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Методика визначення пародонтопатогенів 
навколо оксид-цирконієвих і титанових 
абатментів за допомогою полімеразної 
ланцюгової реакції в режимі реального часу

Real-time PCR as a Method of Periodontal Pathogens Detection Around 
Zirconia and Titanium Abutments 

Мета: Провести аналіз методики вивчення особливостей мікрофлори пародонтальних 
кишень та періімплантних ділянок навколо оксид-цирконієвих та титанових абатментів за 
допомогою полімеразної ланцюгової реакції в режимі реального часу. Методи: У дослідженні 
брали участь пацієнти, яким встановлювали імплантати у Центрі стоматологічної імплан-
тації та протезування «ММ». Усім пацієнтам проводили полімеразну ланцюгову реакцію 
(ПЛР) у три етапи. Біоматеріал забирали паперовим піном з пародонтальної кишені та 
періімплантної борозни навколо оксид-цирконієвих і титанових абатментів. Після 10 с пін 
виймали та поміщали у пластикову пробірку об’ємом 1,5 мл типу «Еппендорф», герметично 
закривали і передавали у лабораторію. Результати: Облік результатів реакції здійснювався 
автоматично за допомогою програмного забезпечення. Інтерпретація результатів прове-
дена згідно з таблицею. Якщо значення КВМ менше ніж 2,5 (інтерпретують як недостатню 
кількість матеріалу), то матеріал забирають повторно та повністю проводять весь цикл 
ПЛР-аналізу. Висновки: Встановлення особливостей мікрофлори пародонтальних та пері-
імплантних кишень може стати основою нових підходів для успішного планування лікування 
у пацієнтів, яким проводять дентальну імплантацію, та надалі при виборі оптимального 
матеріалу для опорних структур імплантатів.

Ключові слова: мікрофлора, пародонтальні кишені, полімеразна ланцюгова реакція, абат-
менти.

Purpose: To analyze the method of periodontal pathogens detection using real-time PCR around 
the zirconium oxide and titanium abutments. Methods: The study includes patients who undergo 
implantation in MM Dental Implants and Prosthetics Center. PCR is done in three stages for every 
patient. The biomaterial is taken with a paper pin from the periodontal pocket and perimplant site 
around the zirconia and titanium abutments. After 10 seconds the paper pin is extracted, placed in a 
plastic tube and sent to the laboratory. Results: The results of PCR are recorded automatically using 
the software. Interpretation of the results is carried out according to the table. If the value of CFM is 
less than 2.5 (interpreted as insufficient amount of material), the biomaterial is re-collected and the 
entire cycle of the PCR analysis is carried out again. Conclusions: Periodontal pathogens detection in 
the sites of periodontal and periimplant pockets may be a new approach for the successful treatment 
planning in patients who undergo dental implantation and for the subsequent selection of the right 
abutment material.

Key words: pathogens, periodontal pocket, PCR, abutments.
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ВСТУП

Між зубами та дентальними імпланта-
тами є суттєві гістологічні та структурні 
відмінності [10]. Однак, їхня клініч-
на схожість дозволяє застосовувати 
загальноприйняті наукові судження 

пародонтології і при імплантологічній 
реабілітації. В обох випадках (навколо 
зуба чи імплантату) наявне запалення 
в межах м’яких тканин на ранніх ста-
діях, а потім настає втрата кісткової 
тканини і збільшення глибини па-
родонтальної кишені. Періімплантні 

захворювання поділяють на періімп-
лантний мукозит та періімплантит [13]. 
Періімплантний мукозит — це запаль-
не ураження м’яких тканин навколо 
імплантату, а періімплантит охоплює 
ще й оточуючу кісткову тканину [9]. 
Незважаючи на цю клінічну схожість 
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періімплантних та пародонтальних 
захворювань, на сьогодні немає про-
гнозованого лікування періімплантиту, 
тому визначальна роль надається са-
ме первинній профілактиці [5]. М.М. 
Угрин і співавт. розробили заходи 
професійної гігієни для пацієнтів, за-
лежно від термінів імплантації [8]. На 
думку авторів, тільки при ретельній 
індивідуальній і професійній гігієні 
можна розраховувати на успіх довго-
тривалого функціонування ортопедич-
ної конструкції на імплантатах [5–8]. 
Незважаючи на те, що захворювання 
пародонта є мультифакторним роз-
ладом, доведено, що наявність великої 
кількості пародонтопатогенів підви-
щує ризик виникнення пародонталь-
ного статусу, особливо при скомпро-
ментованій імунній відповіді [11]. До-
ведено, що бактерії, які беруть участь 
у виникненні пародонтиту, можуть мі-
грувати та колонізувати періімплантні 
ділянки [12, 13, 17]. Quirynen і співавт. 
[14, 15] аналізували мікрофлору на-
вколо трансмукозальних абатментів 
у субкрестально встановлених імп-
лантатах. Автори продемонстрували 
більшу частоту наявності пародонто-
патогенів навколо абатментів, якщо 
суміжними були зуби із такою самою 
бактеріальною картиною. Tanakashi 
та співавт. [18] досліджували зразки 

двох пародонтопатогенів, взятих від 
зубів та імплантатів у одних і тих са-
мих суб’єктів. Результати показали, що 
зразки P. gingivalis збігалися на 75%, 
P. intermedia — на 100%. Це наочно де-
монструє трансмісію бактерій від зубів 
до імплантатів [12, 15, 18].
Основними патогенами при пародон-
титі та мікроорганізмами, які були 
ідентифіковані навколо імплантатів 
при періімплантних захворюваннях, 
є Actinobacillus actinomycetemcomitans, 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella inter
media, Tannerella forsythensis, Tre ponema 
denticola [16]. Мікробний склад паро-
донтальної та періімплантної діля-
нок вивчали з використанням різних 
методів ідентифікації бактерій. Авто-
ри найчастіше обирали полімеразну 
ланцюгову реакцію (ПЛР) [1–4]. Ви-
користання ПЛР у режимі реального 
часу дозволяє провести аналіз складу 
мікрофлори та виявити ДНК мікроор-
ганізмів у складі суміші нуклеїнових 
кислот [1]. 
Мета роботи — провести аналіз ме-
тодики вивчення особливостей мі-
крофлори пародонтальних кишень 
та періімплантних ділянок навколо 
оксид-цирконієвих та титанових абат-
ментів за допомогою полімеразної 
ланцюгової реакції в режимі реаль-
ного часу.

МАТЕРІАЛ І МЕТОДИ

У дослідженні взяли участь пацієнти, 
яким проводили імплантацію у Центрі 
стоматологічної імплантації та про-
тезування «ММ». Пацієнтів відбирали 
за такими критеріями: вторинна част-
кова адентія та відсутність приймання 
антибіотиків протягом останніх 6 мі-
сяців. Усім пацієнтам проводили ПЛР 
у три етапи, використовуючи тестову 
систему «ПародонтоСкрин» (реєстра-
ційне посвідчення № 12407/2013 від 
15.02.2013). ПЛР у реальному часі про-
водили у ПЛР-лабораторії Київської 
міської клінічної лікарні №4.

Мал. 1. Паперовий пін у пародонтальній кишені (a) та періімплантній борозні (б) для забору біоматеріалу

Мал. 2. Паперовий пін у пластиковій про-
бірці «Еппендорф»

а б



ISSN 1992-4496. Новини стоматології. 2018. №2 (95)

ОРТОПЕДИЧНА СТОМАТОЛОГІЯ

38

Етапи забору біоматеріалу:
Етап №1 — визначення гігієнічного 
індексу О’Лірі, проводили PSR тест та 
полімеразну ланцюгову реакцію в ре-
альному часі (ПЛР у р. ч.) навколо зубів.
Етап №2 — (після встановлення опор-
них структур імплантатів): проводи-
ли полімеразну ланцюгову реакцію 
в реальному часі (ПЛР у р. ч.) навко-
ло титанового та оксид-цирконієвого 
абатмента.
Етап №3 — ПЛР у р.ч. проводили навко-
ло титанового та оксид-цирконієвого 
абатмента через 1 місяць після їхнього 
встановлення.
Забирали біоматеріал паперовими пі-
нами № 25-30, оскільки вони товщі і 
не так часто згинаються при введенні. 
Для забору матеріалу пін вводили 
в пародонтальну або періімплантну 
кишеню (ПК) на 10 с (мал. 1 а, б). Пін 
вводили під невеликим кутом до зуба 
і повільно просували вздовж осі зуба 
до опору. Дуже важливо виключити 
можливість доторкання до слизової 

оболонки порожнини рота. Після 10 с 
пін виймали з ПК та поміщали в плас-
тикову пробірку об’ємом 1,5 мл типу 
«Еппендорф», герметично закривали 
і передавали у лабораторію (мал. 2). 
Транспортне середовище не вико-
ристовували. На сьогодні відомо, що 
ДНК стійкіша при транспортуванні 
і зберіганні, на відміну від РНК, і це 
не зобов’язує використовувати тран-
спортне середовище. Крім того, при 
розподілі матеріалу одразу у пробір-
ки типу «Еппендорф» виключається 
перехресна контамінація матеріалу і 
полегшується подальша обробка проб. 
Кожну пробірку маркують відповідним 
чином і супроводжуть скеруванням із 
зазначенням необхідних даних.
На етапі попередньої обробки в кож-
ну марковану пробірку з паперовим 
піном вносили по 100 мкл стериль-
ного 0,9% розчину натрію хлориду 
(фізіологічний розчин) з використан-
ням стерильних одноразових нако-
нечників з фільтром, рекомендованих 
до застосування в ПЛР-лабораторіях. 
Пробірки залишали на 20 хв при 
кімнатній температурі для екстракції 
мікробної маси у розчин. Після за-
кінчення екстракції пробірки центри-
фугували на вортексі при 1000 об./ хв 
протягом 30 секунд для осадження 
крапель. Після цього паперовий пін 
виймали з пробірки стерильним пін-
цетом, ретельно витискаючи до стінки 
надлишок рідини та утилізували в 

Назва мікроорганізму Норма
Ступінь пародонтиту

легкий/
середній

важкий

Загальна бактеріальна маса <6,5 ≥6,5 >7,5

Actinobacillus actinomycetemcomitans <4,0 ≥4,0 >5,0

Porphyromonas gingivalis <5,0 ≥5,0 >6,0

Prevotella intermedia <4,5 ≥4,5 >6,0

Tannerella forsythensis 
(Bacteroides forsythus)

<5,0 ≥5,0 >5,5

Treponema denticola <3,5 ≥3,5 >5,0

Candida albicans <4,5 ≥4,5 >6,0

Таблиця. Кількість мікроорганізмів у біотопі пародонтальної кишені (Lg ГЕ/зразок)

Мал. 3. Програмне забезпечення для обліку 
та інтерпретація результатів ПЛР у р.ч.

ємність з дезрозчином. У пробірки з 
екстрактом вносили лізуючий розчин 
і виділяли нуклеїнові кислоти відпо-
відно до інструкції зі застосування 
комплекту реагентів «Проба-НК». На 
всіх етапах постановки ПЛР-реакції 
використовували стерильні однора-
зові наконечники з фільтром, реко-
мендовані до застосування в ПЛР-
лабораторіях. Отримані препарати 
нуклеїнових кислот передавали через 
передавальне вікно в ампліфікаційну 
для проведення ампліфікації згідно з 
інструкцією для набору реагентів для 
виявлення умовно-патогенних мікро-
організмів порожнини рота методом 
ПЛР у р.ч. 

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Облік та інтерпретація результатів 
реакції здійснюється автоматично 
за допомогою програмного забез-
печення (мал. 3). Після проходження 
ампліфікації програмне забезпе-
чення порівнює задане оператором 
розташування пробірок з реальним 
станом маркера Rox і, якщо знаходять 
розбіжність, пропонується програмно 
змінити результат аналізу, розмістив-
ши дані з кожної окремої пробірки у 
відповідному порядку. У разі, якщо 
оператор дає згоду на цю операцію, 
скоректовані дані можна зберегти в 
новому файлі. При наявності в до-
сліджуваному зразку ДНК мікроор-
ганізмів, вони виявляються набором 
«ПародонтоСкрин». У рядку з на-
звою цього мікроорганізму вказана 
кількість мікроорганізму (десятковий 
логарифм концентрації). Інтерпрета-
ція результатів проводиться згідно 
з таблицею (табл.). Якщо значення 
КВМ менше ніж 2,5 (інтерпретують 
як недостатню кількість матеріалу), 
то матеріал забирають повторно та 
повністю проводять весь цикл ПЛР-
аналізу.
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ВИСНОВКИ

ПЛР у реальному часі дозволяє точно 
встановити наявність конкретного ви-
ду патогена з урахуванням праймерів, 

закладених у діагностичний набір. 
Встановлення особливостей мікро-
флори пародонтальних та періімп-
лантних кишень може стати основою 
нових підходів для успішного пла-

нування лікування у пацієнтів, яким 
проводять дентальну імплантацію, та 
надалі при виборі оптимального ма-
теріалу для опорних структур імп-
лантатів.
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