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Аннотация. В настоящей работе с целью количественного определения межштаммовых различий в реакциях бактериальных клеток
на фотодинамическое воздействие было проведено исследование эффективности пиридилпорфириновых соединений в сочетании
с светодиодным излучением в отношении трех штаммов Staphylococcus aureus.

Наибольшуючувствительность к действиюизлучения с длиной волны 405 нм, полушириной полосы 30 нми плотностьюмощности
80мВт/см2 продемонстрироваликлетки клиническогометициллин-резистентногоштамма S. aureus 11, активированныепиридилпорфи-
ринами. Показано, что при использовании фотосенсибилизаторов в концентрациях 0.01–0.03 мг/мл после 30 мин облучения снижение
численности клеток данногоштаммапроисходит на величину 4.8 lgКОЕ/мл. Установлено, что активность каталазы в клеткахметициллин-
резистентного штамма S. aureus 11 на 17% ниже по сравнению с активностью каталазы в клетках стандартного штамма S. aureus 209 Р.
Это косвенно свидетельствует о большей чувствительности штамма S. aureus 11 к активным формам кислорода, образующимся в ходе
антимикробного фотодинамического воздействия.

Полученные сведения имеют важное прикладное значение, поскольку показывают, что чувствительность к фотодинамическому
воздействию клеток разных штаммов золотистого стафилококка различается в пределах 1.7–2.3 lgКОЕ/мл.
Ключевыеслова:антибактериальнаяфотодинамическая терапия, светодиодноеизлучение, 405нм,пиридилпорфирины, Staphylococcus
aureus
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Abstract. Background and Objectives. Infections associated with antibiotic-resistant strains of microorganisms, including Staphylococcus aureus,
pose the greatest danger in nasopharyngeal diseases and post-surgical complications. A number of studies have shown that there are interstrain
differences in the sensitivity of clinically significant microorganisms to the damaging effects of antimicrobial photodynamic therapy. In this work,
in order to quantify interstrain differences in the responses of bacterial cells to photodynamic exposure, we studied the effectiveness of pyridyl
porphyrin compounds in combination with LED radiation against three strains of Staphylococcus aureus. Materials and Methods. The objects of
the study were: methicillin-sensitive museum strain S. aureus 209 P, methicillin-sensitive clinical strain S. aureus 5, methicillin-resistant clinical
strain S. aureus 11. A LED with a maximum emission spectrum at a wavelength of λ = 405 nm and a half-width of 30 nm at a level of 0.1 of
the maximum intensity, a power of 1.8 W and an integrated power density of 80 mW/cm2 was used as a radiation source. In all experiments,
the radiation mode was continuous. The irradiation time varied from 5 to 30 min (irradiation doses from 24 to 144 J/cm2, respectively). Water-
solublemeso-substituted cationic pyridylporphyrinswereusedasphotosensitizers:meso-tetrakis(N-(2’-hydroxyethyl)pyridinium-4-yl)porphyrin
chloride (H2TOE4PyP) and its Zn(II) derivatives – zinc-meso-tetrakis [4-N -(2’-oxyethyl) pyridyl] porphyrin (Zn-TOE4PyP), zinc-meso-tetrakis [3-
N-butyl pyridyl] porphyrin (Zn-TBut3PyP). To assess the level of oxidative stress and the tolerance of microorganisms to it, two different methods
were used: 1) a method for determining the minimum inhibitory concentration of hydrogen peroxide, and 2) a method for determining the
activity of bacterial catalase. Results andDiscussion. The greatest sensitivity to the action of LED radiationwas demonstrated by cells of the clinical
methicillin-resistant strain S. aureus 11, activated by pyridyl porphyrins. It has been shown that when photosensitizers are used in concentrations
of 0.01–0.03 mg/ml after 30 minutes of irradiation, a decrease in the number of cells of this strain occurs by 4.8 lgCFU/ml. It has been found that
the activity of catalase in the cells of the methicillin-resistant strain S. aureus 11 is 17% lower compared to the activity of catalase in the cells of
the standard strain S. aureus 209 P. This indirectly indicates the greater sensitivity of the strain S. aureus 11 to reactive oxygen species, formed
during antimicrobial photodynamic exposure. Conclusion. It has been found that the differences in population reduction between strains range
from 1.7 to 2.3 lgCFU/ml at the maximum irradiation dose, depending on the pyridylporphyrin modification used. It has been shown that the
antibiotic-resistant strain S. aureus 11, which is highly sensitive to the action of ROS in the form of hydrogen peroxide and incapable of active
production of catalase, is most susceptible to the complex action of LED radiation (405 nm) in combination with photosensitizers in the form of
zinc- meso-tetrakis[3-N-butyl pyridyl]porphyrin (Zn-TBut3PyP).
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Введение

Появление бактерий с множественной ле-
карственной устойчивостью, в том числе таких
возбудителей внутрибольничных инфекций, как
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aueruginosa,
Acinetobacter baumannii [1, 2], вызывает необходи-
мость поиска альтернативных методов антибакте-

риального воздействия. Одним из таких методов
является антибактериальная фотодинамическая
терапия (АФДТ), основанная на подавлении роста
и последующей гибели окрашенных фотосенси-
билизаторами (ФС) бактериальных клеток при
действии оптического излучения соответствую-
щей длины волны [3, 4].
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Интерес к АФДТ как к методу лечения инфек-
ционных заболеваний значительно возрос за по-
следнее десятилетие [5–13]. Его применимость
установлена в отношении грамположительных
и грамотрицательных бактерий, грибов и простей-
ших. Хорошо развитая химия тетрапиррольных
соединений делает их универсальными старто-
выми «платформами» для создания новых типов
ФС [8, 10, 12]. Использование порфириновых
соединений и их производных для АФДТ име-
ет ряд преимуществ: 1) они растворимы в воде
и биологических жидкостях, 2) амфифильны и об-
ладают способностью к многочисленным хими-
ческим модификациям, 3) характеризуются высо-
ким квантовым выходом генерации синглетного
кислорода (более 0.70) и высоким коэффициентом
однофотонного поглощения (≈5 ·105 М−1·см−1),
4) обладают относительно низкой токсичностью
in vitro и in vivo, 5) их можно в разумные сроки
вывести из организма и быстро удалить с поверх-
ности кожи, чтобы избежать светочувствительной
реакции, 6) они имеют высокое сродство с кле-
точными компонентами, мембранами, белками
и ДНК [10–13].

В течение нескольких десятилетий произ-
водные порфирина с положительным зарядом
использовались для повышения фоточувствитель-
ности бактериальных клеток. Благодаря элек-
тростатическому взаимодействию между ФС и
мембраной бактериальной клетки возрастает ко-
личество связанных с клеткой молекул ФС, что
и обеспечивает более выраженный фотодинами-
ческий эффект [5, 8, 10–13]. Было установлено,
что заряд ФС является основным фактором,
определяющим эффективность фотосенсибилиза-
ции [12, 13]. Катионные ФС могут эффективно
взаимодействовать с отрицательно заряженны-
ми компонентами клеточной стенки, что приво-
дит к лучшей фотоинактивации по сравнению
с анионными или нейтрально заряженными со-
единениями. Число зарядов и их распределение
в макроцикле порфиринов играют важную роль
в антимикробной активности: наиболее эффек-
тивными ФС являются порфирины, содержащие
три или четыре положительных заряда в молекуле
[6, 10, 13]. При этом они могут быть использова-
ны в очень низких концентрациях (∼1 · 10−6 М).
В проведенном ранее исследовании было уста-
новлено, что концентрационный порог антимик-
робной активности катионных мезо-замещенных
пиридилпорфиринов не выше 10−8 M [14].

В настоящее время инфекции, ассоцииро-
ванные с антибиотико-резистентными штаммами

микроорганизмов, в том числе Staphylococcus
aureus, представляют наибольшую опасность при
заболеваниях ЛОР-органов и при постхирургиче-
ских осложнениях. В ряде исследований показа-
но, что имеются межштаммовые различия в чув-
ствительности клинически значимых микроорга-
низмов к повреждающему действию при АФДТ
[15–21]. Сведения о чувствительности 80 раз-
личных изолятов S. aureus к комбинированному
действию красного (624 нм) излучения и прото-
порфирина представлены в работе Grinholc c соав-
торами [15]. Близкие результаты описаны в статье
Lipovsky [16], где приводится анализ изменения
продукции эндогенных порфиринов и каротино-
идов в бактериальных клетках под действием
белого света (400–800 нм), а также их толерант-
ности к перекиси водорода. Gulías c соавторами
с использованием красного светодиодного излу-
чения (625 нм) и красителя метиленового синего
с концентрацией 31 µM [20] продемонстрирова-
ли межштаммовые различия в чувствительности
микробной флоры к АФДТ для нескольких штам-
мов Escherichia coli.

В наших предыдущих исследованиях для
двух штаммов S. aureus, различающихся своей
устойчивостью к действию антибиотиков, были
показаны различия в реакциях на фотодинамиче-
ское воздействие (ФДВ) [14, 22]. Однако, как сле-
дует из исследований, представленных в работах
[14, 22], механизм устойчивости к антибиотикам
не связан (или связан весьма опосредовано) с ме-
ханизмом устойчивости к ФДВ. В связи с этим
представляло интерес количественно изучить раз-
личия в реакциях трех штаммов S. aureus к ФДВ
с использованием достаточно хорошо изучен-
ных катионных мезо-замещенных порфириновых
соединений в качестве ФС, основываясь на пока-
зателях жизнеспособности бактериальных клеток
в результате АФДТ и оксидативного стресса в кон-
трольном эксперименте.

Материалы иметоды

Объекты исследования
Объектами исследования служили: ме-

тициллин-чувствительный музейный штамм
S. aureus 209 Р (ГИСК им. Л. А. Трасеви-
ча, г. Москва), метициллин-чувствительный
клинический штамм S. aureus 5, метициллин-
устойчивый клинический штамм S. aureus 11.
Все бактериальные штаммы выращивали при
температуре 37°С на универсальных плотных
(ГРМ-агар, г. Оболенск) и жидких (ГРМ-бульон,
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пептон основной, г. Оболенск) питательных сре-
дах. Использовали также универсальные среды,
обогащенные NaCl (5–7%) для повышения селек-
тивности роста используемых культур.

Источник и параметры оптического излучения

В качестве источника света использовали
светодиодный источник излучения с максиму-
мом спектра испускания на длине волны λ =

= 405 нм и полушириной полосы 30 нм по уровню
0.1 от максимума интенсивности, мощностью
1.8 Вт и интегральной плотностью мощности
80 мВт/см2. Во всех экспериментах режим из-
лучения был непрерывным. Время облучения
варьировали от 5 до 30 мин (дозы облучения
от 24 до 144 Дж/см2 соответственно). Площадь
пятна излучения составляла 22.5 см2, диаметр пят-
на 5.3 см, площадь одной лунки планшета для
облучения 0.8 см2, единовременно облучались
20 лунок.

Пиридилпорфирины
и их фотофизические характеристики

В качестве фотосенсибилизаторов исполь-
зовали следующие водорастворимые мезо-заме-
щенные катионные пиридилпорфирины: мезо-
тетракис(N-(2’-гидроксиэтил)пиридиний-4-ил)-
порфиринхлорид (H2TOE4PyP) и его Zn(II)
производные – цинк-мезо-тетракис [4-N-(2’-

оксиэтил)пиридил] порфирин (Zn-TOE4PyP),
цинк-мезо-тетракис [3-N-бутил пиридил] пор-
фирин (Zn-TBut3PyP) (рис. 1).

Физико-химические свойства используемых
веществ подробно охарактеризованы в преды-
дущих исследованиях [23, 24] и представлены
в табл. 1.

Постановка эксперимента

При постановке опытов использовали бак-
териальную культуру, предварительно выращен-
ную в течение 24 ч при температуре 37°С на ско-
шенном агаре. Бактериальную взвесь готовили
в стерильном фосфатно-солевом буфере (PBS) ме-
тодом серийных разведений, получая рабочую
концентрацию 103 микробных клеток (м.к.) в 1 мл.
Для обработки бактериальных клеток исполь-
зовали растворы пиридилпорфиринов (конечные
концентрации пиридилпорфиринов во взвесях со-
ставляли 0.01; 0.03; 0.07; 0.1 мкг/мл) в PBS,
время предварительной инкубации перед нача-
лом облучения составляло 15 мин. Бактериальные
суспензии в чистом PBS и в смеси с использу-
емым пиридилпорфирином в нужной концентра-
ции помещали в лунки черных полистирольных
планшетов (Greiner Bio One, Австрия). Источник
излучения размещали над планшетом на рассто-
янии 2.5 см, облучение проводили в течение 5,
10, 15 и 30 мин. Контрольные (необлученные)
и подвергнутые воздействию излучения бактери-

Рис. 1. Структурные формулы используемых пиридилпорфиринов [24]
Fig. 1. Structural formulas of the pyridyl porphyrins used [24]
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Таблица 1 / Table 1
Физико-химические характеристики мезо-замещенных пиридилпорфиринов [23, 24]

Physicochemical characteristics of meso-substituted pyridyl porphyrins [23, 24]

Вещество /
Substance

Максимум
поглощения,

λ, нм /
Absorption
maximum,

λ, nm

Коэффициент
молярной
экстинкции,
ε,М−1·см−1/

Molar
extinction
coefficient,

ε,М−1·cm−1

Время флуо-
ресценции,

τs, нс /
Fluorescence

time
τs, ns

Максимум
флуоресценции,

λ, нм /
Максимум

возбуждения, λ, нм /
Fluorescence

maximum, λ, nm /
Excitation maximum,

λ, nm

Квантовый
выход, Ф∆ /
Quantum

efficiency, Ф∆

H2TOE4PyP 423.5 1.823·105 4.3 710.0 / 424.0 0.77
Zn-TOE4PyP 439.4 1.469·105 1.5 637.0 / 440.0 0.85
Zn-TBut3PyP 429.5 1.958·105 1.3 610.0; 662.0 / 424.0 0.97

альные суспензии в объеме 20 мкл помещали
в лунки плоскодонного полистирольного план-
шета, содержащие 100 мкл 0.5% пептона для
дальнейшей инкубации.

Учет количественных показателей
жизнеспособности бактерий

Учет результатов осуществляли путем из-
мерения оптической плотности бактериальных
суспензий на планшетном фотометре iMark (Bio
Rad, США) на длине волны 660 нм через 24 ч по-
сле инкубации при 37°С по стандартной методике
[25]. Число выживших бактериальных клеток
(численность) выражали в единицах lgКОЕ/мл =

= log10n, где 10n – число клеток в 1 мл среды,
вычисленное на основании данных калибровоч-
ной кривой для каждого исследуемого штамма,
а КОЕ – колониеобразующие единицы.

Для контроля чистоты культуры и динамики
изменения численности проводили параллельный
высев из лунок планшета на чашки Петри с ГРМ-
агаром и последующим подсчетом числа КОЕ.

Оценка чувствительности бактерий
к оксидативному стрессу

Для оценки уровня оксидативного стресса
и толерантности к нему микроорганизмов в на-
стоящее время существует ряд биохимических
и молекулярно-биологических методик [15, 16].
На данном этапе исследования авторы статьи ис-
пользовали: 1) метод определения минимальной
ингибирующей концентрации пероксида водоро-
да, 2) метод определения активности бактериаль-
ной каталазы, что в комплексе позволяет оценить
чувствительность бактериальных клеток к долго-
живущим активным формам кислорода (АФК).

Минимальную ингибирующую концентра-
цию (МИК) H2O2 определяли методом двукрат-
ных последовательных разведений в модифика-
ции Lipovsky с соавторами [16], при этом для
засева использовали бактериальную суспензию
с концентрацией 107 м.к./мл.

Уровень каталазной активности в клетках
трех исследуемых штаммов определяли фотомет-
рически по методике О. В. Бухарина с соавт. [26].
Каталазную активность (отн. ед.) оценивали для
необработанных пиридилпорфиринами культур,
необлученных и обработанных излучением с дли-
ной волны 405 нм в течение 15 мин.

Статистическая обработка данных

Эксперименты проводились в пятикратной
повторности, данные обрабатывали с помощью
пакета программ Statistica base (StatSoft, США).
Достоверность отличий определяли с использова-
нием коэффициента Стьюдента. Выборки счита-
лись достоверно отличными при p < 0.05. При-
менение коэффициента Стьюдента обусловлено
принадлежностью наблюдаемых выборок нор-
мальной генеральной совокупности. Проверку
осуществляли методом Шапиро – Уилка по стан-
дартным методикам [27]. Корреляционный анализ
проводили по методу Пирсона, используя для
сравнения данные минимальной ингибирующей
концентрации пероксида водорода и процентного
содержания каталазы в клетках микроорганизмов
после 15 мин облучения.

Результаты и их обсуждение

Показано, что само светодиодное излучение
(405 нм) незначительно влияет на численность
всех исследованных штаммов. Снижение числен-
ности происходило в пределах 1 lgКОЕ/мл как для
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стандартного штамма S. aureus 209 P, так и для
двух клинических штаммов, что можно связать
с примерно одинаковым содержанием эндоген-
ных порфиринов в бактериальных клетках.

Выраженные различия между штаммами
проявлялись при использовании в качестве
ФС пиридилпорфиринов. Для S. aureus 209 P
снижение численности клеток не опускалось ни-
же значения 3.4 lgКОЕ/мл для всех исследуемых
концентраций. Облучение светом культуры в те-
чение 5 мин в присутствии порфиринов вызывало
снижение численности на 0.2–0.5 lgКОЕ/мл для
концентрации 0.01 мкг/мл и на 1.1–1.3 для кон-
центрации 0.1 мкг/мл. После облучения в течение
10–15 мин было отмечено сокращение числа кле-
ток еще на 1.3–1.5 lgКОЕ/мл для концентрации
0.01 мкг/мл и на 1.5–1.9 lgКОЕ/мл для концен-
трации 0.1 мкг/мл. Повышение экспозиции от 15
до 30 мин давало небольшое увеличение эффек-
тивности ФДВ, а именно на 0.5–0.9 lgКОЕ/мл
для H2TOE4PyP, на 1.3–1.6 lgКОЕ/мл для Zn-
TOE4PyP и на 1.3–1.7 lgКОЕ/мл для Zn-TBut3PyP
для всех концентраций.

При использовании различных концентраций
ФС установлено также, что при световых экспо-
зициях 5–15 мин для концентрации 0.03 мкг/мл
снижение численности достоверно не отлича-
лось от показателей, полученных при использо-
вании более высокой концентрации 0.1 мкг/мл;
небольшое (на 0.7 lgКОЕ/мл) снижение числен-
ности бактерий было отмечено для концентрации
0.1 мкг/мл после 30 мин воздействия (рис. 2).

Клинический штамм S. aureus 5 демонстри-
ровал сходную чувствительность к комплексному
действию излучения и пиридилпорфиринов. При
использовании H2TOE4PyP и световой экспо-
зиции от 5 до 30 мин снижение численности
происходило на 1.8–3.1 lgКОЕ/мл, при этом наи-
лучший результат снова был отмечен при ис-
пользовании концентрации ФС 0.03 мкг/мл. При
обработке клеток ФС Zn-TOE4PyP показано, что
снижение численности доходит до 2.2 lgКОЕ/мл
после 30 мин воздействия, существенно не от-
личаясь при использовании других концентраций
ФС. ФС Zn-TBut3PyP по эффективности для дан-
ного штамма превышал Zn-TOE4PyP, снижение
численности происходило на 1.5–3.8 lgКОЕ/мл
(рис. 3).

Из трех исследованных штаммов наиболее
выраженную чувствительность к ФДВ с исполь-

Рис. 2. Диаграммы численности бактерий штамма
S. aureus 209 Р при фотодинамическом воздействии; * –
наличие достоверных различий по отношению к контролю
(0 мин) при уровне значимости p < 0.05 (цвет онлайн)

Fig. 2. Diagrams of the degree of survival of bacteria strain
S. aureus 209 P under photodynamic exposure; * – presence
of reliable differences in relation to the control (0 min)

at a significance level of p < 0.05 (color online)

зованием пиридилпорфиринов демонстрировал
штамм S. aureus 11. Применение H2TOE4PyP
начиная с 10 мин облучения приводило к сокра-
щению численности бактерий на 1–2 lgКОЕ/мл
в зависимости от концентрации ФС, максималь-
ные различия в численности бактерий в зависи-
мости от этого параметра заметны после 15 мин
облучения. Для 30 мин облучения при исполь-
зовании ФС H2TOE4PyP снижение численности
не превышало 3.5 lgКОЕ/мл и имело достоверные
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различия на уровне 0.5 lgКОЕ/мл для концен-
траций 0.01 и 0.1 мкг/мл. Обработка клеток Zn-
TOE4PyP и последующее облучение в течение 10–
30 мин в случае штамма S. aureus 11 обеспечивала
сокращение численности бактериальной попу-
ляции на 3.5–4.9 lgКОЕ/мл. Использование Zn-
TBut3PyP при ФДВ не демонстрировало столь же
выраженного эффекта, однако и в этом случае про-

исходило снижение численности стафилококков
(рис. 4).

Снижение численности микроорганизмов
(S. mutans, P. aureuginosa) на 1–1.5 lgКОЕ/мл
при изменении концентрации ФС в 3 раза по-
казано для таких красителей, как метиленовый
синий и толуидиновый синий [28, 29]. Отсутствие
усиления эффективности ФДВ при увеличе-

Рис. 3. Диаграммы численности бактерий штамма
S. aureus 5 при фотодинамическом воздействии; * – на-
личие достоверных различий по отношению к контролю
(0 мин) при уровне значимости p < 0.05 (цвет онлайн)

Рис. 4. Диаграммы численности бактерий штамма
S. aureus 11 при фотодинамическом воздействии; * – на-
личие достоверных различий по отношению к контролю
(0 мин) при уровне значимости p < 0.05 (цвет онлайн)

Fig. 3. Diagrams of the degree of survival of bacteria strain
S. aureus 5 under photodynamic exposure; * – presence
of reliable differences in relation to the control (0 min)

at a significance level of p < 0.05 (color online)

Fig. 4. Diagrams of the degree of survival of bacteria strain
S. aureus 11 under photodynamic exposure; * – presence
of reliable differences in relation to the control (0 min)

at a significance level of p < 0.05 (color online)
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нии концентрации ФС может быть связано
с избыточным поглощением фотонов в силь-
но поглощающей среде и ослаблением потока
фотонов в окружении микроорганизмов. Действи-
тельно при высоких концентрациях возможно
достижение определенного порога насыщения,
когда весь объем красителя не может проник-
нуть внутрь бактериальной клетки, а избыток
ФС снаружи блокирует доступ квантов света
к внутриклеточным мишеням [30–32]. «Выгора-
ние» растворенного в среде кислорода за счет
высокой концентрации красителя при постоянном
потоке фотонов также может быть лимитирую-
щим фактором для повышения эффективности
АФДТ с ростом концентрации [33, 34]. По данным
Demidova, Hamblin [31], эффективность АФДТ
зависит от числа клеток в суспензии и возрастает
с уменьшением числа бактериальных клеток при
неизменной концентрации ФС. В данном исследо-
вании была использована рабочая концентрация
бактерий 103 м.к./мл, для которой избыток ФС по
отношению к количеству бактериальных клеток
возникает при концентрациях пиридилпорфири-
нов выше 0.03 мкг/мл.

Экспериментально доказано существование
вторичной продукции долгоживущих молекул пе-
роксида водорода в фотосенсибилизированных
клетках, где происходят преимущественно фото-
химические реакции II типа с первичной продук-
цией коротко живущих радикалов типа 1O2 [30].
Интервал между кратковременным облучением
и накоплением H2O2 зависит от дозы излучения
и при малоинтенсивном воздействии может пре-
вышать 1 час. Замедленное образование H2O2

указывает на то, что фотодинамическая реакция
запускает комплекс темновых процессов, затраги-
вающих системы, ответственные за поддержание
окислительного статуса клетки [33–35].

Следовательно, основные внутриклеточные
повреждения могут быть ассоциированы не толь-
ко со сверхбыстрым непосредственным действи-
ем синглетного кислорода, но и с образовавши-
мися в ходе ФДВ долгоживущими активными

формами кислорода (АФК), способными долгое
время сохраняться в клетке и накапливаться.

В работе Feuerstein c соавторами [36] было
продемонстрировано наличие синергического эф-
фекта от одновременного действия синего света
(450–490 нм) и пероксида водорода. Известно,
что в клетках облученных бактерий H2O2 ге-
нерируется по фотореакции I типа и, таким
образом, может служить доступным маркером для
оценки возможной устойчивости бактериальной
культуры к ФДВ. Одним из ферментов, участвую-
щих в деградации пероксида водорода в клетках
стафилококков, является бактериальная катала-
за А. Экспрессия генов данного фермента зависит
от многих факторов, включающих как видовые
особенности, так и физико-химические условия
окружающей среды, и, в том числе, возрастает
при ФДВ синего излучения [2, 29, 35–38].

Основываясь на этих фактах, была прове-
дена оценка способности бактериальных клеток
адаптироваться к окислительному стрессу, возни-
кающему при воздействии излучения (405 нм) без
участия экзогенных ФС. Первым шагом был ана-
лиз определения МИК H2O2 для каждого штамма
(табл. 2). Установлено, что наибольшей устойчи-
востью обладает клинический штамм S. aureus 5,
МИК H2O2 для которого составляла 264 µМ.
Стандартный штамм S. aureus 209 Р был в 1.5 раза
менее устойчив к действию пероксида водоро-
да, МИК для него составляла 176 µМ. Наиболее
восприимчив к действию пероксида (в 3 раза
по сравнению с S. aureus 5) был клинический
штамм S. aureus 11, определенное для него значе-
ние МИК H2O2 равнялось 88 µМ.

При изучении уровня активности каталазы
после воздействия на бактериальные суспензии
излучения в течение 15 мин также заметны
различия в реакциях трех исследованных штам-
мов. S. aureus 5 демонстрировал высокие уровни
каталазной активности – на 47% больше, чем
до облучения. В случае с S. aureus 11 значения
каталазной активности до и после облучения до-
стоверно не отличались (см. табл. 2).

Таблица 2 / Table 2
Чувствительность бактериальных клеток к оксидативному стрессу

Sensitivity of bacterial cells to oxidative stress

Штамм/
Strain

МИК H2O2, µМ /
MIC H2O2, µМ

Активность каталазы под действием 15 мин излучения, % /
Catalase activity under the influence of 15 min of radiation, %

S. aureus 209 Р 176± 8.8 115± 4.5
S. aureus 5 264± 11.9 147± 5.1
S. aureus 11 88± 3.7 98± 4.9
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Как видно из полученных данных, штамм
S. aureus 5 обладал устойчивостью к окислитель-
ным свойствам пероксида водорода благодаря ак-
тивности каталазы. Напротив, штамм S. aureus 11
обладал высокой чувствительностью к перекисно-
му окислению, и уровень каталазы в его клетках
не изменялся под действием излучения.

При оценке уровня корреляции по таким
параметрам, как чувствительность культуры к пе-
роксиду водорода и активность каталазы, коэффи-
циент Пирсона между штаммами составлял 0.98
(высокий уровень корреляции). Таким образом,
можно утверждать, что устойчивость культуры
к повреждающему действию пероксида водорода,
образующегося в результате фотодинамического
процесса с участием эндогенных фотосенсибили-
заторов, напрямую зависит от уровня активности
бактериальной каталазы.

Из рис. 6 видно, что даже при неполном сов-
падении максимумов спектров испускания све-
тодиода и поглощения довольно много фотонов
взаимодействуют с молекулам ФС, и, судя по ди-
намике снижения численности бактериальных
клеток (рис. 3–5), этого достаточно для возник-

новения фотодинамических процессов. При этом
возникает синергетический эффект от участия как
эндогенных порфиринов [39–45], так и экзоген-
ных пиридилпорфиринов, усиливая повреждаю-
щее действие излучения на клетки на 45–55%.

На предыдущих этапах работы [14, 22] было
показано, что использование ФС в концентра-
ции 0.1 мкг/мл более эффективно по сравнению
с концентрацией 0.01 мкг/мл. Но для рацио-
нализации использования метода и снижения
токсической нагрузки на макроорганизм пред-
почтительнее использовать максимально низкую
концентрацию ФС, вызывающую стойкий анти-
бактериальный эффект. Как было показано, для
всех используемых пиридилпорфиринов концен-
трация 0.03 мкг/мл является достаточной для
уничтожения бактериальных клеток на уровне 3–
4 lgКОЕ/мл. Сравнивая полученные результаты
с имеющимися в литературе [8, 10, 12, 13], можно
сделать вывод, что используемые в данной работе
концентрации ФС (0.08–1.06 µМ) на 1–3 поряд-
ка ниже, чем представленные в исследованиях
других авторов, но при этом обеспечивают выра-
женный фотодинамический эффект.

Рис. 6. Спектр излучения светодиодного источника света со средней длиной волны 405 нм и шириной полосы 30 нм
по уровню 0.1; спектры поглощения исследуемых пиридилпорфиринов с указанием длин волн центров полос поглощения

(цвет онлайн)
Fig. 6. Emission spectrum of an LED light source with an average wavelength of 405 nm and a bandwidth of 30 nm at level 0.1;
absorption spectra of the studied pyridyl porphyrins, indicating the wavelengths of the centers of absorption bands (color online)
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Более тонкие различия в чувствительности
штаммов к комбинированному действию пи-
ридилпорфиринов и светодиодного излучения
(405 нм), по всей видимости, зависят от строе-
ния молекулы используемого пиридилпорфирина
и индивидуальных особенностей клеток конкрет-
ного штамма.

Как видно из табл. 1, значения квантового
выхода образования синглетного кислорода у Zn-
производных Zn-TOE4PyP и Zn-TBut3PyP (0.85–
0.97) значительно выше, чем у исходного порфи-
рина H2TOE4PyP (0.77), что связано с увеличени-
ем эффективности внутримолекулярной конвер-
сии при включении атома металла в макроцикл.
При этом значение константы скорости тушения
в возбужденных триплетных состояниях выше
для Zn-TBut3PyP (1.958·105 М−1·см−1) по сравне-
нию с Zn-TOE4PyP (1.469·105 М−1·см−1). Таким
образом, усиление антибактериальных свойств
используемых порфиринов под действием све-
тодиодного излучения (405 нм) растет в ря-
ду H2TOE4PyP > Zn-TOE4PyP > Zn-TBut3PyP,
что соотносится с предыдущими исследованиями
[14, 22].

Наибольший интерес представляют впервые
полученные в этом исследовании сведения от-
носительно различий в чувствительности трех
штаммов золотистого стафилококка к ФДВ с ис-
пользованием пиридилпорфиринов и светодиод-
ного излучения (405 нм). При этом показаны
не только различия в выживаемости (наиболее
чувствительным был метициллин-резистентный
S. aureus 11), но и в способности сопротивлять-
ся оксидативному стрессу (где S. aureus 11 также
имел наименьшие показатели).

Заключение

Фотодинамическая терапия является обла-
стью междисциплинарных исследований, ее эф-
фективность доказана для широкого и разнообраз-
ного спектра заболеваний, включая заживление
хронических и острых ран, гнойных абсцессов
и постхирургических осложнений [3, 9], в том чис-
ле при имплантировании различных устройств
[45, 46]. При этом может быть использовано
как лазерное излучение, так и светодиодные
технологии, а также устройства, излучающие ши-
рокополосный видимый свет [5, 7, 12, 22, 42].

В настоящей работе были получены дан-
ные об эффективности пиридилпорфириновых
соединений для АФДТ с использованием низко-
интенсивного светодиодного излучения (405 нм,
80 мВт/см2, 24–144 Дж/см2) в отношении трех

штаммов S. aureus. Установлено, что различия
в снижении численности между штаммами со-
ставляют от 1.7 до 2.3 lgКОЕ/мл при максималь-
ной дозе облучения в зависимости от исполь-
зуемой модификации пиридилпорфирина. По-
казано, что антибиотико-резистентный штамм
S. aureus 11, обладающий высокой чувствительно-
стью к действию АФК в виде пероксида водорода
и не способный к активной продукции катала-
зы, был наиболее восприимчив к комплексному
действию светодиодного излучения (405 нм) в со-
четании с ФС в виде цинк-мезо-тетракис[3-N-
бутил пиридил]порфирина (Zn-TBut3PyP).
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