 (0.00 – 0.75)
Abiotrophia 0.02 (0.00 – 3.40) 0.05 (0.00 – 0.55)

Comamonas 0.01 (0.00 – 0.17) 0.10 (0.00 – 4.56)
unclassified Leptotrichiaceae 0.00 (0.00 – 4.20) 0.00 (0.00 – 0.12)

Actinobacillus 0.00 (0.00 – 0.33) 0.04 (0.00 – 1.91)
Halomonas 0.00 (0.00 – 0.00) 0.00 (0.00 – 3.60)

Таблица 1. Относительное обилие видов / филотипов, идентифицированных в зубодесневой борозде 
у молодых людей с интактным пародонтом и хроническим генерализованным катаральным гингивитом 

Table 1. Relative abundance of species/phylotypes identified in the dentogingival sulcus 
in young people with intact periodontal disease and chronic generalized catarrhal gingivitis
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нии с группой с хроническим гингивитом, причем это 
различие было статистически значимо (17.51 (4.01 to 
34.43) соответственно)). Второй из преобладающих 
групп при интактном пародонте явился род Neisseria 
(8.50 (0.03 to 18.18)), в сравнении с хроническим гинги-
витом, причем это различие также было статистически 
значимо (0.65 (0.015 to 10.08) соответственно).

Кроме того, у пациентов с интактным пародонтом 
были ассоциированы члены семейства Micrococcacea 
и рода Rothia – 5.35 (0.13 to 13.30). Интересно то, что 
классические бактерии, выделяющиеся обычно при 
кариесе род Rothia (Stomatococcus mucilaginosus и 
Micrococcus mucilaginosus), в контроле присутствова-
ли в два раза большем количестве.

При хроническом гингивите возрастало количество не 
идентифицированных бактерий. Место Rothia при хрони-
ческом гингивите заняли антагонистические бактерии. 

Одной из преобладающих групп оказался род 
Fusobacterium. При этом очень интересен факт преоб-
ладания рода Fusobacterium в группе с хроническим гин-
гивитом (10.19 (3.36 to 21. 73)) в сравнении с группой с 
интактным пародонтом (5.16 (0.39 to 14.97), причем это 
различие было статистически значимо. При этом извест-
но, что род Fusobacterium обладает способностью к вну-
триклеточному паразитизму [14] и вносят существенный 
вклад в развитие хронического гингивита [24, 25].

Также повели себя члены родов Selenomonas, 
Corynebacterium и Campylobacter. Они присутствовали в 
существенно большем количестве в образцах пациентов, 
страдающих хроническим гингивитом (4.45 (0.10 to 12.78); 
2.42 (0.29 to 6.00); 1.04 (0.53 to 2.96), соответственно).

По отношению к интактному пародонту в группе с 
хроническим гингивитом наблюдалось статистически 

значимое увеличение доли семейств Peptostreptococca-
ceae, Porphyromonadaceae, Tissierellaceae, Veillonellace-
ae, Dialister, Filifactor, Parvimonas, Tannerella, Treponema и 
были найдены микробные сообщества, не встречающи-
еся в ранее изученных метагеномах (unclassified) – не-
культивируемые представители неопределенных фило-
типов на уровне рода Mogibacteriacea, TM7 3 и на уровне 
семейств Rs–045, Dethiosulfovibrionaceae. 

Заключение
Нами был произведен анализ бактериальных со-

обществ зубодесневой борозды при хроническом 
гингивите у здоровых индивидуумов в возрасте 18-19 
лет без мукогингивальной и ортодонтической пато-
логии. Разнообразие бактерий оказалось достоверно 
высоким. Показано, что относительная численность 
21 филотипа на уровне родов и семейств достовер-
но различалась. Идентифицировано 183 филотипа 
на уровне родов, относящиеся к 17 филам. При хро-
ническом гингивите по отношению к контролю на-
блюдалось статистически значимое увеличение доли 
семейств Porphyromonadaceae, Peptostreptococcaceae 
и доли родов Dialister, Filifactor, Parvimonas, Tannerella, 
Treponema. В выборке метагеномных образцов были 
найдены уникальные микробные сообщества, не встре-
чающиеся в ранее изученных метагеномах - выявлены 
неопределенные филотипы Dethiosulfovibrionaceae, 
Mogibacteriacea, TM7-3, Rs–045, Tissierellaceae 
(unclassified). При этом такая характеристика, как чис-
ло генов в метагеноме, со временем может стать диа-
гностическим инструментом для детекции воспали-
тельных заболеваний пародонта и служить первичным 
маркером возможной патологии [26]. 
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