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КОНСТРУКЦИОННОГО МАТЕРИАЛА ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА ДЕНТАЛЬНЫХ ИМПЛАНТАТОВ 
С НАНЕСЕННЫМ ПОКРЫТИЕМ КОСТНОГО МОРФОГЕНЕТИЧЕСКОГО БЕЛКА-2
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	 Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы, г. Москва, Россия

Аннотация
Белок костной морфогенетики BMP-2 широко используется в составе костнозамещающих материалов благодаря выраженным 

остеоиндуктивным свойствам. Однако остаются недостаточно изученными его возможные побочные эффекты, включая влияние 
на адгезивную активность патогенных микроорганизмов. 

Целью настоящей работы стала оценка остаточной адгезии микроорганизмов к поверхности конструкционного материала 
с нанесённым BMP-2.

Материалы и методы. В исследовании in vitro использовали образцы медицинского титана диаметром 5 мм, толщиной 0,5 мм. 
Формировали две группы: с нанесённым BMP-2 (опытная) и без покрытия (контрольная). Тест-культурами служили штаммы: 
E.  coli ATCC 25982, S. aureus ATCC 6538, C. albicans СТС885–653, S. mutans 3003, S. mitis NCTC 10712, P. aeruginosa B-8243. После 
стандартного инкубирования в течение 40 минут при 37°С, образцы обрабатывали ультразвуком и прикладывали к питательной 
среде. Остаточную адгезию оценивали по количеству выросших колоний с расчетом индекса Iad. Статистическая обработка про-
водилась с использованием критерия Шапиро-Уилка и теста Манна — Уитни (p  ≤  0,05).

Результаты. Во всех группах отмечена остаточная адгезия тест-культур. На поверхности, покрытой BMP-2, наибольшие зна-
чения Iad показали S. mutans (74,9%) и S. mitis (75%). Минимальная адгезия выявлена у E. coli (11,34%). В контрольной группе 
показатели были схожи, статистически значимых различий между группами не зафиксировано. Однако наблюдалась тенденция 
к снижению адгезии на образцах с покрытием BMP-2.
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EVALUATION OF MICROBIAL ADHESION OF TEST CULTURES ON THE SURFACE 
OF STRUCTURAL MATERIAL SAMPLES FOR THE PRODUCTION OF DENTAL 
IMPLANTS COATED WITH BONE MORPHOGENETIC PROTEIN-2

Stepanov A.G., Apresyan S.V., Giesinger O.A., Nacharyan E.G., Kopylov M.V.
	 Peoples’ Friendship University of Russia named after Patrice Lumumba, Moscow, Russia

Abstract
Bone morphogenetic protein BMP-2 is widely used in bone replacement materials due to its pronounced osteoinductive properties. 

However, its possible side effects, including the effect on the adhesive activity of pathogenic microorganisms, remain insufficiently studied. 
The purpose of this work was to evaluate the residual adhesion of microorganisms to the surface of a structural material with applied 

BMP-2.
Materials and methods. In the in vitro study, medical titanium samples with a diameter of 5 mm and a thickness of 0.5 mm were 

used. Two groups were formed: with BMP-2 applied (experimental) and uncoated (control). The test cultures were E. coli ATCC 25982, 
S.  aureus ATCC 6538, C. albicans CTC885-653, S. mutans 3003, S. mitis NCTC 10712, and P. aeruginosa B-8243. After standard incubation 
for 40 minutes at 37°C, the samples were treated with ultrasound and applied to nutrient medium. The residual adhesion was estimated 
by the number of grown colonies with the calculation of the Iad index. Statistical processing was performed using the Shapiro-Wilk test 
and the Mann–Whitney test (p < 0.05).

Results. Residual adhesion of test cultures was noted in all groups. On the surface covered with BMP-2, the highest values of Iad were 
shown by S. mutans (74.9%) and S. mitis (75%). Minimal adhesion was found for E. coli (11.34%). In the control group, the indicators 
were similar, there were no statistically significant differences between the groups. However, there was a tendency to decrease adhesion 
on samples with BMP-2 coating.

Keywords: secondary adentia, dental implantation, osseointegration, osteoinductive material, modification of the dental implant 
surface, bacterial adhesion, bone morphogenetic protein 2
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Введение
В  последние годы в  дентальной имплантологии 

наблюдается устойчивый интерес к биофункционали-
зации поверхности имплантатов с целью улучшения 
остеоинтеграции. Одним из наиболее перспективных 
подходов является применение костного морфоге-
нетического белка-2 (Bone Morphogenetic Protein-2, 
BMP-2), который стимулирует процессы неоостеоге-
неза и ускоряет восстановление костной ткани [1, 2]. 
BMP-2, как представитель надсемейства TGF-β, обла-
дает способностью регулировать дифференцировку 
остеобластов и хондроцитов, способствуя регенерации 
костных и хрящевых структур [3, 4].

Рекомбинантный человеческий BMP-2, полу-
чаемый в  эукариотических системах, доказал свою 
клиническую эффективность и активно применяется 
в реконструктивной хирургии и имплантологии [5 – 7]. 
Его  применение особенно оправдано при  наличии 
ограниченного объема костной ткани, когда требуется 
направленная регенерация или аугментация. Однако, 
несмотря на очевидные клинические преимущества, 
ряд исследователей обращает внимание на  потен-
циальные побочные эффекты применения BMP-2, 
включая воспалительные реакции, отёк, эктопическое 
костеобразование и  даже онкогенное действие [8]. 
Одним из  слабо изученных аспектов является вли-
яние покрытия на  основе BMP-2 на  формирование 
микробной биопленки. Важным фактором успешного 
функционирования имплантатов является устойчи-
вость к микробной колонизации, особенно условно-
патогенными микроорганизмами, такими как S. mutans, 
S. mitis, P. aeruginosa, C. albicans, S. aureus и E. coli, 
ассоциированными с  развитием периимплантита 
и отторжением имплантатов.

Традиционные исследования поверхности имплан-
татов фокусировались на топографии и химическом 
составе, однако биологическая активность покрытий, 
включая взаимодействие с микрофлорой полости рта, 
требует дополнительного изучения [9]. Ранее сообща-
лось, что даже незначительные изменения в составе 
покрытий могут существенно изменить адгезивные 
свойства микроорганизмов [10, 11]. Поэтому изучение 
микробной адгезии к титановым поверхностям, моди-
фицированным BMP-2, представляется необходимым 
как с точки зрения предупреждения инфекционных 
осложнений, так и оценки общей биосовместимости 
таких покрытий [12].

Таким образом, анализ взаимодействия покрытий на 
основе BMP-2 с кариесогенной и пародонтопатогенной 
микрофлорой имеет высокую практическую значи-
мость и может способствовать снижению риска раз-
вития воспалительных осложнений после дентальной 
имплантации.

Цель статьи — оценить адгезивную активность 
представителей пародонтопатогенных и  кариесо-
генных тест-культур к  образцам конструкционного 
материала для производства дентальных имплантатов 

с нанесенным покрытием костного морфогенетиче-
ского белка-2.

Материалы и методы
Объектом исследования in vitro были образцы 

конструкционного материала (медицинского титана) 
в форме дисков диаметром 5 мм и толщиной 0,5 мм 
с нанесенным костным морфогенетическим белком-2 
(BMP-2) (опытная группа) и без него (контроль). Пло-
щадь каждого образца  — 0,45 см2. Характеристика 
тестируемых микроорганизмов: E. coli ATCC 25982, 
Staphilococcus aureus ATCC 6538, C. albicans СТС885–
653, S. mutans-3003, S. mitis NCTC 10712, P. aeruginosa 
B-8243 (Вiovitrum, СПб, Россия)

Для проведения исследования бактериальные тест 
культуры: 

E. coli ATCC 25982, S. aureus ATCC 6538, C. albi-
cans СТС885–653, S. mutans-3003, S. mitis NCTC 10712, 
P. aeruginosa B-8243 после размораживания в объеме 
100 мкл вносили в 10 мл сердечно-мозгового бульона 
(HIMEDIA® M210, Индия). Смесь из бактериальной тест 
культуры и сердечно-мозгового бульона культивировали 
в течение 24 часов при T  =  37ºC. После 24‑часового 
культивирования проводили 25‑минутное центрифуги-
рование бульонной культуры 2400 rpm (об/мин) (цен-
трифуга ELMI SkyLine CM-6M. Дальнейшую работу 
проводили с микробным осадком, из которого готовили 
суспензию для  посева. Для  вычисления количества 
микробного осадка использовали стандарт мутности 
0,5 по McFarland (McFarland, HIMEDIA), который соот-
ветствует 1,5 – 3,0 х 108 КОЕ. Для разведения использо-
вали стерильный 0,9% NaCl (физиологический рас-
твор). Далее доводили концентрацию микроорганизмов 
до 107, для чего вносили 1  мл стандартизированной 
бактериальной взвеси к  9 мл сердечно-мозгового 
бульона и  готовили смесь культур из  соотношения 
1 : 1, по 2,5 мл стандартизированной бульонной взвеси 
с концентрацией микроорганизмов  107.

Оценка остаточной адгезии проведена по методике 
Давыдовой М. М. с рядом модификаций [13]. На первом 
этапе опытные и  контрольные образцы помещали 
в чашку Петри, в которую предварительно добавляли 
10 мл взвеси культуры микроорганизмов на  основе 
0,9% NaCl с концентрацией 107 КОЕ/мл. Далее про-
водили инкубирование в  термостате при  Т = 37°C 
в течение 40 минут (стандартное инкубирование).

Для  удаления механически осевших микробных 
клеток, не  вступивших в  процесс адгезии их  обра-
батывали не  менее 5 мин низкочастотным ультра-
звуком в ультразвуковой лабораторной ванне, пара-
метры: частота — 40 кГц, мощность — 240 Вт. Далее 
образцы с нанесенным костным морфогенетическим 
белком BMP-2 (опытная группа) и без него (контроль) 
прикладывали к  поверхности питательной среды 
HIMEDIA® M210, Индия по  5 раз, с  каждой части 
фигуры, для получения отпечатков, добиваясь того, 
что клетки тестируемых микроорганизмов адгезиро-
вались на поверхности питательной среды и давали 
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рост изолированным колониям, по которым и опре-
деляли остаточную адгезию. Полученные отпечатки 
на  среде культивировали 24 часа, Т  =  37ºC, после 
чего проводили подсчет колоний. Расчет остаточной 
адгезии проводили по формуле: Iad  =  lgX/lgY х100%, 
где: Iad — индекс остаточной адгезии, lgX — число 
адсорбированных микроорганизмов, выраженное через 
десятичный логарифм, igY — количество микроорга-
низмов в исходной бактериальной взвеси, в которой 
40 мин находились образцы, и выраженное через деся-
тичный логарифм CFU/ml.

Для статистической обработки результатов исполь-
зовали лицензионные программы в  соответствии 
с ГОСТ Р ИСО 5479 – 2002 «Статистические методы. 
Проверка отклонения распределения вероятностей 
от  нормального распределения». Каждый параметр 
измеряли 10 раз, для проверки гипотезы о принадлеж-
ности выборки к нормальному закону распределения 
использовали распределение полученных данных 
методом Шапиро-Уилка (W), далее проводили расчеты 
с использованием методов описательной статистики, 
с учетом того, что количество проб с каждым адге-
зином было n = 10, значения доверительной вероят-
ности (уровне значимости 0,05). Поскольку при ана-
лизе данных, полученных при выполнении данного 
исследования W’ = 40 ≥ 1, то можно утверждать, что 
исследуемая выборка распределена по нормальному 
закону. 

Далее, для  сравнения данных между опытной 
и контрольными группами, использовали тест Манна-
Уитни. При проведении множественных сравнений, 
построении табл. 3 был использован критерий Шидака, 
основанный на проведении множественных попарных 
сравнений. Расчеты представляли с учетом медианы 
75  перцентиля (достоверность различий при p m-u ≤ 0,05).

Результаты исследования
При изучении остаточной адгезии микроорга-

низмов: 
E. coli ATCC 25982, S. aureus ATCC 6538, C. albi-

cans СТС885-653, S. mutans-3003, S. mitis NCTC 
10712, P.  aeruginosa B-8243 (Вiovitrum, СПб, Россия) 
к образцу  I выявлено, что все тест-микроорганизмы 
имеют остаточную адгезию (рис. 1). 

При изучении образца, покрытого белком BMP-2, 
максимальную адгезивную способность при стан-
дартном инкубировании 40 мин. к обычному конструк-
ционному материалу, продемонстрировали: 

S. mutans-3003 (74,9%) 
S. mitis NCTC 10712 (75%), р < 0,05, 
Самую низкую адгезию демонстрировал штамм: 
E. coli ATCC®25922™ (11,34%), 
у S. aureus ATCC 6538 (39,88%), 
у C. albicans СТС885-653 (49,6%), 
P. aeruginosa B — 8243 (19,83%).
Отношение коэффициентов остаточной адгезии: 
S. mutans — 3003 (74,9%)/S. mitis NCTC 10712 (75%) 

составила 0,99,

S. mutans — 3003 (74,9%)/E. coli ATCC®25922™ 
(11,34%) — 6,6,

S. mutans  — 3003 (74,9%)/S. aureus ATCC 6538 
(39,88%) — 1,88,

S. mutans — 3003 (74,9%)/C. albicans СТС885-653 
(49,6%) — 1,5,

S. mutans — 3003 (74,9%)/P. aeruginosa B — 8243 
(19,83%) — 3,77;

Отношение коэффициентов остаточной адгезии:
S. mitis NCTC 10712 (75%)/E. coli ATCC®25922™ 

(11,34%) — 6,61,
S. mitis NCTC 10712 (75%)/S. aureus ATCC 6538 

(39,88%) — 1,88,
S. mitis NCTC 10712 (75%)/C. albicans СТС885-653 

(49,6%) — 1,53,
S. mitis NCTC 10712 (75%)/P. aeruginosa B — 8243 

(19,83%) — 3,78 (рис. 1).

При изучении остаточной адгезии микроорга-
низмов: 

E. coli ATCC 25982, S. aureus ATCC 6538, C. albicans 
СТС885-653, S. mutans - 3003, S. mitis NCTC 10712, 
P.  aeruginosa B-8243 (Вiovitrum, СПб, Россия) 
к  образцу, на поверхность которого не наносили белок 
BMP-2, выявлено, что также все тест-микроорганизмы 
имеют остаточную адгезию (рис. 1).

Между коэффициентами адгезии, полученными при 
изучении опытного и контрольного образцов, досто-
верных различий выявлено не было. Зарегистрирована 
тенденция к увеличению индекса остаточной адгезии 
на материалах контрольных образцов, р ≤ 0,05. 

При изучении образца, на поверхность которого 
не наносили белок BMP-2, максимальную адгезивную 
способность при стандартном инкубировании 40 мин 
к обычному конструкционному материалу, продемон-
стрировали также: 

S. mitis NCTC 10712 (72%) р < 0,05, 
S. mutans-3003 (76,9%). 
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Рис. 1. Остаточная адгезия штаммов E. coli ATCC 25982, 
S. aureus ATCC 6538, C. albicans СТС885-653, S. mutans-

3003, S. mitis NCTC 10712, P. aeruginosa B-8243 (Вiovitrum, 
СПб, Россия) к опытному образцу, площадь 0,45 см2 
Fig. 1. Residual adhesion of E. coli strains ATCC 25982, S. 
aureus ATCC 6538, C. albicans NOXC885-653, S. mutans-

3003, S. mitis NCTC 10712, P. aeruginosa B-8243 (Viovitrum, 
St. Petersburg, Russia) to the prototype, area 0.45 cm2



Проблемы стоматологии 
Actual problems in dentistry (Russia)

 117

Самую низкую адгезию демонстрировали штаммы: 
E. coli ATCC®25922™ (13,1%), 
P. aeruginosa B — 8243 (15,12%). 
У S. aureus ATCC 6538 (42,14%), 
у C. albicans СТС885-653 (45,18%). 
Отношение коэффициентов остаточной адгезии: 
S. mutans — 3003 (76,9%)/S. mitis NCTC 10712 (72%) 

составила 1,07,
S. mutans — 3003 (76,9%)/E. coli ATCC®25922™ 

(13,1%) — 5,8,

S. mutans  — 3003 (76,9%)/S. aureus ATCC 6538 
(42,14%) — 1,82,

S. mutans — 3003 (76,9%)  / C. albicans СТС885-653 
(45,18%) — 1,7,

S. mutans — 3003 (76,9%)/P. aeruginosa B — 8243 
(15,12%) — 5,08;

Отношение коэффициентов остаточной адгезии: 
S. mitis NCTC 10712 (72%)/E. coli ATCC®25922™ 

(13,1%) — 5,4,
S. mitis NCTC 10712 (72%)/S. aureus ATCC 6538 

(42,14%) — 1,7,
S. mitis NCTC 10712 (72%)/C. albicans СТС885–653 

(45,18%) — 1,59,
S. mitis NCTC 10712 (72%)/P. aeruginosa B — 8243 

(15,12%) — 4,76 (рис. 2).

Выводы
1.	 При изучении остаточной адгезии тест-

микроорганизмов к образцу, на поверхность которого 
наносили белок BMP-2, выявлено, что все исследуемые 
микроорганизмы имеют индекс остаточной адгезии. 

2.	 Между коэффициентами адгезии, полученными 
при изучении опытного и контрольного образцов, 
достоверных различий выявлено не было. Зарегистри-
рована тенденция к увеличению индекса остаточной 
адгезии на материалах контрольного образца без нане-
сения белка BMP-2.

Рис. 2. Остаточная адгезия штаммов E. coli ATCC 25982, 
S. aureus ATCC 6538, C. albicans СТС885-653, S. mutans-3003, 

S. mitis NCTC 10712, P. aeruginosa B-8243 (Вiovitrum, СПб, 
Россия) к контрольному образцу, площадь 0,45 см2 
Fig. 2. Residual adhesion of E. coli strains ATCC 25982, S. 

aureus ATCC 6538, C. albicans CTC885-653, S. mutans-3003, 
S. mitis NCTC 10712, P. aeruginosa B-8243 (Biovitrum, St. 
Petersburg, Russia) to the control sample, area 0.45 cm2
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