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О МЕТОДАХ ИССЛЕДОВАНИЯ В СТОМАТОЛОГИИ
Рассматривали современный метод CLASI-FISH и используемые в повседневной прак
тике микроскопические методы исследования дентального биотопа с целью определе
ния эффективности путей изучения зубной бляшки. Углубленное изучение микроорга
низмов с применением новых методов определило, что 99 % микроорганизмов нашей 
планеты существуют в экосистемах в виде организаций, которые прикреплены к суб
страту. Такой социальный образ существования микроорганизмов наделяет их функ
циональной специализацией, позволяющей реализовать как физиологические, так и 
патологические механизмы в той экологической нише, где эти сообщества обитают, в 
том числе и в биотопах организма-хозяина. Изучение морфологии и строения микроор
ганизмов актуально проводить тем или иным методом микроскопирования, начиная от 
световой и заканчивая электронной микроскопией. Методы микроскопического иссле
дования бактерий разнообразны и позволяют изучать различные аспекты существова
ния микробиоценозов человеческого тела. Данное положение касается и изучения мик
рофлоры полости рта. Выбор метода исследования оральных микробиотопов должен 
соответствовать цели изучения. На выбор метода изучения оральных микробиотопов 
могут влиять ресурсы исследователей.
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Вступление
В настоящее время считается, что пред

ставители резидентной микрофлоры могут 
осложнять течение заболеваний человека и 
сами становиться этиологическим фактором 
болезненных состояний, в том числе и таких, 
как кариес зубов и болезни пародонта. Эти 
патологии в силу большой распространенно
сти в человеческой среде имеют огромную 
социальную значимость [ 1]. Однако до сих пор 
имеется множество нерешенных вопросов, а 
в частности, на современном этапе развития 
науки двойственность в функциональности 
микрофлоры вызывает неоднозначное отно
шение к ней со стороны исследователей, что 
делает актуальным проведение дальнейших 
исследований человеческих биотопов.

В медико-биологических исследованиях, 
помимо световой микроскопии, применяются 
фазово-контрастная, интерференционная, 

люминесцентная, поляризационная, стереоско
пическая, инфракрасная микроскопия и др. 
Кроме того, для идентификации микробиоты 
используют культуральные методы (выделе
ние и идентификацию) и молекулярно-генети
ческие (генетическое секвенирование, маркер
ные гены, полногеномное секвенирование). Од
нако вышеперечисленные методы сложны, до
рогостоящи и требуют обученного персонала.

Изучение морфологии и строения микро
организмов также выполняется при помощи 
микроскопов. Прежде чем воспользоваться 
тем или иным методом микроскопирования 
необходимо подготовить клетки особым об
разом. Микроорганизмы исследуют в окра
шенном или нативном состоянии. Изучение 
микроорганизмов в окрашенном состоянии яв
ляется наиболее распространенным в микро
биологии методом, т.к. имеет много досто
инств [2].
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Целью работы является изучение совре
менного метода CLASI-FISH и используемых 
в повседневной практике микроскопических 
методов исследования дентального биотопа.

Материалами работы служат современ
ные источники, в которых указывается об 
использовании новых методов исследования 
микрофлоры и материалы кафедры терапев
тической стоматологии Украинской медицин
ской стоматологической академии (г. Полта
ва), кафедры патологической анатомии с сек
ционным курсом, связанные с изучением зуб
ных отложений.

Методом явился анализ данных, осве
щенных в работе исследований с целью оп
ределения эффективности путей изучения зуб
ной бляшки.

Работа является фрагментом НИР кафед
ры терапевтической стоматологии Украинс
кой медицинской стоматологической акаде
мии, г. Полтава «Розробка нових підходів до 
діагностики, лікування та профілактики сто
матологічних захворювань у пацієнтів із по
рушенням опорно-рухового апарату» (государ
ственный регистрационный № 0112U004469).

Результаты и их обсуждения
В советской стоматологии недооценивалось, 

а также не всегда находило должное освеще
ние в учебниках терапевтической стоматоло
гии и научных руководствах значение зубных 
отложений [3]. Однако некоторыми авторами 
указывалось, что знание биологических 
свойств зубного налета, умение предупреждать 
его патологическое образование и снижать па
тогенное действие этого образования являются 
важным звеном профилактики кариеса зубов 
и пародонтита [3]. Советская стоматология 
большое внимание придавала экзогенным и 
эндогенным факторам риска [4]. Так, Петру- 
шанко ТА. и соавторы считают, что «организм 
человека находится под постоянным воздей
ствием различных факторов внешней и внут
ренней природы, которые взаимодействуют 
между собой, а реакция организма на их воз
действие может быть разнообразна» [5].

С тех пор как Р. Кох (1843-1910) ввел в 
практику методы посева микроорганизмов на 
плотные питательные среды, приемы их ок
рашивания и фотографирования, технологию 
накопления микробной массы, была заложе
на основа новой науки - микробиологии [6]. 
Эти способы изучения используются с успе
хом по сей день. С 80-х годов XX века биото
пы человеческого организма начали изучаться 
более интенсивно [7, 8]. Углубленное изуче

ние микроорганизмов с применением новых 
методов определило, что 99 % микроорганиз
мов нашей планеты существуют в экосисте
мах в виде организаций, которые прикрепле
ны к субстрату. Такой социальный образ су
ществования микроорганизмов наделяет их 
функциональной специализацией, позволяю
щей реализовать как физиологические, так и 
патологические механизмы в той экологичес
кой нише, где эти сообщества обитают. В том 
числе в биотопах организма-хозяина [9]. Со
временные представления о нормальной мик
рофлоре организма позиционируют ее как эк
стракорпоральный орган, включенный в интег
ральную часть организма [10]. Так, современ
ными исследованиями в медицине определе
но, что многие заболевания полости рта, в том 
числе и пародонта, вызывают не отдельные 
специфические виды микроорганизмов, а их 
различные поликомпонентные сочетания [11].

Вопросу микробиологии зубных отложе
ний - видового состава, архитектоники, ра
нее и сейчас уделяется пристальное внима
ние [3, 12, 13]. В настоящее время над уточ
нением микробного ландшафта человеческо
го организма плодотворно работают в Морс
кой биологической лаборатории Вудс-Хола, 
штат Массачусетс. Gary G. Borisy совместно 
с A. Murat Eren и Jessica Mark Welch создали 
метод, названный комбинаторной маркиров
кой и спектральной визуализацией - флуорес
ценция in situ гибридизации (CLASI-FISH). 
Это дорогостоящий лабораторный метод, свя
занный с использованием специфических ин
струментов и технологий. С его помощью уче
ные анализируют пространственную структу
ру микробиоценозов человека с целью пони
мания нормальной структуры и функции этих 
образований, а также возникающих в них на
рушений при патологии [14].

На зубах исследователями обнаружен 
сложный и высокоорганизованный микробный 
консорциум, который ими назван «ежом» 
(рис. 1, 2). «Еж» организован вокруг нитча
тых коринебактерий, внутри этой структуры 
отдельные таксоны локализуются способами, 
которые указывают на их функциональность 
в консорциуме. Консорциум «ежа» показыва
ет, какая сложная структурная организация 
возникает из микронно-масштабных взаимо
действий, входящих в организм-хозяин мик
роорганизмов [14].

Микробиологическое направление, связан
ное с изучением оральной микробиоты, 
в т. ч. биотопа зубной бляшки и биопленки
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Рис. 1. Зубной налет в виде консорциума «Еж», полученный при помощи метода CLASI-FISH

■ Corynebacterium ■ Porphyromonos Fusabocterium
■ Streptococcus ■ Neisseriaceae Leptotrichia

Haemaphilus/Aggr g Capnocytophaga £ Actinomyces

other

Рис. 2. Расшифровка «Ежа», полученного методом CLASI-FISH

полости рта, продолжает свое развитие и в Ук
раине. В частности, сотрудниками кафедры 
терапевтической стоматологии Украинской 
стоматологической академии (г. Полтава) пред
ложен метод скрининговой оценки колониза
ционной резистентности слизистой оболочки 
полости рта, который позволяет по адгезив

ному числу и адгезивному индексу опреде
лить показатель колонизационной резистент
ности. Простой в исполнении клинический 
способ позволяет увеличить эффективность 
ранней диагностики микроэкологических на
рушений и обследовать большое количество 
людей за малый промежуток времени, а также 
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требует минимального материально-техни
ческого обеспечения [15].

При исследовании зубных отложений на
блюдались образования, подобные «Ежу» 
(рис. За, б). Фотографии получены недоро
гим методом сканирующей электронной мик
роскопии (СЭМ). Целью работы было изуче- 

болыпих коренных зубов человека в норме и 
при кариесе на толстых и тонких шлифах. 
В работе был задействован метод СЭМ 
(рис. 4). Работа показала, что развитию ка
риеса эмали предшествуют некоторые прека- 
риозные процессы. Они сопровождаются сна
чала образованием зубного налета, с которо-

Рис. 3. Фрагменты налета типа «Еж» на эмали зуба человека. СЭМ, х800. 
Наблюдение А. П. Костыренко

ние действия отбеливающих составов на 
твердые ткани зуба при флюорозе [16]. Оп
ределение микробных структурных организа
ций, подобных «Ежу», привлекло внимание ис
следователей.

В исследовании проводилось изучение 
гистохимической структуры эмали и дентина 

го потом формируется зубная бляшка. Далее 
возникают меловидное и пигментированное 
пятна (начальный кариес). Они сопровожда
ются деструктивными и адаптационными про
цессами в твердых тканях зуба [17].

На рис. 5 представлен фрагмент работы 
по изучению эмали. По мнению классиков

Рис. 4. Ультраструктура зубного налета на поверхности кутикулы. Сканирующая электронная 
микроскопия. Ув. 1500: 1 - зубной налет; 2 - атрофированные плоские тангенциальные амелобласты; 

3 - волокнистые структуры насмитовой оболочки; 4 - осмиефильные пучки эмалевых призм;
5 - ламела
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Рис. 5. Деструкция эмали при наличии зубной 
бляшки. Окраска ШИК + альциановый синий.

Ув.х 400

стоматологии, именно в углубленных частях 
коронки зуба и его шейке развиваются сна
чала прекариозные зубные отложения соот
ветственно в виде зубной бляшки и зубного 
камня, которые в дальнейшем ведут к разви
тию кариеса различной локализации [ 18]. Це
лью работы было определение морфологичес
ких изменений, возникающих в эмали, приле
гающей к зубному налету, зубной бляшке и 
зубному камню. В работе проводилась окрас
ка толстых шлифов зуба эриохромом-Т-чер- 
ным-ШИК-альциановым синим. После опре
деления гистоструктурных особенностей эма
ли различных видов прекариозных поражений 
из толстого шлифа путем ручной полировки 

алмазной пастой получали тонкие шлифы тол
щиной 30-50 мкм. Последние повторно окра
шивали ШИК-альциановым синим и проводи
ли микроскопию в проходном и поляризаци
онном свете с фотографированием патологи
ческого процесса. В работе определено, что 
в присутствии зубного налета в эмали проис
ходят метаболические изменения в кутикуле 
определенных участков коронки зуба. При 
наличии зубной бляшки деструктивные изме
нения обнаруживаются в поверхностных сло
ях эмали вокруг ламелл в виде участков из
вестковых метастазов. Наконец, при наличии 
зубного камня разрушаются почти все слои 
эмали в пришеечной части коронки и в даль
нейшем петрифицируются [19].

Приведенные фрагменты научных иссле
дований показывают, что колониеобразование 
в клеточных структурах, имеет чрезвычай
ное значение не только в физиологии, но и при 
патологических состояниях. Поэтому в сто
матологических исследованиях возможно 
успешное применение микроскопических ме
тодов для изучения оральной микробиоты.

Вывод
В настоящее время изучение морфологии 

и строения микроорганизмов актуально прово
дить тем или иным методом микроскопирова
ния, начиная от световой и заканчивая элект
ронной микроскопией. Методы микроскопичес
кого исследования бактерий разнообразны и 
позволяют изучать различные аспекты суще
ствования микробиоценозов человеческого 
тела. Данное положение касается изучения 
микрофлоры полости рта. Выбор метода ис
следования оральных микробиотопов должен 
соответствовать цели изучения. На выбор 
метода изучения оральных микробиотопов 
могут влиять ресурсы исследователей.
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H.B. Котелевська, O.M. Бойченко, A.B. Зайцев, A.K. Ніколішин
ПРО МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ В СТОМАТОЛОГІЇ

Розглядали сучасний метод CLASI-FISH і мікроскопічні методи дослідження дентального біото
пу, що використовуються в повсякденній практиці, з метою визначення ефективності шляхів вивчен
ня зубної бляшки. Поглиблене вивчення мікроорганізмів із застосуванням нових методів визначило, 
що 99 % мікроорганізмів нашої планети існують в екосистемах у вигляді організацій, що прикріплені 
до субстрату. Такий соціальний спосіб існування мікроорганізмів наділяє їхньою функціональною 
спеціалізацією, що дозволяє реалізувати як фізіологічні, так і патологічні механізми в тій екологічній 
ніші, де ці співтовариства живуть, у тому числі й у біотопах організму-господаря. Вивчення морфо
логії та будови мікроорганізмів актуально проводити тим чи іншим методом мікроскопування, почи
наючи від світлової та закінчуючи електронною мікроскопією. Методи мікроскопічного дослідження 
бактерій різноманітні та дозволяють вивчати різні аспекти існування мікробіоценозів людського тіла. 
Це положення стосується й вивчення мікрофлори порожнини рота. Вибір методу дослідження ораль- 
них мікробіотоггів має відповідати меті вивчення. На вибір способу вивчення оральних мікробіотоггів 
можуть впливати ресурси дослідників.

Ключові слова: мікроорганізми, методи дослідження, зубні відкладення.

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА І КЛІНІЧНА МЕДИЦИНА. 2020. № 4 (89)

mbl.edu
http://www.mbl.edu/jbpc/staff/jmarkwelch/
http://sgma.alpha-design.ra/MMORPH/


86 СТОМАТОЛОГІЯ

N. V. Kotelevska, O.M. Boychenko, A. V. Zaitsev, A.K. Nikolishin
METHODS RESEARCH IN DENTISTRY

We considered the modem CLASI-FISH method and microscopic methods of studying the dental 
biotope used in everyday practice in order to determine the effectiveness of ways to study dental plaque. 
An in-depth study of microorganisms using new methods has determined that 99 % of the microorganisms 
of our planet exist in ecosystems in the form of organizations that are attached to the substrate. Such a 
social way of existence of microorganisms endows them with functional specialization, which makes it 
possible to implement both physiological and pathological mechanisms in the ecological niche where these 
communities live, including in the biotopes of the host organism. It is important to study the morphology 
and structure of microorganisms by one or another method of microscopy, from light to electron 
microscopy. The methods of microscopic examination of bacteria are diverse and allow one to study 
various aspects of the existence of microbiocenoses in the human body. This provision also applies to the 
study of the microflora of the oral cavity. The choice of method for the study of oral microbiotopes 
should be consistent with the purpose of the study. The resources of the researchers can influence the 
choice of method for studying oral microbiotopes.

Keywords: microorganisms, research methods, dental deposits.
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