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 ВВЕДЕНИЕ

По данным многих авторов распространенность кариеса у 12-летних детей в Украине достигает 72,7-91,4%, а у 15-летних - 81,3-94,3%. При этом количество пораженных зубов по показателям кп + КПУ у 12-летних детей составляет 2,23 ± 0,21 -3,71 ± 0,37, и за три года (у 15-летних) он достоверно возрастает до 3,91 ± 0,39 - 6,18 ± 1,01. К сожалению, в последнее время показателям распространенности кариеса не уступают показатели распространенности заболеваний тканей пародонта, и в первую очередь хронического генерализованного катарального гингивита. У детей 12-ти и 15-лет в различных регионах Украины распространенность заболеваний тканей пародонта составляет 46,7-74,3% и 60,0-98% соответственно [1]. 

Таким образом, можно утверждать, что у 70-80% детей 12-ти и 15-летнего возраста при проведении стоматологического обследования  одновременно выявляют как кариес, так и заболевания тканей пародонта. На наш взгляд ассоциированность формирования этих заболеваний обусловлена единством патогенетических механизмов, прежде всего нарушением микроэкологии полости  рта на фоне несформированного местного иммунитета, чрезмерной контаминацией поверхности зубов и десневой борозды кариесогенной и пародонтогенною микрофлорой.

Учитывая единство наиболее значимых патогенетических механизмов, большой интерес вызывает проблема создания экспериментальной модели, которая будет обеспечивать воспроизведение сочетанного воздействия факторов риска на формирование кариеса зубов и гингивита. Однако, в доступной отечественной и иностранной литературе отсутствуют подобные модели.

Для воспроизведения экспериментального гингивита у крыс также предлагается несколько способов: с помощью аппликаций фосфолипазы А2 или пчелиного яда [6], липополисахарида с Salmonella typhi (препарат «Пирогенал» производства «Медгамал», Россия) [7]. Перекисная модель гингивита, которая заключается в добавлении к обычному рациону переокисленное соевое или подсолнечное масло с перекисним числом 35-45 [7]. Дисбиотическая модель гингивита - в основе которой проводят воссоздание системного дисбиоза (дисбактериоза) у крыс с помощью введения линкомицина с питьевой водой [8], и способ моделирования гингивита, при котором на фоне введения линкомицина с питьевой водой проводят аппликации на десну суспензии пчелиного яда [9 ].

Однако указанные способы экспериментального моделирования отдельно кариеса зубов и гингивита позволяют воспроизвести только одну из нозологических форм, в то же время, в условиях клинической практики, в последние годы, мы все чаще наблюдаем, что эти заболевания возникают преимущественно как сочетанная патология.

При экспериментальном моделировании кариеса зубов воспроизводится ведущий фактор риска, а именно употребление большого количества прямых углеводов в виде сахара и сухарей, и не учитывают значительную роль кариесогенной микрофлоры в возникновении кариеса зубов. При экспериментальном воспроизведении гингивита воспроизводится один из патогенетически значимых факторов, а именно стойкие нарушения микроэкологии полости рта вследствие местного применения антибиотика, однако не учитывается влияние других факторов риска. Ни одна из известных экспериментальных моделей не позволяет воссоздать реальную клиническую ситуацию, то есть сочетанное формирования кариеса и заболеваний тканей пародонта вследствие синергетического влияния общих факторов риска.

Поэтому в предлагаемой нами экспериментальной модели мы предложили создать оптимальные условия для роста кариесогенных бактерий путем воспроизведения кариесогенной диеты, и обеспечить условия для избыточного роста условно-патогенных бактерий, в том числе кариесогенных микроорганизмов и пародонтопатогенов, путем использования антибиотика способного подавлять пробиотическую флору макроорганизма.

Результати дослідження  є фрагментом НДР  кафедри стоматології дитячого віку ІС НМАПО імені П. Л. Шупика МОЗ України: «Вивчення факторів ризику стоматологічних захворювань у дітей і осіб молодого віку та розробка профілактичних і лікувальних програм» (державний реєстраційний номер – 0113U002211) та НДР  (ДКР) кафедри стоматології дитячого віку ІС НМАПО імені П. Л. Шупика МОЗ України: “Клініко-експериментальне обґрунтування  первинної профілактики карієсу зубів і хронічного катарального гінгівіту у дітей шкільного віку” (державний реєстраційний номер – 0115U002995). 

Результаты исследования являются фрагментом НИР кафедры стоматологии детского возраста ИС НМАПО имени П. Л. Шупика МЗ Украины «Изучение факторов риска стоматологических заболеваний у детей и лиц молодого возраста и разработка профилактических и лечебных программ» (государственный регистрационный номер - 0113U002211) и НИР (ГКР ) кафедры стоматологии детского возраста ИС НМАПО имени П. Л. Шупика МЗ Украины: "Клинико-экспериментальное обоснование первичной профилактики кариеса зубов и хронического катарального гингивита у детей школьного возраста" (государственный регистрационный номер - 0115U002995).

ЦЕЛЬЮ ИССЛЕДОВАНИЯ является совершенствование способа моделирования экспериментального кариеса зубов и гингивита с учетом основных совместных этиопатогенетических факторов развития этих заболеваний.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для проведения экспериментального исследования были отобраны крысы линии Вистар месячного возраста аутбредного разведения (n = 41) весом 50-60 граммов. Животные распределены на 4 группы. Первая группа (контроль n = 10) находились на диете вивария; вторая группа (n = 11) - на кариесогенной диете Стефана [2]; в третьей группе (n = 10) - воспроизведение гингивита осуществляли с помощью модели системного дисбиоза (дисбактериоза) [8]; крысам четвертой группы (n = 10) проводили воспроизведения кариеса зубов и гингивита по разработанному способу[10]. Исследования проводились в течение 40 дней. Крысы четвертой группы в течение этого периода находились на кариесогенной диете, в состав ежедневного рациона которой в расчете на одно животное в сутки входит 2 гр леофилизованной печени крупного рогатого скота, 10 гр сахара, 4 гр сухого обезжиренного молока (1,5%), 2 гр сухарей из белого пшеничного хлеба высшего сорта, 4 гр казеина кислотного пищевого высшего сорта, из расчета на одно животное в сутки. Дополнительно в течение 25, 26, 27, 28, 29 дней от начала эксперимента с питьевой водой вивария крысам давали антибиотик линкомицин из расчета 60 мг / кг живого веса животного в сутки. В течение проведения эксперимента перед началом, на 15 день, на 25 день от начала (перед добавлением антибиотика) и в конце проводили определение веса крыс. С 30 дня эксперимента крысы получали обычную питьевую воду. После 40 дней содержания крыс на кариесогенном рационе, проводят окончательное определение веса. Крыс выводили из эксперимента декапитацией под легким эфирным наркозом. У животных собирали кровь, удаляли нижние и верхние челюсти (для определения кариеса, проведения исследования гомогенатов костной ткани челюстей и десен).

Работа выполнена согласно правилам, установленным Директивой Европейского парламента и Совета (2010/63 / EU) и приказом Министерства образования и науки, молодежи и спорта Украины от 01.03.2012 г.. № 249 «Об утверждении Порядка проведения научными учреждениями опытов, экспериментов на животных» [11, 12].

Интенсивность развития кариозного процесса оценивали путем определения количества кариозных зубов и количества кариозных поражений в среднем на одно животное и глубины развития кариозного процесса. Оценку раннего кариеса в условиях эксперимента осуществляли по методике Колесника А.Г., Леуса П.А, Пахомова Г.Н. и др. (1974), по пятибальной системе [13].

В сыворотке крови определяли содержание сахара, фосфора (Ph), кальция (Са), оценивали содержание щелочной (ЩФ) и кислой (КФ) фосфатаз. Из костной ткани челюстей и тканей десны готовили гомогенаты, в которых определяли содержание щелочной и кислой фосфатазы, малонового альдегида (МДА) и каталазу, в гомогенатах костной ткани также определяли содержание кальция, фосфора [14,15].

 Способ воспроизведения кариеса и гингивита на экспериментальной модели у крыс был разработан и аппробирован на базе Государственного учреждения «Украинский НИИ медицинской реабилитации и курортологии МЗ Украины» г. Одесса.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

За показниками кількості каріозних уражень та каріозних зубів на одного щура,  а також за глибиною каріозних уражень ми не отримали  вірогідної розбіжності даних  у четвертій групі (запропонований спосіб) та другій групі (карієсогенна дієта Стефана). На відмінну ці показники  вірогідно відрізняється від першої групи щурів, які знаходились на раціоні віварію (табл.1).   Тобто при здійснені запропонованого способу відтворення карієсу та гінгівіту у 100%  щурів 2 місячного віку виникає карієс зубів, що проявляється демінералізацію емалі, дентину зубів та наявністю каріозних уражень.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Показатели количества кариозных поражений и кариозных зубов на одну крысу, а также показатели глубины кариозных поражений не имели достоверной разницы данных в четвертой группе (предложенный способ) и второй группе (кариесогенная диета Стефана). В отличие от этого, данные показатели четвертой и второй групп достоверно отличается от первой группы крыс, находившихся на рационе вивария (табл.1). То есть при осуществлении предлагаемого способа воспроизведения кариеса и гингивита у 100% крыс 2 месячного возраста возникает кариес зубов, который проявляется в виде деминерализации эмали, дентина зубов и наличием кариозных поражений.

Таблица 1

Влияние предложенного способа на развитие кариеса зубов у крыс
	Группы
	Количество кариозных зубов в среднем на 1 крысу
	Количество кариозных поражений в среднем на 1 крысу
	Глубина кариозных поражений (баллы)

	І (n =10)
	2,30±0,15*
	3,60±0,13*
	1,11±0,05*

	ІІ ( n=9)
	4,45±0,15
	9,45±0,17
	1,57±0,08

	ІV (n=9)
	4,42±0,15
	8,95±0,17
	1,46±0,07


Примечание: * достоверность различия показателей 1 и 2, 3 групп, р <0,05.
Данные биохимического исследования сыворотки крови крыс также показали наличие достоверного уменьшения содержания фосфора и кальция во  второй, третьей и четвертой группах по сравнению с крысами контрольной группы. Аналогичные результаты были получены по показателям щелочной, кислой фосфатаз и соответственно индекса минерализации. Но, обращает внимание, тот факт, что в четвертой группе крыс, которым проводили одновременное воспроизведение кариеса и гингивита, биохимические показатели сыворотки крови были хуже по сравнению со второй и третьей группами, несмотря на отсутствие клинико-лабораторных признаков сахарного диабета (содержание сахара в крови интактных крыс - 7,48 ± 0,25 ммоль/л; кариесогенная диета Стефана - 7,05 ± 0,21 ммоль/л; предложенный способ - 6,88 ± 0,19 ммоль/л) (табл.2).

Таблица 2

Влияние предложенного способа на показатели крови крыс
	группы 
	Сахар ммоль/л
	Ph ммоль/л
	Ca ммоль/л
	ЩФ 
Е/л
	КФ 
Е/л
	ЩФ/КФ
 Е/л

	
	
	
	
	
	
	

	І

n =10
	7,48±0,25
	2,35±0,11*
	3,03±0,24*
	140,31±10,65
	2,70±0,04*
	51,62±3,28*

	ІІ

n =9
	7,05±0,21
	2,09±0,09
	2,39±0,15
	148,21±6,33**
	3,60±0,15**
	41,19±0,73

	ІІІ 
n =9
	6,97±0,22
	2,22±0,19
	2,57±0,22
	146,31±5,79
	3,66±0,19
	40,37±1,24

	ІV

n =9
	6,88±0,19
	1,96±0,08
	2,34±0,11
	167,30±3,68
	4,29±0,11
	39,25±1,37


Примечание: * достоверность различия показателей 1 и 2, 3, 4 групп, р <0,05.

   ** достоверность различия показателей 2 и 4 групп, р <0,05.

Результаты экспериментальных исследований также подтверждают возникновение воспалительных процессов в тканях десен животных. Лабораторные исследования гомогенатов тканей десен указывают на повышение МДА практически в два раза во II, III и IV группах при сравнении с контрольной, что говорит об активизации процессов перекисного окисления липидов, а достоверное уменьшение активности фермента антиоксидантной системы каталазы свидетельствует о нарушении сбалансированного функционирования систем антиоксидантной защиты, которое способствует еще большей интенсификации процессов перекисного окисления липидов.

Таким образом можно утверждать, что исследования диеновых конъюгатов: малонового диальдегида и каталазы свидетельствуют о нарушении функционального состояния прооксидантной и антиоксидантной систем с формированием признаков оксидативного стресса (табл. 3).

 Таблица 3
Влияние предложенного способа на показатели десны крыс
	группы 
	КФ 
Е/л 
	ЩФ 
Е/л
	ЩФ/КФ
 Е/л
	МДА мкмоль/кг
	Каталаза 
%
	АПИ

	
	
	
	
	
	
	

	І

n =10
	1,32±0,12
	51,09±2,20
	41,12±3,03
	3,21±0,19
	71,82±1,74
	22,92±1,08

	ІІ

n =9
	1,64±0,14*
	46,00±1,21*
	29,61±2,28*
	6,09±0,23
	54,58±1,56*
	9,03±0,21*

	ІІІ 
n =9
	1,49±0,15
	49,19±1,18
	36,6±3,93
	5,77±0,17
	66,41±1,12
	11,2±0,2

	ІV

n =9
	2,22±0,10**
	29,55±1,23**
	13,13±0,21**
	6,74±0,28**
	48,98±1,71**
	7,30±0,18**


Примітка:* вірогідність відмінностей показників 2 та 4 груп, р < 0,05.
                    ** вірогідність відмінностей показників 3 та 4 груп, р < 0,05.
Выявленные патогенетические изменения в костной ткани альвеолярного отростка крыс, у которых одновременно воспроизводили кариес и признаки воспалительных процессов в деснах, достоверно более значимые (группа IV), чем при воспроизведении модели дисбиоза (группа III), что предусматривает использование только антибиотика линкомицин, без использования кариесогенной диеты .

Таблица 4
Влияние предлагаемого способа на показатели костной ткани альвеолярного отростка крыс
	           группы
показатели
	І
n =10
	ІІ

 n=9
	ІІІ
n=9
	ІV

 n=9

	
	
	
	
	

	P ммоль/кг
	8,75±0,19
	8,01±0,09
	8,44±0,18**
	7,27±0,28

	Ca ммоль/кг
	11,62±0,60
	9,06±0,36
	10,33±0,29**
	8,15±0,38

	ЩФ Е/кг
	79,41±3,01
	108,51±4,84
	87,15±2,12**
	113,55±5,14

	КФ Е/кг
	2,76±0,07
	4,04±0,26*
	3,22±0,12**
	6,33±0,22

	ЩФ/КФ Е/кг
	28,69±0,36
	25,11±1,16*
	27,25±0,70**
	17,89±0,28

	МДА мкмоль/кг
	3,45±0,24
	6,20±0,19
	5,18±0,22**
	6,48±0,17

	Каталаза %
	72,30±1,84
	52,42±1,22
	65,22±1,47**
	53,23±1,61

	АПИ
	21,67±1,20
	8,47±0,07*
	12,68±0,25
	8,21±0,04**


Примечание: * достоверность различия показателей 2 и 4 групп, р <0,05.

      ** достоверность различия показателей 3 и 4 групп, р <0,05.
Таким образом, совместное влияние двух наиболее значимых патогенетических факторов - кариесогенной диеты и дисбиоза позволяет обеспечить формирование двух наиболее распространенных стоматологических заболеваний - кариеса и гингивита, воспроизводя реальные условия их возникновения в условиях клиники.

Положительный результат апробации заявленного способа позволяет рекомендовать его для внедрения в экспериментальной медицине для изучения этиологии и патогенеза кариеса зубов и гингивита при их совместном течении, а также для разработки и изучения методов и средств первичной профилактики и лечения.
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Резюме  Учитывая единство наиболее значимых патогенетических механизмов развития кариеса зубов и гингивита, большой интерес вызывает проблема создания экспериментальной модели, которая будет обеспечивать воспроизведение сочетанного воздействия факторов риска на формирование кариеса зубов и гингивита. 
Интенсивность развития кариозного процесса оценивали за счет определения количества кариозных зубов и количества кариозных поражений в среднем на одно животное и глубины поражения кариозного процесса. 
В сыворотке крови определяли следующие показатели: содержание сахара, фосфора (Ph), кальция (Са), оценивали содержание щелочной (ЩФ) и кислой (КФ) фосфатаз. Из костной ткани челюстей и материала десны готовили тканевые гомогенаты, в которых определяли такие биохимические показатели: содержание щелочной и кислой фосфатазы, малонового альдегида (МДА) и каталазу, в гомогенатах костной ткани также определяли содержание кальция, фосфора 
Таким образом, совместное влияние двух наиболее значимых патогенетических факторов - кариесогенной диеты и дисбиоза позволяет обеспечить формирование двух наиболее распространенных стоматологических заболеваний - кариеса и гингивита, воспроизводя реальные условия их возникновения в условиях клиники.

Положительный результат апробации заявленного способа позволяет рекомендовать его для внедрения в экспериментальной медицине для изучения этиологии и патогенеза кариеса зубов и гингивита при их совместном течении, а также для разработки и изучения методов и средств первичной профилактики и лечения.
Ключевые слова: моделирование, экспериментальный кариес, экспериментальный гингивит, крысы линии Вистар.

I.A. Trubka,  N.O. Savichuk,  S. G. Gushcha,  А.Y. Oleshko
CARIES AND GINGIVIT EXPERIMENTAL 
REPRODUCTION MODEL AMONG ANIMALS
Shupyk National Medical Academy of Postgraduate Education, Kiev 
Public institution “Ukrainian Scientific Research Institute of Medical Rehabilitation and Resort Therapy Ministry of Health of Ukraine”, Odessa
Summary The great iterst is considering the unity of the most significant pathogenetic mechanisms of dental caries development and gingivitis, the problem of creating an experimental model which will ensure the reproduction of the combined effects of risk factors on the formation of dental caries and gingivitis.

The intensity of caries progress was estimated by determination of the number of carious teeth, the number of average carious lesions per animal and the depth of the carious lesion.
The following parameters were determined in the serum of animals: sugar content, P, Ca, alkaline (ALP) and acid (CF) phosphatase.

The tissue was homogenated from the bone tissue of the jaws  and alveolar gums where biochemical parameters was determined:  the content of alkaline and acid phosphatase, concentration of malondialdehyde (MDA), catalase,  and the content of calcium, phosphorus.
Thus, the combined effect of the two most important pathogenetic factors, the cariogenic diet and dysbiosis, allows the formation of the two most common dental diseases, caries and gingivitis, reproducing the real conditions for their occurrence in the clinic.

Positive approbation of the claimed method allows to recommend it for use in experimental medicine to study the etiology and pathogenesis of dental caries and gingivitis  as well as to develop and study the effects of the methods and prevention means and treatment.

Key words: modeling, experimental caries, experimental gingivitis, Wistar rats.
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