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Anastasija M. Ivanova1*, Alisa V. Blinova2, Marina A. 
Dmitrienko1, Ekaterina B. Aronova3

EVALUATION OF ‘RED COMPLEX’ 
BACTERIA PROTEOLYTIC 
ACTIVITY

The species composition of oral microbiota is one of 
the key factors determining the features of chronic 
inflammation and periodontal diseases progression. 
‘Red complex’ bacteria presented by Porphyromonas 
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denti-
cola have the greatest pathogenic potential. These 
bacteria possess proteolytic activity, which plays 
various important roles in virulence mechanisms and 
allowing them to colonize and destroy periodontal 
tissues. Early diagnosis of pathological conditions 
induced by microbial contamination allows for a 
timely treatment of periodontitis. A total of 38 
patients aged 18 to 65 years, requiring profes-
sional oral hygiene were recruited for this study. 
Microbial content analysis of dental plaque from 
the interdental space and the back of the tongue 
was performed using real-time PCR. The proteolytic 
activity of oral bacteria was determined by the rap-
id diagnostic method (diagnostic sensitivity, 0.95; 
specificity, 0.93). The results demonstrate a strong 
and significant correlation between the new method 
and the PCR analysis (r = 0.785, p < 0.001). Study 
results show that the rapid diagnostic method can 
be valuable on the preliminary diagnosis stage for 
periodontal inflammatory disorders caused by the ‘red 
complex’ bacteria.
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Видовой состав микробиоты является одним из факторов, 
определяющих особенности прогрессирования воспали-
тельных заболеваний пародонта. Наивысшим патогенным 
потенциалом обладают бактерии «красного комплекса», 
включающего виды Porphyromonas gingivalis, Tannerella 
forsythia, Treponema denticola. Перечисленные бак-
терии обладают протеолитическими ферментами, обе-
спечивающими эффективную инвазию в ткани пародонта. 
Ранняя диагностика состояний, связанных с микробной 
контаминацией, позволяет проводить своевременное 
лечение воспалительных заболеваний пародонта. Было 
обследовано 38 пациентов в возрасте от 18 до 65 
лет, нуждающихся в профессиональной гигиене полости 
рта. Определение микробного состава зубного налета в 
межзубном промежутке и на спинке языка проводили ме-
тодом ПЦР в реальном времени. Для определения проте-
олитической активности бактерий пользовались новым 
экспресс-методом (диагностическая чувствительность 
составила 0,95, специфичность – 0,93). Полученные 
результаты показали сильную положительную корреля-
цию данных, полученных с помощью экспресс-метода, с 
данными ПЦР (r = 0.785, p < 0.001). Таким образом, 
метод может представлять практическую ценность в 
качестве ранней и скрининг-диагностики воспалитель-
ных заболеваний пародонта, связанных с присутстви-
ем бактериальных колонизаторов, входящих в «красный 
комплекс» пародонтопатогенных микроорганизмов.

ОЦЕНКА ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ 
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ВВЕДЕНИЕ
Ведущее место среди стоматологических патоло-

гических состояний на сегодняшний день занимают вос-
палительные заболевания пародонта (ВЗП) [1]. Отмеча-
ется тенденция к увеличению частоты распространения 
агрессивных, рецидивирующих форм данной нозологии 
[2].

С каждым годом появляется все больше исследо-
ваний, свидетельствующих о негативном влиянии паро-
донтопатогенных микроорганизмов, продуктов их жиз-
недеятельности, а также тканевых воспалительных ме-
диаторов на общее соматическое здоровье человека [2 
-5]. При этом на ранних этапах ВЗП могут протекать бес-
симптомно, а причиной обращения за медицинской по-
мощью часто служат уже выраженные клинические сим-
птомы - кровоточивость десен, подвижности или потеря 
зубов. Ведущим этиологическим фактором, запускающим 
механизм развития гингивита и пародонтита, является 
бактериальная биопленка [6].  Зубная биопленка — это 

мультивидовое микробное сообщество, формирующееся 
в условиях текучих сред (слюна, десневая и ротовая жид-
кость) со сложной структурной организацией, регулирую-
щееся многочисленными сигнальными взаимодействиями 
по типу прямых и обратных связей на уровне рецепто-
ров и сигнальных молекул [7]. Многовидовые биоплен-
ки обладают уникальными признаками, а в зависимости 
от видового состава они могут быть ассоциированы со 
здоровым пародонтом, гингивитом или пародонтитом 
[8]. Тканевое поражение определяется взаимодействием 
микробного фактора и локального тканевого ответа на 
воздействие микроорганизмов [9]. Совокупность нару-
шения защитной системы пародонта и создание условий 
для интенсивного размножения микробиоты приводит к 
патологии зубодесневого прикрепления, воспалению и 
деструкции пародонта, формированию пародонтального 
кармана и развитию пародонтита.

Микробиота ротовой полости насчитывает более 
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700 видов бактерий, а также грибов, вирусов и простей-
ших [10]. Научные достижения последних лет соответ-
ствуют модели патогенеза, согласно которой пародонтит 
инициируется широко распространенной дисбиотиче-
ской, синергической микробиотой [11]. Представителями 
патогенной микрофлоры являются грамотрицательные и 
грамположительные бактерии, такие как Porphyromonas 
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema 
denticola, Prevotella intermedia, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, 
Eubacterium timidum, Parvimonas micra и другие [6, 
12]. Деструктивным формам заболевания пародонта 
присуща комбинация наиболее вирулентных патогенов 
[13]. «Пародонтопатогенность» микрофлоры опреде-
ляется присутствием протеолитических ферментов в 
оболочке бактерий и эндотоксинов, непосредственно 
участвующих в повреждении тканей пародонта и оказы-
вающих дисгармонирующее влияние на формирование 
защитных реакций организма. Воспалительный процесс 
начинается в области зубодесневой борозды (гингивит) 
и в отсутствие лечения распространяется на область 
эпителиального и зубодесневого соединения, нарушая 
фиксацию зуба в костной альвеоле (пародонтит) [12, 
14]. Объединенные в «красный комплекс» бактерии 
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia и 
Treponema denticola считаются наиболее агрессивной 
бактериальной агломерацией, провоцирующей прогрес-
сирование ВЗП и ассоциированы с поддесневой биоплен-
кой в участках повреждения при пародонтите [15, 16]. 
Общей особенностью бактерий «красного комплекса» яв-
ляется секреция протеолитических ферментов, которые 
являются установленными факторами вирулентности 
P. gingivalis и Т. denticola [17]. 

Таким образом, чрезвычайно важным является 
своевременное обнаружение и купирование воспали-
тельного процесса, ассоциированного с патогенным бак-
териальным фактором, дисбактериозом ротовой полости.

На сегодняшний день существуют разные методы 
диагностики ВЗП: бактериологический (культуральный) 
метод, метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), га-
зожидкостная хроматография слюны, спектрофотометри-
ческий метод анализа слюны, определение pH ротовой 
жидкости при карбамидной нагрузке. Поскольку протео-
литическую активность можно рассматривать как фактор 
вирулентности бактерий «красного комплекса», играю-
щих ключевую роль в развитии B3П, определение дан-
ного типа ферментативной активности в ротовой полости 
может стать одним из критериев оценки развития воспа-
лительного процесса в тканях пародонта. 

Целью исследования стала оптимизация методики 
экспресс-определения протеолитической активности па-
родонтопатогенных бактерий зубного и язычного налета 
и ее сопоставление с молекулярно-генетическим методом 
микробиологического исследования и биохимическим ис-
следованием слюны. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
2.1 Пациенты, принявшие участие в исследо-

вании
В исследовании принимали участие 38 испытуемых 

в возрасте от 18 до 65 лет (впоследствии испытуемые 
были закодированы по схеме d01 – d38), нуждающиеся 
в профессиональной гигиене полости рта, с целью кон-
троля и предотвращения развития воспалительных забо-
леваний пародонта. Все обследованные пациенты дали 
добровольное информированное согласие на проведение 
процедуры.

Исследование проводилось на базе кафедры па-
родонтологии Тверского государственного медицинского 
университета (ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России). В про-
цессе стоматологического осмотра ротовой полости, была 
проведена оценка гигиенического индекса Silness-Loe в 
области всех зубов [18].  Индексное значение выборки 

варьировалось в пределах 0.3–1.8, половина испытуемых 
имели хорошую (14.6% выборки) или удовлетворитель-
ную (35.4%) гигиену полости рта, а другая половина - не-
удовлетворительную (45.8%) или плохую (4.2%) гигиену 
полости рта, что говорит о репрезентативности выборки. 

Всем 38 испытуемым были проведены ПЦР-анализ 
микробного состава зубного налета в области межзубно-
го промежутка (зубы 1.5 и 1.6 - верхние правые второй 
премоляр и первый моляр) и налета со спинки языка, а 
также экспресс-оценка протеолитической активности 
бактерий в данных участках полости рта. Десяти паци-
ентам, выбранным случайным образом, проводили также 
биохимическое исследование слюны.

2.2 Методика отбора проб
За 3–4 часа до исследования не предполагалось 

какое-либо чистка зубов пациентами, использование опо-
ласкивателей и прием пищи. Взятие материала из межзуб-
ного промежутка и соскоб со спинки языка осуществляли 
стерильным стоматологическим микроаппликатором. На-
несение материала на сегмент для экспресс-диагности-
ки проводили непосредственно после взятия пробы. Для 
ПЦР-анализа абсорбер помещался в пробирку “Эппен-
дорф” с транспортной средой. Для сбора слюны пациен-
там предлагалось сесть с опущенной головой, не глотая 
слюну и не двигая языком и губами, в течение 2 минут 
аккумулировать слюну в полости рта, затем ее сплюнуть 
в стерильный контейнер. Данная процедура повторялась 
трижды. Не допускался анализ слюны при повреждении 
слизистой оболочки рта, кровоточивости десен.

 2.3 Экспресс-определение протеолитической 
активности в ротовой полости

Проведенный анализ патентного исследования 
глубиной 30 лет выявил ряд технических решений для 
экспресс-оценки протеолитической активности в ротовой 
полости [19-25]. Наиболее полно экспресс-оценка изуче-
на в трудах, посвященных методам определения пато-
генных бактерий и диагностике заболеваний пародонта 
[19-23]. Принцип экспресс-определения протеолитиче-
ской активности заключается в колориметрическом ме-
тоде оценки. В основе метода лежит реакция гидролиза 
субстрата трипсина (Nα-бензоил-DL-аргинин β-нафтила-
мид). Пептидаза, вырабатываемая пародонтопатогенами 
«красного комплекса» T. denticola, P. gingivalis и 
T. forsythia, ассоциированными с ВЗП, расщепляет 
субстрат, с образованием продуктов реакции, которые, 
в свою очередь, формируют стойкое изменение цвета 
при наличии хромогенного вещества. Само хромогенное 
вещество не специфично по отношению к протеолити-
ческим ферментам или дисбактериозу ротовой полости. 
Гидролиз, сопровождаемый цветовой реакцией, свиде-
тельствует о наличии протеолитической активности в 
анализируемой пробе (рис. 1).

Рис. 1. Реакция, лежащая в основе экспресс-определения 
протеолитической активности

Для проведения исследования биоматериал, взя-
тый из межзубного промежутка и со спинки языка, одно-
временно помещались на разные стороны пигментообра-
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зующего субстратного слоя устройства. Интерпретация 
результатов выполнялась через 10 минут после помеще-
ния устройства в термостат, работающий в температур-
ном диапазоне 38–45 °С. Результат оценивался как поло-
жительный при изменении цвета индикаторного элемента 
устройства, представляющего собой гидрофильный носи-
тель, содержащий хромогенный реактив, с лососевого 
на светло-голубой или синий. Интенсивность цветового 
пятна оценивали при помощи колориметрической шкалы 
(рис. 2), верифицированной в ходе лабораторного иссле-
дования индикаторного элемента на концентрациях рас-
твора трипсина в диапазоне от 0.0167 мг/ мл до 5 мг/ мл. 
При отсутствии изменения цвета, результат расценивал-
ся как отрицательный.

Рис. 2. Шкала изменения цвета для определения 
протеолитической активности в ротовой полости

Отрицательный
результат

Слабоположительный
результат

Положительный
результат

2.4 Методика и условия постановки полиме-
разной цепной реакции 

В качестве референсного метода проводили коли-
чественный ПЦР-анализ ДНК микроорганизмов зубного и 
язычного налета. ДНК выделяли из образцов с использо-
ванием коммерческого набора для выделения ДНК и РНК 
«Преп-НК-Био». Для выявления и количественной оценки 
ДНК возбудителей заболеваний пародонта методом ПЦР 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в реаль-
ном времени в биологическом материале использовался 
набор реагентов «Дентоскрин» (производитель НПФ «Ли-
тех», Россия, комплектация OneStep-РВ-60). Проведение 
амплификации, анализ и интерпретация результата осу-
ществлялись согласно методическим указания по приме-
нению набора реагентов.

Об успешном прохождении ПЦР можно судить по 
кривым амплификации, соответствующим внутреннему 
контролю в исследуемых пробах. На рис. 3 показано, что 
амплификация внутреннего контроля прошла во всех ис-
следуемых точках, следовательно, результаты ПЦР мож-
но принять за достоверный результат содержания ДНК 
исследуемых микроорганизмов в образцах.

Рис. 3. Кривые амплификации внутреннего контроля в 
исследуемых биологических образцах

Для проведения статистической обработки отри-
цательный результат ПЦР-анализа принимали за «0», 
положительный результат выражали количественно в 
геном-эквивалентах в мл (ГЭ/мл). Для оценки выражен-
ности бактерий «красного комплекса» в микрофлоре ро-
товой полости оценивали суммарную бактериальную на-
грузку трех бактерий: T. denticola, T. forsythensis, 
P. gingivalis как сумму их геном-эквивалентов в мл 
(ГЭ/мл).

2.5 Биохимическое исследование слюны 

Проводили биохимическое исследование слюны 
для определения количественного и качественного со-
става короткоцепочечных жирных кислот (C2-C6), явля-
ющихся метаболитами анаэробных и аэробных бактерий. 

Газожидкостную хроматографию летучих жирных 
кислот (уксусной, пропионовой, масляной, изомасляной, 
изовалериановой, изокапроновой кислот) выполняли на 
автоматизированном биохимическом анализаторе AU 
5800 (Beckman Coulte, США) с двумя фотометрическими 
модулями и одним ион-селективным (ISE) модулем. Иден-
тификацию и количественное определение концентраций 
летучих жирных кислот осуществляли при помощи ана-
литических стандартов и программного комплекса для 
обработки хроматографических данных «МультиХром». 
Оценивали отношение суммарного содержания кислот с 
разветвленной цепью изомеров к кислотам с неразвет-
вленной цепью (изоCn/Cn) и анаэробный индекс как от-
ношение суммы пропионовой и масляной кислот к уксус-
ной кислоте (C2-C4).

2.6 Статистическая обработка
Статистическую обработку данных осуществляли в 

программе Statistica 12, с применением мультивариантно-
го анализа «MANOVA». Использован непараметрический 
критерий Манн-Уитни — для малых выборок. Для оценки 
корреляции применяли непараметрический критерий — 
ранговую корреляцию Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Сопоставление результатов ПЦР-анализа, 

экспресс-определения протеолитической активности 
и биохимического анализа слюны.

Были проанализированы полученные результаты 
ПЦР-анализа, экспресс-определения протеолитической 
активности и газожидкостного хроматографического 
анализа. Полученные результаты выявили значимую 
сильную корреляцию (r = 0.785, p < 0.001) между коли-
чественными показателями ПЦР-анализа и методом экс-
пресс-определения протеолитической активности (мате-
риал из зубодесневой борозды) по всей выборке.

На 10 пациентах, для которых были проведены все 
три анализа, выявлена заметная значимая отрицатель-
ная корреляция показателей экспресс-устройства с анаэ-
робным индексом (r = −0.647, p < 0.01) и отношением 
изомеров короткоцепочечных жирных кислот к общему 
содержанию кислот (изоCn/Cn) (r = −0.639, p < 0.01), и 
изоCn/Cn — с количественными показателями ПЦР-ана-
лиза (r = −0.609, p < 0.01). Значимая отрицательная кор-
реляция свидетельствует, что с ростом протеоферменти-
рующих бактерий в ротовой полости, анаэробный индекс 
и отношение изомеров короткоцепочечных жирных кис-
лот к общему содержанию кислот, снижаются. Суммар-
ная бактериальная нагрузка «красного комплекса» имеет 
высокую значимую корреляцию с показателями метода 
экспресс-определения (r = 0.710, p < 0.01). Таким обра-
зом, результаты всех методов анализа коррелируют друг 
с другом, это можно объяснить тем, что наибольшая на-
грузка бактериями «красного комплекса» (определяемая 
методом ПЦР) дает более выраженную протеолитиче-
скую активность (экспресс-определение) [15] [21], а со-
держание пропионовой кислоты на уровне 18–20%, мас-
ляной кислоты на уровне 10–12% и изокислот на уровне 
5.9–6.5% свидетельствует об увеличении в полости рта 
анаэробной флоры, обладающей протеолитической и ге-
молитической активностью [22, 26, 27].

Корреляция результатов, полученных вышеука-
занными методами, позволяет рекомендовать метод, ко-
торый является наиболее простым в исполнении, интер-
претации результатов и позволяет получить результат в 
сжатые сроки.

По значимой корреляции данных биохимическо-
го исследования слюны и метода экспресс-определение 
протеолитической активности можно предположить вза-
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имосвязь присутствия пародонтопатогенных бактерий 
«красного комплекса» с концентрацией летучих жирных 
кислот. Взаимосвязь летучих жирных кислот с пародон-
топатогенной микрофлорой ротовой полости активно ис-
следуется [22, 26, 27]. При этом анализ летучих жирных 
кислот и точное определение их концентрации в большей 
степени отражает присутствие в зубном налете бактерий 
видов P. gingivalis и T. denticola, а не всех бактерий 
«красного комплекса». Газожидкостной анализ требует 
дорогостоящего оборудования, пробоподготовки, про-
должителен по времени, поэтому его можно рекомендо-
вать как дополнительный метод исследования, а не как 
экспресс-метод диагностики бактериальных заболеваний 
ротовой полости.

3.2 Сопоставление результатов ПЦР-анализа и 
экспресс-определения протеолитической активности 
в ротовой полости 

На рис. 4 представлены кривые амплификации, 
общая нагрузка бактерий «красного комплекса» в ГЭ/мл 
и результаты метода экспресс-определения в образцах 
биоматериала из межзубного промежутка для пациентов 
d19, d05, d01 и d10. В образце d19 видно, что содержатся 
все три бактерии «красного комплекса», и их суммарное 
количество на порядок выше, чем в остальных образцах. 
В этом же образце голубое пятно, полученное методом 
эксперсс-определения, имеет более выраженный размер 
и интенсивность.

В образцах d05 и d01 хорошо заметные голубые 
пятна соответствуют высокому содержанию бактерии 
«красного комплекса» (в образце d05 представлены три 
бактерии, в образце d01 — только T. forsythensis) в 
количестве 2.7 × 10⁶ ГЭ/мл и 1.5 × 10⁵ ГЭ/мл, соответ-
ственно. 

В образце d10 отсутствует цветовое пятно и вы-
делены лишь единичные бактерии T. forsythensis 
(1.4 × 10² ГЭ/мл), что ниже предела обнаружения метода 
экспресс-определения.

Рис. 4. Сопоставление кривых амплификации и результатов 
метода экспресс-определения в образцах биоматериала из 
межзубного промежутка для пациентов d19, d05, d01 и d10

Образец d19 Образец d05

Σкк
1.6 × 10⁷ ГЭ/мл

Σкк
2.7 × 10⁶ ГЭ/мл

Образец d01 Образец d10

Σкк
1.5 × 10⁵ ГЭ/мл

Σкк
1.4 × 10² ГЭ/мл

На графиках ПЦР: синим цветом обозначена кри-
вая амплификации ДНК Porphyromonas gingivalis; 
красным — Tannerella forsythensis; зелёным — 
Treponema denticola. Σкк — общая нагрузка бактерий 
«красного комплекса» в геном-эквивалентах в мл.

Таким образом, результаты, полученные методом 
ПЦР, полностью сопоставимы с результатами метода 
экспресс-определения. Это говорит о возможности ис-

пользования метода экспресс-определения для оценки 
присутствия бактерий «красного комплекса» в биологи-
ческих образцах.

3.3 Чувствительность и специфичность метода 
экспресс-определения

При сопоставлении данных, полученных с помо-
щью экспресс-определения протеолитической активно-
сти с результатами ПЦР-анализа, был выявлен предел в 
500 ГЭ/мл ДНК бактерий «красного комплекса», свыше 
которого метод экспресс-определения показывает поло-
жительный результат, ниже — отрицательный. Группы 
с положительным и отрицательным результатами до-
стоверно значимо (p < 0.01) отличались по бактериаль-
ной нагрузке «красного комплекса»: медианное значе-
ние в группе с положительным результатом составило  
3.4 × 10⁴ ГЭ/мл, для второй группы медианное значение 
составило 0 ГЭ/мл. 

На исследуемой выборке методика экспресс-опре-
деления протеолитической активности показала следую-
щие диагностические характеристики, полученные мето-
дом латинского квадрата, представленные в таблице 1.

Таблица 1. Диагностические характеристики метода 
экспресс-определения протеолитической активности ротовой 

полости

Чувствительность 0.95
Специфичность 0.93
Доля ложноположительных 0.07
Доля ложноотрицательных 0.05
Прогностическая ценность положительного результата 0.96
Прогностическая ценность отрицательного результата 0.93
Диагностическая точность 0.93

3.4 Отработка методики экспресс-определения 
протеолитической активности

3.4.1 Обоснование места взятия образца
Анализ биоматериалов, собранных из межзубного 

промежутка и со спинки языка, показал, что среднее зна-
чение количества бактериальной ДНК, характерной для 
организмов «красного комплекса», было значительно 
(p < 0.01) выше в материале из межзубного промежут-
ка, чем в соскобе со спинки языка (5.6% от количества 
бактерий межзубного промежутка). В то же время, между 
этими показателями выявлена значимая заметная корре-
ляция как в показателе среднего значения бактериаль-
ной массы «красного комплекса» (r = 0.51, p < 0.001), так 
и между результатами ПЦР из межзубного промежутка и 
соскоба со спинки языка по отдельным видам бактерий: 
P. gingivalis (r  =  0.639, p  <  0.001) и T. denticola 
(r = 0.58, p < 0.001). Таким образом, обе пробы имеют 
схожие характеристики, но различаются концентрацией 
бактерий «красного комплекса» в образце. Эти резуль-
таты согласуются с гипотезой о симультанной вегетации 
потенциальных возбудителей заболеваний пародонта в 
патологическом зубодесневом кармане и на дорсальной 
поверхности слизистой оболочки языка [24].

Выявлено, что показатели метода экспресс-опре-
деления имеют значимую заметную корреляцию с коли-
чественными результатами ПЦР-анализа в образце жид-
кости из межзубного промежутка (r = 0.680, p <0.001), и 
она выше, чем этот показатель для соскоба с корня языка 
(r = 0.428, p <0.001). Представленные данные свидетель-
ствуют в пользу того, что анаэробные бактерии «красно-
го комплекса» в большей степени представлены в анаэ-
робной среде межзубного промежутка.

Показано, что самая высока корреляция выявлена 
между результатами экспресс-определения и содержа-
нием T. denticola в межзубном промежутке (r = 0.862, 
p  <0.001) и в соскобе со спинки языка (r  =  0.899, 
p < 0.001), что соотносится с данными, согласно которым 
именно эта бактерия «красного комплекса» доминирова-
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ла в выборке (83.1%).
Таким образом, в качестве методического указа-

ния, можно рекомендовать для ПЦР-анализа и оценки 
протеолитической активности микробиоты брать образец 
из межзубного промежутка.

3.4.2 Термостатирование в ходе экспресс-о-
ценки протеолитической активности в ротовой по-
лости

Для получения достоверного аналитического сиг-
нала и воспроизводимых результатов при оценке проте-
олитической активности, необходимо учитывать внешние 
факторы, оказывающие влияние на целевую (фермента-
тивную) реакцию, лежащую в основе данного метода экс-
пресс-определения.  

Известно, что скорость и температура фермента-
тивных реакций тесно взаимосвязаны. При понижении 
температуры протеолитическая активность падает, ско-
рость реакции замедляется, как следствие, увеличивает-
ся необходимое время экспозиции для экспресс-опреде-
ления протеолитической активности. Рост температуры 
провоцирует необратимую денатурацию протеаз, сни-
жается биологическая активность и скорость реакции 
— время экспозиции с целью получения достоверного 
результата, растет. Выбор оптимального температурно-
го режима и соответствующего ему времени экспозиции, 
обеспечивает точность и скорость метода экспресс-опре-
деления протеолитической активности. 

Опытным путем в лабораторных условиях было 
установлено, что диапазон температур, обеспечивающий 
оптимальное течение протеолиза субстрата, с последу-
ющим получением достоверного и интерпретируемого 
аналитического сигнала, базируется в пределах 36–45 °C 
(рисунок 5 A). Аналогичные данные были получены авто-
рами и прежде [25].

Рис. 5. а) — Зависимость активности трипсин-подобного 
фермента от температурных условий; б) — Доля реакций 
экспресс-определения для оценки протеолитической 

активности, у которых проявилось цветовое пятно после 
нанесения контрольных растворов трипсина при оценке через 

5, 10, 15, 20 минут

а) б)

3.4.3 Период экспозиции при экспресс-опре-
делении протеолитической активности

Для метода экспресс-определения в лабораторных 
условиях было установлено, что нанесенные контроль-
ные растворы трипсина концентрацией от 0.0167 мг/ мл 
до 5 мг/ мл проявлялись в виде цветового пятна голубого 
цвета в период с 5 по 10 минуты экспозиции при поддер-
жании температуры в термостате в пределах 36–45 °C. В 
этот интервал времени интенсивность и размер цветово-
го пятна увеличивались, что было важно для однознач-
ной качественной интерпретации результата. В 25% об-
разцов к пятой минуте уровень проходившего гидролиза 
пигментообразующего субстрата не достиг такого уровня, 
который бы позволял однозначно по цветовой реакции 
интерпретировать результат. Через 10 минут после на-
несения, цветовые пятна проявлялись в 100% образцов 
с положительной пробой (рисунок 5 Б). В период с 15–30 
минуты экспозиции интенсивность пятна незначительно 
увеличивалась, при этом качественная интерпретация не 

изменялась ни в одном из образцов. 
В предклиническом исследовании было подтверж-

дено, что при оценке результата после 10-минутной экс-
позиции результат экспресс-определения протеолитиче-
ской активности значимо сильно коррелировал (r = 0.785, 
p <0.001) с результатами ПЦР-анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Патогенная микробиота ротовой полости, обуслов-

ленная присутствием бактерий «красного комплекса» и 
продуктами их жизнедеятельности, является одной из 
причин возникновения ВЗП. ВЗП, деструктивно воздей-
ствующие на комплекс тканей, развивающиеся посте-
пенно и бессимптомно на начальных этапах, приводят 
к потере зубов и планомерному разрушению пародон-
та. Здоровье полости рта является острой социальной и 
экономической проблемой, требующей своевременной 
диагностики и лечения. Комплексный подход к оценке 
патогенности микробиоты ротовой полости способен об-
легчить диагностику и обеспечить контроль эффективно-
сти назначенного лечения. Метод экспресс-определения 
протеолитической активности, как фактора вирулентно-
сти бактерий «красного комплекса», способен выявить 
причины деструктивных форм заболевания пародонта, 
полуколичественно оценить степень обсеменённости и 
представить перспективы лечения и прогресса выздоров-
ления пациента. 

На основании выполненных исследований реко-
мендуется использование метода экспресс-определения 
протеолитической активности бактерий «красного ком-
плекса пародонтопатогенных микроорганизмов в рамках 
комплексного подхода диагностики микробиоты ротовой 
полости. Образец для анализа рекомендуется брать из 
межзубного промежутка. Для проведения экспресс-о-
пределения рекомендуется использовать термостат на 
протяжении 10 минут при поддержании температуры не 
ниже 38 °С и не выше 45 °С для достижения оптимальных 
условий протекания ферментативной реакции.

Состоятельность подтверждается корреляцией ре-
зультатов, полученных методом экспресс-определения по 
сравнению с методом ПЦР в качестве референсного (зна-
чимая сильная корреляция, r = 0.785, p <0.001).

Методика экспресс-определения протеолитиче-
ской активности бактерий ротовой полости показала 
достаточно высокие диагностические характеристики, 
а именно: чувствительность метода определения соста-
вила 0.95, а специфичность — 0.93, что подтверждено 
сравнительным анализом полученных результатов с ре-
зультатами постановки ПЦР. 

Таким образом, предлагаемая методика экс-
пресс-определения при соблюдении всех методических 
рекомендаций может представлять практическую цен-
ность в качестве скрининг-диагностики ВЗП, результаты 
которой впоследствии можно дополнить ПЦР-анализом 
и методом биохимического исследования слюны. Экс-
пресс-определение не требует дорогостоящего оборудо-
вания и специальной подготовки медицинского персона-
ла.
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