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Цель исследования – изучить морфологию биопленки пародонта и разработать электронно-микроскопические кри-
терии дифференциальной диагностики воспалительных заболеваниях десен. С помощью сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ) проведено исследование образцов биопленки пародонта у 70 человек, в том числе 10 пациентов 
каждой нозологической формы, включая группы с хроническим пародонтитом легкой, средней, тяжелой степени, 
хроническим катаральным гингивитом, кандида-ассоциированным пародонтитом, и 20 здоровых людей с интакт-
ным пародонтом. Исследования выполняли с помощью двухлучевого сканирующего электронного микроскопа Quanta 
200 3D (FEI Company, США) и просвечивающего электронного микроскопа JEM 100В (JEOL, Япония). Для определе-
ния маркерной ДНК пародонтопатогенных бактерий в исследуемых образцах использовали набор реагентов для ПЦР 
«МультиДент-5» («ГенЛаб», Россия). СЭМ в сочетании с трансмиссионной электронной микроскопией и ПЦР позво-
ляет не только изучать строение, состав и степень развития биопленки пародонта, но также проводить дифферен-
циальную диагностику разных нозологических форм воспалительных заболеваний пародонта, включая легкую форму 
хронического пародонтита и гингивит. Установлены электронно-микроскопические признаки заболеваний пародонта 
воспалительной природы: катаральный гингивит (кокковый морфологический вариант), хронический пародонтит (ба-
циллярный морфологический вариант), кандида-ассоциированный пародонтит (кандидозный морфологический вари-
ант биопленки пародонта).

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  биопленка пародонта; сканирующая электронная микроскопия; трансмиссионная электронная 
микроскопия; ПЦР; пародонтит.
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The characteristics of morphology of biofilm of periodontium under inflammatory 
diseases of gums (chronic catarrhal gingivitis, chronic periodontitis, Candida-
associated periodontitis) according results of electronic microscopy
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The study was carried out to analyze morphology of biofilm of periodontium and to develop electronic microscopic criteria of 
differentiated diagnostic of inflammatory diseases of gums. The scanning electronic microscopy was applied to analyze samples 
of biofilm of periodont from 70 patients. Including ten patients with every nosologic form of groups with chronic catarrhal 
periodontitis of light, mean and severe degree, chronic catarrhal gingivitis, Candida-associated paroperiodontitis and 20 healthy 
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persons with intact periodontium. The analysis was implemented using dual-beam scanning electronic microscope Quanta 200 3D 
(FEI company, USA) and walk-through electronic micJEM 100B (JEOL, Japan). To detect marker DNA of periodont pathogenic 
bacteria in analyzed samples the kit of reagents for polymerase chain reaction “MultiDent-5” (“GenLab”, Russia). The scanning 
electronic microscopy in combination with transmission electronic microscopy and polymerase chain reaction permits analyzing 
structure, composition and degree of development of biofilm of periodontium and to apply differentiated diagnostic of different 
nosologic forms of inflammatory diseases of periodontium, including light form of chronic periodontitis and gingivitis. The 
electronic microscopical indications of diseases of periodontium of inflammatory character are established: catarrhal gingivitis, 
(coccal morphological alternate), chronic periodontitis (bacillary morphological alternate), Candida-associated periodontitis 
(Candida morphological alternate of biofilm of periodontium).

K e y w o r d s :  biofilm of periodontium; scanning electronic microscopy; transmission electronic microscopy; polymerase chain 
reaction; periodontitis

Citation: Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika. 2015; 60 (12): 59–64. (in Russ.)

Формирование микробных биопленок происходит в не-
сколько стадий. Определяющими являются процессы адгезии 
микробов к субстрату, которая может быть специфической и 
неспецифической [1, 9]. На процесс прикрепления бактерий к 
субстрату влияют различные факторы: химическое сродство 
поверхностных молекул, разность зарядов, шероховатость 
поверхности, подвижность [2, 3, 9, 10]. Установлено, что 
жгутики, обеспечивающие движение бактерий к источнику 
питания, могут содержать химические соединения – аттрак-
танты, способствующие прилипанию клеток к тканям. Пери-
трихиальные жгутики осуществляют особое поступательное 
движение и роение клеток, а полярно расположенные могут 
также обеспечивать движение бактерий и по поверхности 
субстрата [7].

В адгезии бактерий к субстратам большую роль играют 
экзополисахариды, синтез которых наиболее выражен у 
грамотрицательных бактерий [2]. Адгезия жгутиковых бак-
терий (синегнойная палочка) происходит быстрее, чем без-
жгутиковых [8, 9].

У безжгутиковых бактерий адгезия происходит посред-
ством увеличения экспрессии поверхностных адгезинов (бе-
лок Вар и экзополисахариды (PIA или PN), которые способ-
ствуют прикреплению к субстрату и обеспечивают межкле-
точные взаимодействия [2, 8, 9].

На следующем этапе происходит образование микроколо-
ний (деление и объединение бактериальных клеток в единую 
структуру). На этом этапе можно наблюдать начало синтеза 
экзоклеточного матрикса, который объединяет бактерии и яв-
ляется облигатным признаком формирования биопленки [10].

Экзоклеточный матрикс, в состав которого входят гомо- и 
гетерополисахариды, уроновые кислоты, аминосахара и их со-
полимеры, белки, нуклеиновые кислоты, липополисахариды, 
различные минералы (кальций, фосфор и в небольших количе-
ствах магний, калий, натрий), выполняет защитную функцию, 
препятствуя диффузии бактерицидных агентов и действию 
физических факторов, таких как ультрафиолетовое облучение, 
изменение pH, осмотический шок, высыхание, участвует в об-
разовании полимикробных биопленок [2 – 4, 6, 10].

Цель исследования – изучить морфологию биопленки па-
родонта и разработать электронно-микроскопические крите-
рии дифференциальной диагностики воспалительных забо-
леваниях десен (хронический катаральный гингивит, хрони-
ческий пародонтит, кандида-ассоциированный пародонтит).

Материалы и методы. Проведено комплексное обследо-
вание 370 человек в возрасте от 18 до 54 лет (183 женщины и 
187 мужчин) за период с 2009 по 2015 г. на базе пародонтологи-
ческих отделений консультативно-диагностических центров 
при Московском государственном медико-стоматологическом 
университете им. А.И. Евдокимова (МГМСУ).

На основании эпидемиологических, клинико-анам-
нестических и лабораторных данных выделены следующие 
группы пациентов: группа 1 – пациенты с хроническим гене-
рализованным пародонтитом (n = 210), 1а – с легкой степе-
нью хронического пародонтита – ХПЛ (n = 70), 1б – со сред-
ней степенью хронического пародонтита – ХПС (n = 70), 1в 
– с тяжелой степенью хронического пародонтита – ХПТ (n = 
70); группа 2 – пациенты с катаральным гингивитом (n = 50); 

группа 3 – пациенты с кандида-ассоциированным пародон-
титом – КАП (n = 40); группа 4 – контрольная – 70 человек со 
здоровым пародонтом.

Для выполнения электронной микроскопии в каждой 
группе методом случайной выборки отбирали по 10 человек, 
а в контрольной – 20 (всего 70 человек), у которых проводили 
исследование трех проб материала (биопленка десны в обла-
сти десневой борозды 1–2-го моляров сверху, снизу и из наи-
более глубокого пародонтального кармана при его наличии). 
По результатам микроскопии выделяли несколько морфоло-
гических вариантов биопленки. Положительным решением в 
пользу того или иного варианта считали те пробы, в которых 
морфологическая картина как минимум двух проб из трех со-
впадала. У здоровых (при отсутствии пародонтальных кар-
манов) исследовали две пробы, взятые в области десневой 
борозды 1–2-го моляров сверху и снизу.

Для изучения морфологии биопленки десен проводили 
сканирующую электронную микроскопию (СЭМ). Образцы 
десневой биопленки, взятые из пародонтального кармана 
путем соскоба скейлером, фиксировали 10% раствором ней-
трального формалина. Исследование выполняли с помощью 
двухлучевого сканирующего электронного микроскопа Quan-
ta 200 3D (FEI Company, США) в режимах высокого вакуума 
при ускоряющих напряжениях 5 и ЮкУ, с предварительным 
напылением золотом (999) в установке SPI-Module Sputter/
Carbon Coater System (SPI Inc., США). В процессе подготов-
ки образцов не применялось традиционное для СЭМ обезво-
живание спиртами или ацетоном. Отсутствие дегидратации 
образцов позволило сохранить их нативную структуру, в 
частности структуру экзоклеточного матрикса биопленок, на 
90% состоящего из воды [10].

Для оценки морфологии бактерий проведено также 
ультраструктурное исследование соскобов биопленки с 
использованием просвечивающей трансмиссионной элек-
тронной микроскопии. Образцы препаратов для исследо-
вания приготовлены по общепринятой методике для иссле-
дования методом ультратонких срезов и проанализирова-
ны в просвечивающем электронном микроскопе JEM 100В 
(JEOL, Япония). Микроскопическое исследование выпол-
нено на базе лаборатории анатомии микробов НИИЭМ  
им. Н. Ф. Гамалеи.

Для подтверждения наличия в исследуемом материале 
бактерий пародонтопатогенных видов использована мульти-
плексная ПЦР – набор реактивов «МультиДент-5» НПФ «Ген-
Лаб» (Россия). Молекулярно-биологическое исследование 
выполнено на базе кафедры микробиологии, вирусологии, 
иммунологии и лаборатории молекулярно-биологических 
исследований НИМСИ МГМСУ им. А. И. Евдокимова.

Результаты исследования обработаны методом вариаци-
онной статистики с вычислением вероятности различий P и 
критерия χ2.

Результаты и обсуждение. Основное содержание иссле-
дования состояло в оценке цитоморфологической картины 
смешанной биопленки пародонта пациентов с интактным 
пародонтом (условно здоровые) и основными нозологиче-
скими формами воспалительных заболеваний пародонта по 
данным различных видов микроскопического исследования. 
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Микроскопическая характеристика биопленки интактного 
пародонта показана на рис. 1–3.

На рис. 1 при увеличении 1400 представлен общий вид 
смешанной микробной биопленки, которая четко структу-
рирована. Отчетливо видны отверстия, выполняющие дре-
нажную функцию, тяжи, укрепляющие матрикс, при данном 
увеличении слабо прослеживаются контуры бактерий, при-
крытые мантией.

На рис. 2 при увеличении 100 виден разрыв пролифе-
рирующей биопленки с выходом микробной массы в виде 
бугра. Подобные образования, которые формируются при 
росте однородной биопленки получили название «номады». 
Они представляют собой способ пролиферации микробного 
сообщества и выхода его за пределы первоначальной лока-
лизации. Этот механизм имеет место и в случае смешанной 
биопленки в клинических условиях.

На рис. 3 при значительно большем увеличении (16 000) 
видна поверхность смешанной биопленки интактного па-
родонта. Отчетливо видны контуры микробных клеток под 
мантией (кокки и палочковидные или бациллярные клетки). 

Величина клеточных элементов микробной биомассы со-
ставляет примерно от 250 до 850 нм для кокковидных и па-
лочковидных форм соответственно.

При исследовании клинического материала от пациентов 
выявили патогномоничные особенности микробного соста-
ва биопленки пародонта при разных нозологических формах 
воспалительных заболеваний, описание которых представле-
но ниже.

Хронический катаральный гингивит. При катаральном 
гингивите наблюдаются воспалительная инфильтрация и отек  
слизистой десны (пародонта), прикрепление десны не на-
рушается и патологический (пародонтальный) карман не об-
разуется. Микробный состав представлен преимущественно  
гемолитическими микроаэрофильными стрептококками [5]. 
Удалось получить электронно-микроскопическую картину 
смешанной биопленки слизистой оболочки десен при ката-
ральном гингивите (рис. 4); подтверждается доминирование 
кокковых форм с четкой морфологической картиной стрепто-

Рис. 1. Холмообразные скопления симбионтов, покрытых 
мантией, и отверстия, выполняющие дренажную функцию. 
Ув. 1400.

Рис. 3. Поверхность смешанной биопленки интактного па-
родонта.
Видны контуры микробных клеток под мантией. Указаны размеры 
структурных компонентов. Ув. 16 000.

Рис. 2. Пролиферирующая биопленка интактного пародонта.
Виден разрыв мантии с выростом микробной биомассы. Ув. 100.

Рис. 4. Фрагмент смешанной биопленки (преимущественно 
кокковый морфологический вариант) при хроническом ката-
ральном гингивите. СЭМ. Ув. 6000.
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кокков и единичных клеток сахаромицетов. Данная картина 
может быть охарактеризована как кокковый морфологиче-
ский вариант, который, на наш взгляд, можно считать патог-
номоничным микроскопическим признаком катарального 
гингивита.

Хронический генерализованный пародонтит. Иная кар-
тина наблюдалась при хроническом пародонтите (рис.5). 
При увеличении 6000 отмечается наличие как кокковых, так 
и палочковидных или бациллярных форм, главным образом 
за счет представителей родов пародонтопатогенных бакте-
рий Porphyromonas, Prevotella. Этот морфологический вари-
ант наиболее выражен у пациентов с ХПЛ и ХПС, в то время 
как при ХПТ микрофлора еще более разнообразна; встреча-
лись сочетания разных вариантов, включая мицелий грибов 
и большое количество извитых форм.

При использовании трансмиссионной электронной ми-
кроскопии (рис.6) можно отметить особенности строения 
грамположительных кокков и грамотрицательных бацилляр-
ных форм, а также извитых (трепонемы), которые позволяют 
провести их ориентировочную идентификацию. Представ-
ленный на рис.6 клеточный состав характерен для предста-
вителей пародонтопатогенных видов бактерий, относящихся 
к родам Porphyromonas, Prvotella и Treponema.

Рис. 5. Фрагмент смешанной биопленки (преимущественно 
бациллярный морфологический вариант) при хроническом 
пародонтите средней степени тяжести. СЭМ. Ув. 6000.

Рис. 6. Микробный состав биопленки при 
хроническом пародонтите.
а – фрагмент биопленки при световой микроскопии; 
б – T. denticola; в – палочковидные (бациллярные) и 
кокковые формы. Видны различия между пептидо-
гликановым слоем грамположительных кокков и кле-
точной стенкой грамотрицательных бактерий.
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Таксономическая принадлежность выявленных морфоло-
гических форм подтверждена с помощью ПЦР, которая по-
зволила установить наличие в образцах биопленки пародон-
та представителей пародонтопатогенных видов 1-го поряд-
ка – Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 
gingivalis, Tannerella forsythia, а также пародонтопатогенных 
видов 2-го порядка – Prevotella intermedia и Treponema den-
ticola.

Кандида-ассоциированный пародонтит (КАП). При 
КАП структура биопленки отличалась доминированием гри-
бов рода Candida. На рис.7 при большом увеличении (12000) 
на сканирующем электронном микроскопе видны фрагменты 
биопленки, заключенные в мантию. Клеточный состав пред-
ставляет собой типичные бластоспоры Candida albicans.

На рис. 8 при увеличении 2503 видна типичная биопленка 
с мантией, покрывающая фрагменты псевдомицелия Candida 
albicans. В пользу видовой принадлежности данного штамма 
свидетельствует наличие единичных хламидоспор на концах 
нитей псевдомицелия.

Заключение. С помощью сканирующей электронной ми-
кроскопии можно не только изучать строение, состав, сте-
пень развития биопленки пародонта, но также проводить 

Рис. 7. Фрагмент биопленки дрожжевых грибов Candida albicans 
из пародонтального кармана при КАП. СЭМ. Ув. 12 000.

Рис. 8. Биопленка дрожжевых грибов рода Candida albicans на 
слизистой пародонта при КАП. СЭМ. Ув. 2503.

дифференциальную диагностику разных нозологических 
форм воспалительных заболеваний пародонта. Установле-
ны электронно-микроскопические признаки таких форм 
воспалительных заболеваний пародонта, как катаральный 
гингивит (кокковый морфологический вариант), хрониче-
ский пародонтит (бациллярный морфологический вариант), 
кандида-ассоциированный пародонтит (кандидозный мор-
фологический вариант биопленки пародонта). Особенно 
важен данный подход, на наш взгляд, при дифференциаль-
ной диагностике катарального гингивита и хронического 
пародонтита легкой степени, поскольку эти нозологические 
формы трудно различимы по данным объективного клини-
ческого исследования и индексной оценке состояния тка-
ней пародонта. В отличие от катарального гингивита при 
хроническом пародонтите легкой степени уже запускается 
процесс нарушения зубодесневого прикрепления и начи-
нается формирование патологического (пародонтального) 
кармана.
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