
Актуальність теми
За даними епідеміологічних досліджень кожна

третя людина в світі уражена генералізованою патологі-
єю пародонта [18]. Однією з головних причин виник-
нення даної проблеми є інвазія певною групою мікроор-
ганізмів, так званими пародонтопатогенами. Представ-
ники даної підгрупи як правило належать до облігатної
анаеробної та факультативно-анаеробної мікрофлори
[3][9][13]. До найбільш агресивних видів патогенів від-
носять на даний час наступні: Aggregatibacter actino-

mycetemcomitans (по старій номенклатурі Actinobacil-
lus actinomycetemcomitans), Tannerella forsythia (Bac-
teroides forsythus), Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Wollinella recta (Campylobacter rectus),
Fusobacterium nucleatum/periodonticum, Treponema
denticola, а також Parvimonas micra (Peptostreptococcus
micros) [7][10].

Важливою складовою в лікуванні пародонтологіч-
них пацієнтів є вчасне виявлення захворювання на
початкових стадіях,та поняття про природу інфекційних
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Мета даного дослідження полягала у вивченні можливості використання лазерного випромінювання (біофлюорисценція,
пружне розсіювання) з діагностичними цілями для оптимізації ідентифікації пародонтопатогенних мікроорганізмів.
Матеріали та методи. Для проведення експеременту з реєстрації біофлюорисценції було використано гелій неоновий
лазер 632,8 нм, 3 мВт; напівпровідниковий лазер «Лика терапевт М» 668 нм, 30–250 мВт; малогабаритний оптоволокон-
ний спектрометр «Ocean Optics USB4000»; кварцові світловоди, штативи; референсні штами мікроорганізмів: Escherichia
coli, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Corynebacterium pseudodiphtheriae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis культивовані на агарі; ноутбук з встановленим програмним забезпеченням «SpectraSuite».
Переріз кутовий розподілу інтенсивності пружного оптичного розсіювання досліджувався на розробленій експеримен-
тальній платформі. У якості джерела збудження використовувався неперервний (CW) лазер на довжині хвилі 532 нм
(TEM00 мода) з потужністю < 50 мВт. В роботі досліджувався кутовий розподіл пружного оптичного розсіювання у перед-
ню й задню півсфери для водних суспензій бактерій Staphylococcus aureus та Escherichia coli.
Результати. В ході проведення першої частини експерименту колонії референсних мікроорганізмів почергово опро -
мінювалися пучком лазерного випромінювання спочатку від гелій-неонового лазера , потім від напівпровідникового.
Спектр відбитого випромінювання фіксувався спектрометром «Ocean Optics USB4000» та оброблявся на ноутбуці за
допомогою програмного забезпечення «Spectra Suite». Зразки опромінювалися під різними кутами (90°, 45°) в темряві,
на темній підкладці. Потужність випромінювання гелій-неонового лазера була стабільна – 3 мВт, напівпровідникового –
змінювалася в діапазоні 30–100 мВт. Опромінивши всі зразки культур мікроорганізмів, що описані вище, та опрацювавши
отримані спектрограми ми не отримали підтвердження теорії біофлюорисценції: в основному спектрометром фіксувався
лише спектр відбитого лазерного випромінювання. В другій частині експеременту досліджувався кутовий розподіл пруж-
ного оптичного розсіяння у передню й задню півсфери для водних суспензій бактерій Staphylococcus aureus та Escheric-
hia coli, що мають різний просторовий форм-фактор. Було показано, що повна інтегральна екстинкція в передню півсфе-
ру лінійно пропорційна концентрації бактерій, що оцінена по стандарту МакФарланда на сертифікованому приладі. Більш
детальний аналіз кутового розподілу розсіяного світла показав, що суспензія з Staphylococcus aureus продемонструвала
зменшення розсіювання в передню півсферу і зростання розсіювання в задню півсферу в порівнянні з суспензією бакте-
рій Escherichia coli. Представлена методика може бути застосована для вирішення задачі класифікації мікроорганізмів
шляхом моделювання кутового розподілу розсіяного світла на основі моделей елементарних розсіювачів з різним форм-
фактором відповідно до теорії Мі. 
Висновок. Експерименти по дослідженню біофлюорисценції колоній бактерій не підтвердили можливість реєстрації
специфічних спектрів від кожного з штамів. 
Однак отримані результати дослідження пружного розсіювання світла в суспензіях мікроорганізмів вказали на можли-
вість визначення структурно-концентраційних особливостей їх вмісту, а саме диференціювати паличкоподібну флору від
кокоподібної, та оцінити відносну кількість частинок в суспензії. Розвиток даної технології в подальшому може значно
спростити діагностичну сферу без застосування дороговартісних та технологічно складних методів досліджень.

Ключові слова: пародонтопатогени, біофлюорисценція, теорія Мі, інтенсивність пружного оптичного розсіювання
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агентів запального процесу, для
оптимального підбору антибакте-
ріальних препаратів [5][6][8][21].

Оскільки пародонтопатогенна
мікрофлора представлена здебіль-
шого факультативною анаеробною
мікрофлорою традиційні мікробіо-
логічні методи – бактеріоскопіч-
ний та бактеріологічний не дозво-
ляють достатньо швидко та якісно
діагностувати патогенні агенти.
Бактеріоскопічний не дає досто-
вірних даних про видову прина-
лежність мікроорганізмів, а бакте-
ріологічний технологічно склад-
ний, через необхідність спеціаль-
ного обладнання для вирощуван-
ня анаеробів – анаеростатів, які на
наших теренах майже не зустріча-
ються. Ефективним та по рівняно
швидким є методика ідентифіка-
ції мікрофлори за допомогою полімеразної ланцюгової
реакції (ПЛР), яка дозволяє виявити ДНК збудників,
які наявні в забраному матеріалі. Однак дана техноло-
гія недешева, потребує достатньо складного обладнан-
ня та спеціальної підготовки персоналу, тому поки
що не отримала такого широкого розповсюдження
[14][11][12][13].

Останнім часом в літературі все частіше зустріча-
ються дані щодо можливості ідентифікації мікрофлори з
використанням реєстрації змін фізичних властивостей
лазерного випромінювання при проходженні його через
біологічний субстрат. Зокрема М.Т. Алєксандров в праці
«Лазерная клиническая биофотометрия (теория, экспе-
римент, практика)» вказує на можливість видової іден-
тифікації мікроорганізмів як in vitro так і in vivo вико-
ристовуючи спектральний аналіз відбитого випроміню-
вання гелій-неонового лазера [2]. В даній праці наведені
ілюстрації, що демонструють зміни в спектрограмі, які
за словами авторів є унікальними як і для різних видів
мікроорганізмів (E. coli, S. аureusі т.д.), так і для окре-
мих класів (аеробні, анаеробні). Наявність вказаних
змін в спектрограмі пояснюється наявністю в складі
бактеріальних клітин пігментів різних видів в різних
комбінаціях, в яких при опроміненні світлом гелій-нео-
нового лазера виникає процес біофлюорисценції. Від-
повідно до цього мікроорганізми, що відрізняються
кількісно-якісним складом пігментів мають і різні типи
біофлюорисценції, які фіксуються за допомогою спек-
трометра у вигляді спектрограми характерної для кож-
ного виду індивідуально [1][2][4].

Ми вирішили використати дану технологію для
визначення можливості використання лазерного випро-
мінювання для ідентифікації пародонтопатогенної мікро-
флори в процесі курації генералізованих захворювань
пародонта.

Матеріали та методи
На першому етапі було вирішено дослідити можли-

вість реєстрації флюорисценції від різних мікроорганіз-
мів in vitro. Для цього ми використали: гелій неоновий
лазер 632,8 нм, 3мВт; напівпровідниковий лазер «Лика
терапевт М» 668 нм, 30–250мВт; малогабаритний опто-
волоконний спектрометр «Ocean Optics USB4000»; квар-
цові світловоди, штативи; референсні штами мікроорга-
нізмів: Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiella pneu-
moniae, Proteus mirabilis, Corynebacterium pseudodiphthe-
riae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
культивовані на агарі; ноутбук з встановленим програм-
ним забезпеченням «SpectraSuite». 

В ході проведення експери-
менту колонії референсних мікро-
організмів почергово опромінюва-
лися пучком лазерного випромі-
нювання спочатку від гелій неоно-
вого лазера, потім від напівпровід-
никового. Спектр відбитого випро-
мінювання фіксувався спектромет-
ром «Ocean Optics USB4000» та
оброблявся на ноутбуці за допо-
могою програмного забезпечення
«SpectraSuite». Зразки опромінюва-
лися під різними кутами (90°, 45°)
в темряві, на темній підкладці. По -
тужність випромінювання гелій
неонового лазера була стабільна –
3мВт, напівпровідникового – змі-
нювалася в діапазоні 30–100мВт.
Опромінивши всі зразки культур
мікроорганізмів, що описані вище,
та опрацювавши отримані спек-

трограми ми не отримали підтвердження теорії біо-
флюорисценції: в основному спектрометром фіксувався
лише спектр відбитого лазерного випромінювання.

Пародонтопатогенні мікроорганізми мають різні особ-
ливості будови: Aggregatibacter actinomycetemcomitans —
грамнегативні, неспороутворюючі, малорухливі, факуль-
тативно анаеробні кокобацили; Treponema denticola –
грамнегативні облігатно-анаеробні бактерії з сімейства
спірохет; Tanerella forsythia – грамнегативні паличкопо-
дібні анаеробні бактерії з сімейства Bacteroides; Porphy-
romonas gingivalis – нерухомі грамнегативні анаеробні
палички; Wollinella recta – рухливі паличкоподібні грам-
негативні факультативні анаероби; Parvimonas micra –
мають вигляд невеликих сферичних клітин що можуть
об’єднуватися в короткі ланцюжки, бути в парах або
індивідуально.

Враховуючи ці властивості бактерій, нами було
вирішено спробувати оцінити можливість отримання
інформації про структурні властивості мікроорганізмів
шляхом аналізу пружного розсіювання лазерного випро-
мінювання від суспензій мікроорганізмів. Для цього
було використано обладнання розроблене в Інституті
фізики НАНУ для аналізу оптичного розсіювання ши -
рокого класу об’єктів.

Переріз кутовий розподілу інтенсивності пружного
оптичного розсіювання досліджувався на розробленій
експериментальній платформі, що представлена на
Рис.1 [16]. У якості джерела збудження використову-
вався неперервний (CW) лазер на довжині хвилі 532 нм
(TEM00 мода) з потужністю < 50 мВт.

Дослідження індикатрис розсіювання здійснюва-
лось при нормальному падінні пучка на зразок, який від-
центровано на осі обертання установки. Блок реєстрації
розсіяного випромінювання знаходиться на рухомому
плечі приладу, яке обертається навколо вісі в діапазоні
–180° < θ < 180° від напрямку розповсюдження пучка
θ = 0° з кутовою роздільною здатністю ~ 0.05°. Реєстрація
сигналу P(θ) відбувалась за допомогою фотопомножува-
ча (Hamamatsu H10721-210 з спектральною чутливістю
230–700 нм), перед яким було розміщено колесо з набо-
ром нейтральних фільтрів. Для зчитування даних було
використано 16-бітний АЦП. Для збільшення чутливос-
ті вимірювань було застосовано стробування лазерного
променя оптичним модулятором з частотою 100 Гц. Це
дозволило збільшити співвідношення сигнал/шум та
зменшити вплив прояву теплових ефектів у зразку. 

Для ізотропних середовищ розсіювання є аксіально-
симетричним, тому для дослідження достатньо вимірюва-
ти поперечний переріз кутового розподілу інтенсивності
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Рис. 1. Прототип приладу для вимірювання
поперечного перерізу індикатрис пружного
оптичного розсіювання. 
КФ – колесо нейтральних фільтрів, 
ФД – фотодіод, фотопомножувач, 
або ПЗЗ матриця.



світла в одній площині. У сферичній системі координат
оптична індикатриса розсіювання визначається потуж-
ністю розсіяного випромінювання ΔP(θ) у тілесному куті
ΔΩ = 4πsin2(Δθ/2) вздовж напрямку зенітного кута θ,
Δθ = arctg(d/2L) – відношенням апертури d детектора до
його відстані від осі обертання L. У наближенні ізотроп-
ного розсіяння інтегральний коефіцієнт пропускання εs у
конусі γ1≤ θ ≤ γ2 можна розрахувати за формулою [15]:

       εs (γ1, γ2) =        ∫ sinθ d θ,                            (1)

де P0 – потужність випромінювання.

Представлений прототип приладу було апробовано
на широкому класі об’єктів: сильнопоглинаючих сор-
бентах на основі карбонових матеріалів [16], сучасних
біомаркерах на основі гармонічних наночастинок[17],
композитних кристалах [19], [20] з інкорпорованими
наночастинками та гібридних органо-неорганічних сис-
темах на основі полімерної матриці та наночастинок
діоксиду титану[22].

В роботі досліджувався кутовий розподіл пружного
оптичного розсіяння у передню й задню півсфери для
водних суспензій бактерій Staphylococcus aureus та
Escherichia coli, що мають різний просторовий форм-
фактор. Було показано, що повна інтегральна екстин-

кція в передню півсферу лінійно пропорційна концен-
трації бактерій, що оцінена по стандарту МакФарланда
на сертифікованому приладі.

Більш детальний аналіз кутового розподілу розсія-
ного світла показав, що суспензія із Staphylococcus
aureus продемонструвала зменшення розсіяння в перед-
ню півсферу й посилене розсіювання в задню півсферу в
порівнянні із суспензією бактерій Escherichia coli. Пред-
ставлену методику можна застосовувати для вирішення
задачі класифікації мікроорганізмів шляхом моделю-
вання кутового розподілу розсіяного світла на основі
моделей елементарних розсіювачів з різним форм-фак-
тором відповідно до теорії Мі.

Висновок
Експерименти з дослідженням біофлюорисценції

колоній бактерій не підтвердили можливість реєстрації
специфічних спектрів від кожного зі штамів. Однак
отримані результати дослідження пружного розсіюван-
ня світла в суспензіях мікроорганізмів вказали на мож-
ливість визначення структурно-концентраційних особ-
ливостей їх вмісту, а саме диференціювати паличкопо-
дібну флору від кокоподібної та оцінити відносну кіль-
кість частинок у суспензії. Розвиток даної технології в
подальшому може значно спростити діагностичну сферу
без застосування дорогих і технологічно складних мето-
дів досліджень.
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Рис.2. Інтегральний сигнал розсіювання 
від концентрації бактерій Escherichia coli.

Рис.3. Переріз індикатрис пружного оптичного розсіювання
суспензій Staphylococcus aureus (сіра крива) 
та Escherichia coli (чорна крива)при неперервному 
лазерному збудженні на 532 нм.
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Аспекты использования особенностей лазерного излучения для оптимизации 
диагностических методов в курации пациентов с генерализованными 
заболеваниями пародонта

В.Г. Бургонский, С.И. Миколайчук, О.Л. Бондарчук, В.В. Мультян, В.Я. Гайворонский

Цель данного исследования заключалась в изучении возможности использования лазерного излучения (биофлюорисценции, упругого рассеевания) с
диагностическими целями для оптимизации идентификации пародонтопатогенных микроорганизмов.
Материалы и методы. Для проведения эксперимента по фиксации биофлюорисценции было использовано гелий неоновый лазер 632,8 нм, 3мВт;
полупроводниковый лазер «Лика терапевт М» 668 нм, 30–250 мВт; малогабаритный оптоволоконный спектрометр «Ocean Optics USB4000» кварцевые
световоды, штативы; референсные штаммы микроорганизмов: Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Corynebacte-
rium pseudodiphtheriae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis культивируемые на агаре; ноутбук с установленным программным обеспечением «SpectraSuite». Сечение угловой распределения интен-
сивности упругого оптического рассеяния исследовался на разработанной экспериментальной платформе. В качестве источника возбуждения исполь-
зовался непрерывный (CW) лазер на длине волны 532 нм (TEM00 мода) с мощностью < 50 мВт. В работе исследовался угловое распределение упругого
оптического рассеевания в переднюю и заднюю полусферы для водных суспензий бактерий Staphylococcus aureus и Escherichia coli.
Результаты. В ходе проведения первой части эксперимента колонии референсных микроорганизмов поочередно облучались пучком лазерного
излучения сначала от гелий- неонового лазера, затем от полупроводникового. Спектр отраженного излучения фиксировался спектрометром «Ocean
Optics USB4000» и обрабатывался на ноутбуке с помощью программного обеспечения «SpectraSuite». Образцы облучались под разными углами
(90°, 45°) в темноте, на темной подложке. Мощность излучения гелий-неонового лазера была стабильна – 3 мВт, полупроводникового – менялась в
диапазоне 30–100мВт. Облучив все образцы культур микроорганизмов, которые указаны выше, и обработав полученные спектрограммы мы не полу-
чили подтверждение теории биофлюорисценции: в основном спектрометром фиксировался только спектр отраженного лазерного излучения. Во вто-
рой части эксперимента исследовалось угловое распределение упругого оптического рассеяния в переднюю и заднюю полусферы для водных суспен-
зий бактерий Staphylococcus aureus и Escherichia coli, имеющих различный пространственный форм-фактор. Было показано, что полная интегральная
экстинкция в переднюю полусферу линейно пропорциональна концентрации бактерий, оцененой по стандарту МакФарланда на сертифицированном
приборе. Более детальный анализ углового распределения рассеянного света показал, что суспензия с Staphylococcus aureus продемонстрировала
уменьшение рассеевание в переднюю полусферу и усиленное рассеевание в заднюю полусферу по сравнению с суспензией бактерий Escherichia coli.
Представленная методика может быть применена для решения задачи классификации микроорганизмов путем моделирования углового распределе-
ния рассеянного света на основе моделей элементарных рассеевателей с различным форм-фактором согласно теории Ми.
Вывод. Эксперименты по исследованию биофлюорисценции колоний бактерий не подтвердили возможность регистрации специфических спектров
от каждого из штаммов.
Однако полученные результаты исследования упругого рассеяния света в суспензиях микроорганизмов указали на возможность определения струк-
турно-концентрационных особенностей их содержания, а именно дифференцировать палочковидную флору от коккообразной, и оценить относитель-
ное количество частиц в суспензии. Развитие данной технологии в дальнейшем может значительно упростить диагностическую сферу без применения
дорогостоящих и технологически сложных методов исследований.
Ключевые слова: пародонтопатогены, биофлюорисценция, теория Ми, интенсивность упругого оптического рассеивания.

The aspects of the use of laser radiation for optimizing diagnostic techniques 
in the follow-up of patients with generalized periodontal disease

V. Burgonskyi, S. Mykolaichuk, O. Bondarchuk, V. Multian, V. Gayvoronsky 

The aim of the research is to study the possibilities of using laser radiation (biofluorescence, elastic scattering) for diagnostic purposes to optimize and iden-
tify periodontopathogenic microorganisms.
Materials and methods. For the biofluorescence fixation experiment, we used a 632.8 nm helium neon laser, 3mW; a 668 nm Lika-surgeon M semicon-
ductor laser, 30–250 mW; the Ocean Optics USB4000 miniature fiber optic spectrometer; quartz light guides, tripods; reference strains of microorganisms:
Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Corynebacterium pseudodiphtheriae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis cultured on agar; a laptop with SpectraSuite software. The elastic scattering angular distribution was analyzed on the developed experimental plat-
form. The excitation source was a 532 nm continuous-wave (CW) laser (TEM00 mode) with a power of <50 mW. The elastic scattering angular distribution in
the anterior and posterior hemispheres for aqueous suspensions of Staphylococcus aureus and Escherichia coli was investigated.
Results. During the first part of the experiment, the colonies of the reference microorganisms were alternately irradiated by laser radiation beam first from
neon laser helium, then from semiconductor laser. The reflection spectrum was recorded by the Ocean Optics USB4000 spectrometer and processed on a
laptop using SpectraSuite software. The samples were irradiated at different angles (90 °, 45 °) in the dark, on a dark substrate. The radiation power of helium
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neon laser was stable – 3mW, and the radiation power of semiconductor varied in the range of 30-100mW. After irradiation of all the samples of cultures, as
described above, and after the spectrograms processing, we did not get confirmation of the theory of biofluorescence: basically the spectrometer recorded
only the spectrum of the reflected laser radiation. In the second part of the experiment, we investigated the elastic scattering angular distribution in the ante-
rior and posterior hemispheres for aqueous suspensions of Staphylococcus aureus and Escherichia coli which have different spatial form factors. It was shown
that complete integral extinction into the anterior hemisphere is linearly proportional to the bacterial concentration estimated by the McFarland standard on a
certified device. A more detailed analysis of the elastic scattering angular distribution showed that the suspension of Staphylococcus aureus had a decrease
in scattering in the anterior hemisphere and enhanced scattering in the posterior hemisphere compared with a suspension of bacteria Escherichia coli. The
presented method can be applied to solve the problem of classification of microorganisms by the modelling of the elastic scattering angular distribution on
the basis of models of elementary scatters with different form factors according to the Mie theory.
Conclusion. The experiments on the study of biofluorescence of colonies of bacteria have not confirmed the possibility of recording specific spectra from
each of the strains.
However, the results of the study of elastic scattering in the suspensions of microorganisms indicated the possibility of determining the structural and con-
centration features of their content, namely to differentiate the rod-shaped flora from the coccoid, and to estimate the relative number of particles in the sus-
pension. The development of this technology can greatly simplify the diagnostics without the use of expensive and technologically difficult research methods
in the future
Key words: periodontal pathogen, biofluorescence, Mie theory, intensity of elastic optical scattering.
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