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Цель исследования: сравнить микробиом здоровой десневой борозды детей с бронхиальной астмой (БА) при различном состоянии зубов.
Дизайн: открытое сравнительное клинико-лабораторное исследование.
Материалы и методы. Десневой субстрат получен у 19 детей 3–6 лет с обострением БА, проанализированы результаты секвенирования 
генов 16 субъединиц рибосомной рибонуклеиновой кислоты (16S рРНК) на платформе «MiSeq» («Illumina»).
Результаты. Определены 5 основных филумов в десневой борозде: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacterium и Bacteroidetes 
и доминирующий род — Streptococcus. Установлена достоверно высокая относительная распространенность видов Neisseria oralis 
(p = 0,0073), Hemophilic massiliensis (p = 0,046), Hemophilic paraphrohaemolyticus (p = 0,05) и Lautropia mirabilis (p = 0,05) у детей с БА 
без  кариеса. Уровень иммуноглобулина Е (IgЕ) достоверно выше у детей с астмой и кариесом в сравнении с детьми без кариеса 
(461,79 ± 60,58 и 276,97 ± 81,15 МЕ/мл).
Заключение. Преобладание условно-патогенных и «здоровых» бактериальных видов филума Proteobacteria в здоровой десневой 
борозде детей с БА может являться показателем дисбиоза ротовой полости при БА. Гиперпродуция IgЕ у детей с кариесом, возможно, 
обусловлена кариесогенной флорой, что требует дальнейшего изучения.
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ABSTRACT
Aim. To compare the microbiome of the healthy gingival sulcus of children with bronchial asthma (BA) and different dental conditions.
Design. Open comparative clinical and laboratory study.
Materials and methods. Gingival substrate was obtained from 19 children aged 3–6 years with exacerbation of BA; the results of sequencing 
the genes of 16 subunits of ribosomal ribonucleic acid (16S rRNA) on the MiSeq platform (Illumina) were analyzed.
Results. Five major phyla have been identified in the gingival sulcus: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacterium and 
Bacteroidetes and the dominant genus, Streptococcus. A significantly high relative prevalence of the species Neisseria oralis (p = 0.0073), 
Hemophilic massiliensis (p = 0.046), Hemophilic paraphrohaemolyticus (p = 0.05) and Lautropia mirabilis (p = 0.05) in children with asthma 
without caries was established. The level of immunoglobulin E (IgE) is significantly higher in children with asthma and caries compared 
to children without caries (461.79 ± 60.58 and 276.97 ± 81.15 IU/ml).
Conclusion. The predominance of opportunistic and “healthy” bacterial species of the phylum Proteobacteria in the healthy gingival sulcus 
of children with BA may be an indicator of oral dysbiosis in BA. Overproduction of IgE in children with caries may be due to cariogenic flora, 
which requires further study.
Keywords: sequencing, gingival crevicular microbiome, children, bronchial asthma, caries.
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ВВЕДЕНИЕ
Ротовая полость — это уникальная экосистема с множеством 
различных биотопов микроорганизмов [1]. Микробиом по- 
лости рта чрезвычайно разнообразен и включает вирусы, 
простейшие, грибы, археи и бактерии [2]. Идентифицировано 
более 1000 бактериальных филотипов, большая их часть 
являются комменсальными [3]. Многочисленные иссле-
дования показали связь между колонизацией патогенами 

и  астмой, особенно в раннем детстве [4–10]. Нормальный 
микробиом ротовой полости выполняет защитную роль, пре-
пятствуя колонизации патогенами, что существенно для под-
держания здоровья человека [11]. Для изучения роли бак-
терий при различных заболеваниях необходимо определить 
весь спектр микроорганизмов. С этих позиций метод секве-
нирования является самым точным, поскольку обнаруживает 
почти все сигнатуры ДНК микроорганизмов [12].
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Десневая борозда — это пространство между эмалью 
коронки зуба и эпителием видимой десны, которое склады-
вается, образуя выстланную эпителием складку вокруг зуба. 
Борозда открывается в полость рта, а основание желоба огра-
ничено тонким соединительный эпителием, который закан-
чивается в месте прикрепления к цементной поверхности 
корня [13]. В микробиоме здоровой десневой борозды (глу-
биной до 4 мм) преобладают филотип Proteobacteria, рода: 
Acinetobacter, Haemophilus, Moraxella и филотип Firmicutes, 
рода Streptococcus, Granulicatella и Gemella, которые явля-
ются симбионтами и в большинстве случаев возвращаются 
в пародонтальные карманы после лечения пародонтоза [14].

Ранее установлено обогащение бронхиального микро-
биома взрослых с астмой родами Haemophilus, Neisseria, 
Fusobacterium, Porphyromonas и Sphingomonodaceae [15]. 
Выделенные микроорганизмы Campylobacter, Capnocytophaga, 
Haemophilus, Porphyromonas из нижних дыхательных путей 
детей с астмой (вне обострения и с обострением), были 
связаны с воспалительными цитокинами [16]. Колонизация 
ротоглотки новорожденных от матерей с астмой видами 
S. pneumoniae, M. catarrhalis, H. influenzae приводила к уве-
личению количества эозинофилов в крови и уровня общего 
иммуноглобулина Е (IgE) у детей в возрасте 4 лет в сравнении 
с детьми от матерей без астмы, при этом общая распростра-
ненность астмы в возрасте 5 лет в этой группе детей состави-
ла 33% [17]. Ранее нами был исследован микробиом зубной 
поверхности детей с астмой, кариесом и без него и установ-
лено, что род Veillonella (Veillonellaceae, Selenomonadales, 
Negativicutes) преобладал у детей с кариесом, а относитель-
ное обилие Neisseria было значительно выше у детей без 
кариеса с бронхиальной астмой (p < 0,05) [18]. Исследования 
фактического состояния микробиома при различных заболе-
ваниях важны, т. к. именно устойчивые комбинации микро-
организмов, а не отдельные виды бактерий могут являться 
триггерами заболеваний [12].

Таким образом, многочисленные исследования кон-
статируют связь между астмой и кариесом как результат 
персистенции патогенов ротовой полости. Астма и кариес 
в большинстве случаев манифестируют в детском возрас-
те, когда патогены колонизируют биотопы и формируется 
микробиом. Информация об исследованиях микробиома 
десневой борозды у детей с астмой нами не обнаружена. 
Изучение состава микробиома на всех таксономических 
уровнях в данной группе детей приоритетно для понимания 
взаимосвязи между микробными сообществами и биотопа-
ми с установлением роли микробиома в поддержании эко-
логического баланса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы материала десневой борозды были получены от 
19 детей с обострением астмы в возрасте 3–6 лет, при нали-
чие информированного согласия родителей или законных 
представителей ребенка.

Все дети проходили обследование и лечение на базе ГАУЗ 
«ООКБ № 2» г. Оренбурга, Россия). Распределение по груп-
пам (табл. 1) выполнено по состоянию полости рта: в группу 
«А — asthma» вошли дети с астмой без кариеса зубов (n = 9; 
6 мальчиков и 3 девочки; возраст 36–71 мес), группа «С — 
caries» — состояла из детей с астмой и кариесом (n  =  10; 
6  мальчиков и 4 девочки; возраст 37–68 мес). Диагноз 
астмы и оценка ее тяжести были основаны на критериях 

GINA, 2022 г.1 Все дети имели обострение средней степени 
тяжести, 1 ребенок — тяжелое. Только у 1 ребенка из группы 
с кариесом и 2 пациентов из группы без кариеса стаж астмы 
был более 1 года, остальные дети были с впервые установ-
ленной астмой.

Обследование детей включало осмотр специалистами: 
педиатром, аллергологом-иммунологом, стоматологом и пуль-
монологом, стандартные лабораторные показатели, в  том 
числе IgЕ. На момент забора материала пациенты не прини-
мали антибиотики. Лечение детей обеих групп с бронхиаль-
ной астмой в период обострения включало будесонид, ипра-
тропия бромид/фенотерол и цетиризин. Пациент с тяжелым 
обострением получал преднизолон и аминофиллин. 

Диагностика кариеса зубов была основана на критери-
ях ВОЗ. Состояние здоровья полости рта и наличие кариеса 
пациентов было оценено при стоматологическом осмотре. 
Индекс интенсивности кариеса зубов измеряли путем вычис-
ления количества кариозных, отсутствующих и запломби-
рованных зубов. Оценка индекса интенсивности карие-
са зубов включала все кариозные поражения на окклю
зионных, межпроксимальных, щечных и язычных гладких 
поверхностях. Критерием начального кариеса было нали-
чие белого (матового) пятна на поверхности эмали. Случаи 
кариеса зубов были закодированы, как 1 = присутствие, 
0  =  отсутствие кариеса. Индекс гигиены (ИГ) = Ки/n, где 
Ки — сумма индексов очистки всех исследуемых зубов; n — 
количество зубов, участвующих в тестировании (n = 6). ИГ:  
1,1–1,5 балла — хороший; 1,6–2,0 балла – удовлетворитель-
ный; 2,1–2,5 балла — неудовлетворительный; 2,6–3,4  бал
ла — плохой; 3,5–5,0 балла — очень плохой.

1 Global Initiative for Asthma. Global Strategy for Asthma Management and Prevention, 2022. URL: https://ginasthma.org

Таблица 1. Характеристика обследуемых групп
Table 1. Characteristics of  the study groups

Пациент Пол Возраст, мес

A05 M 36

A15 M 52

A17 M 36

A23 Ж 71

A33 Ж 64

A35 M 55

A37 M 60

A39 M 59

A47 Ж 69

M ± m 55,78 ± 4,25

C04 M 57

C09 M 38

C11 M 68

C13 Ж 60

C21 M 37

C25 Ж 63

C41 Ж 47

C45 M 57

C58 Ж 61

C60 M 61

M ± m 54,90 ± 3,36
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Вычислены достоверные различия концентрации IgЕ 
у  детей с астмой (табл. 2) в зависимости от наличия ка- 
риеса. Уровень IgE был достоверно выше в группе детей 
с кариесом в сравнении с показателем у детей без кариеса.

Забор образцов десневого субстрата проводили с исполь-
зованием индивидуальных стерильных кюреток утром, 
после пробуждения, через 12 ч после вечерней чистки 
зубов и  последнего приема пищи у детей без кариеса — 
из мезобуккальных участков левого моляра (7.5), у детей 
с кариесом — из мезобуккальных участков наиболее пора-
женного молочного зуба. Материал помещали в стерильные 
пробирки Эппендорфа с 0,2 мл буферного раствора ДНК-
Экспресс («Литех»), до выделения ДНК хранили при –20°C. 
Обработку и последующий анализ образцов проводили 
в  Институте клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО 
РАН. Процедура включала извлечение ДНК, подготовку 
библиотеки ДНК, высокопроизводительное секвенирование 
и биоинформационный анализ. Библиотеки были секвени-
рованы на платформе MiSeq (Illumina). Таксономическую 

классификацию последовательностей проводили с исполь-
зованием эталонных баз данных RDP и NCBI.

Методы математической обработки
Сообщества микробиома десневой борозды проанализиро-

ваны на уровне операционно-таксономических единиц (ОТЕ), 
микробное богатство десневой борозды оценивали по показа-
телям глубины охвата (Good's coverage) и индекса разнообра-
зия Chao1. Сравнение индексов разнообразия между группа-
ми проводили с использованием U–критерий Манна — Уитни.

Суммарное богатство бактериальных сообществ оценива-
ли с помощью анализа кривых разрежения, график построен 
с  использованием ресурса QIIME2. Бактериальные сообще-
ства сравнивали с помощью метода главных компонент (PCoA) 
на основе расстояний Брея — Кертиса, двумерный график на 
уровне ОТЕ построен с помощью MicrobiomeAnalyst [19, 20]. 
Различия бактериальных сообществ оценивали на основании 
построения филогенетического дерева (UniFrac). Различия 
между таксонами проводили с помощью статистических 
методов Манна — Уитни и Краскала — Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученные ОТЕ сгруппированы на уровне сходства 97%; 
микробное богатство десневой борозды (Good's coverage) 
и индекс разнообразия Chao1 были высокими, что указывает 
на достаточное разнообразие видов в группах. Сравнение 
индексов разнообразия не выявило статистически значимых 
различий между группами.

Проведенная оценка суммарного богатства бактериаль-
ных сообществ для групп А и С показала, что глубина секве-
нирования была достаточной (рис. 1), учтено практически 
все разнообразие в исследуемых образцах (выход на плато).

Метод главных компонент показал значительное пере-
крытие между образцами групп А и С (все образцы располо-
жились в проекции малого круга, что свидетельствует об их 
сходности по составу ОТЕ, но при этом объединения образ-
цов по кариесу не обнаружено (рис. 2). Два образца — С_11 
и А_15 — расположились отдельно от других (эти образцы 
имели небольшое количество ОТЕ, но клинические данные 
детей существенно не различались).

Согласно полученным данным, на трехмерном графике 
микробных сообществ десневой борозды четких различий 
между сравниваемыми группами по составу и общему разно-
образию бактериальных ОТЕ также не установлено (рис. 3).

Анализ альфа-разнообразия не выявил существенных раз-
личий между образцами групп (рис. 4). При этом практичес
ки одинаковое количество образцов расположено в центре, 
что свидетельствует о том, что бо’льшая часть образцов имеет 
сходный состав, несмотря на отсутствие или наличие кариеса.

Филогенетическое дерево показало разделение бакте
риального сообщества на три основные ветви, в которые 
вошли образцы обеих групп (рис. 5).

Оценка таксономии образцов десны установила 7 бакте-
риальных типов, 12 классов бактерий, 18 порядков бактерий, 
26 семейств бактерий. Большинство последовательностей 
в группах были отнесены к 5 бактериальным филумам (пер-
вые четыре выявлены у всех детей). В группе С выявле-
ны Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, 
Fusobacteria (частота встречаемости филумов в образце 
более 1%, записано по убыванию). В группе А последо-
вательность бактериальных филумов иная: Firmicutes, 
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, 
достоверных различий на уровне филума межу группами А 

Таблица 2. Концентрация иммуноглобулина Е 
(IgE) в зависимости от состояния ротовой полости 
обследованных детей
Table 2. Concentration of  immunoglobulin E (IgE) 
depending on the condition of  the oral cavity of  
the examined children

Пациент Кариес Индекс ин
тенсивности 

кариеса 
зубов

IgE, 
МЕ/мл

Индекс 
гигиены

A05 0 0 622,6 1,2

A15 0 0 100 0,7

A17 0 0 613 0,5

A23 0 0 92,2 1,2

A33 0 0 169,5 1,4

A35 0 0 70,4 0,5

A37 0 0 559 1,4

A39 0 0 110 1,7

A47 0 0 156 0,7

M ± m 0 276,97 ± 
81,15

1,03 ± 
0,15

C04 1 1 623,1 0,7

C09 1 1 610,2 0,6

C11 1 4 626,5 1,1

C13 1 2 358,3 2,5

C21 1 3 39 1,2

C25 1 4 416 1,5

C41 1 3 350 2,3

C45 1 6 376,8 2,8

C58 1 1 625 1,7

C60 1 8 593 2,3

M ± m 3,30 ± 0,73 461,79 ± 
60,58*

1,67 ± 
0,25

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с детьми 
без кариеса.
Note. *р < 0.05 vs children with caries.
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Таблица 3. Характеристика образцов
Table 3. Characteristics of  samples

Рис. 1. Кривые разрежения: а — для группы А (астма без кариеса); б — для группы С (кариес с астмой). По осям 
абсцисс — количество ридов, по осям ординат — количество операционных таксономических единиц
Fig. 1. Rarefaction curves: а — for group А (asthma with caries); b — for group С (caries with asthma). X-axes — 
No. of  reads, Y-axes — No. of  operational taxonomic units
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no
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Рис. 2. Двумерный график десневых сообществ.
Красным обозначены образцы группы А, голубым — 
группы С. Подпись включает идентификационный номер 
образца
Fig. 2. 2D graph of  gum associations.
Red: group A samples, blue: group C samples. Signature 
includes sample ID No.

Рис. 4. Альфа-разнообразие микробных 
сообществ десневой борозды.
Красным обозначены образцы группы А, голубым — 
группы С
Fig. 4. Alpha diversity of  microbial communities 
in gingival transverse.
Red: group A samples, blue: group C samples

Рис. 3. Трехмерный график микробных сообществ 
десневой борозды.
Красным обозначены образцы группы А, голубым — 
группы С
Fig. 3. 3D graph of  microbial communities in gingival 
transverse
Red: group A samples, blue: group C samples
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и С не установлено. Филумы Candidatus Saccharibacteria и SR1 
встречались менее чем в 1% проанализированных ридов 
в образцах (рис. 6).

Достоверные различия выявлены на уровне поряд-
ка  — Burkhoideriles, семейства — Burkholderiaceae (досто-
верно преобладает у детей с астмой; p = 0,053), на уровне 

Рис. 5. Распределение бактериальных сообществ 
по составу.
Красным обозначены образцы группы А, голубым — 
группы С
Fig. 5. Distribution of  bacterial communities in terms 
of  composition.
Red: group A samples, blue: group C samples
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Рис. 6. Распределение бактериальных филумов.
а — группа А; б — группа С
Fig. 6. Distribution of  bacterial phyla.
a: group A; b: group C
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Рис. 7. Численность видов бактерий в группах.
Голубые — группа C; красные — группа A. *p < 0,05 
между таксонами
Fig. 7. No. of  bacterial types in groups.
Blue: group C; red: group A. *p < 0.05 between taxons
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рода — Lautropia (p = 0,05), различия на уровне вида пред
ставлены на рис. 7.

На уровне вида также в группе детей с астмой достовер-
но более значимо было превышение OUT для Neisseria oralis 
(p = 0,0073), Haemophilus massiliensis (p = 0,046), Haemophilus 
paraphrohaemolyticus (p = 0,05) и Lautropia mirabilis (p = 0,05).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований установлено, 
что у  детей с бронхиальной астмой микробиом десне-
вой борозды состоит из 5 основных филумов: Firmicutes, 
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacterium и Bacteroidetes. 
Доминирующим  родом микробиома десневой борозды 
у  детей с астмой является Streptococcus, что согласуется 
с предыдущими исследованием.

Определено, что представленность «основных» родов дес-
невой борозды отличалась в зависимости от наличия карие-
са. В топ-10 родов вошли 7 общих для 2 групп: Streptococcus, 
Veillonella, Rothia, Haemophilus, Neisseria, Actinomyces, Capno
cytophaga. Состав «основного микробиома» детей со здоро-
вой ротовой полостью отличался присутствием в нем родов 
Lautropia, Gemella, Corynebacterium, в то время как у пациентов 
с кариесом — Porphyromonas, Granulicatella и Prevotella.

Установлены достоверные различия между относитель-
ной распространенностью отдельных видов микробиома 
десневой борозды детей с астмой. Достоверное превыше-
ние относительной численности видов «здоровой» микро-
биоты десневой борозды детей с астмой и здоровой полос
тью рта, относящихся к филуму Proteobacteria (N.  oralis, 
L. mirabilis), подтверждает ее защитные свойства, а досто-
верное преобладание условно-патогенной микробиоты 
(H.  paraphrohaemolyticus, H. massiliensis) может являться 
признаком дисбиоза ротовой полости при астме.

Проведенное исследование показало, что полученная 
комбинация микробов может рассматриваться в качестве 
биомаркера (предиктора) астмы, что косвенно подтвержда-
ется достоверным увеличением уровня IgЕ в группе детей 
с  астмой в сочетании с кариесом. Гиперпродукция IgЕ 
у детей, страдающих астмой и кариесом, возможно, связана 
с кариесогенной флорой, что требует дальнейшего изучения.
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