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Вступ
Фотодинамічна інактивація (ФДІА) антибіо-

тикорезистентних штамів патогенних мікроорга-
нізмів - один з перспективних методів боротьби з 
інфекційними патологіями, що грунтується на ан-
тимікробній дії реактивних форм кисню: синглет-
ного кисню і вільних радикалів, які утворюються 
при окисленні фотосенсибілізатора у присутності 
світла [7, 8, 15]. 

Синглетний кисень і вільні радикали діють на 
різні мішені у мікробній клітині, пошкоджуючи її 
структури та метаболічні шляхи [6]. Так, під впли-
вом реактивних форм кисню з клітин грампозитив-
них і грамнегативних бактерій зникають плазміди 
й руйнуються одно- і дволанцюгові ДНК, особливо 
залишки гуаніну. Однак, ці ушкодження не вважа-
ються головною причиною загибелі бактеріальної 
клітини, бо ДНК можуть відновлюватися її репара-
тивними системами. Більшість фотосенсибілізато-
рів (ФС) мають ліпофільні властивості, тому вони, 
зазвичай, акумулюються на подвійному ліпідному 
шарi клітинних мембран. Отже, іншою мішенню 
дії реактивних форм кисню є цитоплазматична 
мембрана: її пошкодження призводить до вито-
ку клітинного вмісту або інактивації мембранних 
транспортних систем, порушень синтезу клітинної 
стінки, до появи мультиламелярної структури по-

близу септи при поділі клітини, і до втрати кліти-
ною іонів калію [4, 12, 14].

Через структурні відмінності у будові зовніш-
ньої клітинної стінки грампозитивних і грамнега-
тивних бактерій, природно, існують розбіжності 
в ефективності дії на них різних ФС. Клітинна 
стінка грампозитивних бактерій має товщину 40-
80 нм і містить до 100 шарів пептидоглікану, од-
нак вона не є ефективним бар’єром для проник-
нення токсичних сполук.

Навпаки, зовнішні оболонки грамнегативних 
бактерій з подвійним мембранним покриттям, 
які містять тільки 3 нм пептидогліканового шару, 
можуть перешкоджати дифузії ФС; це особливо 
стосується негативно заряджених та нейтральних 
речовин [5]. Тому розроблені методики подолан-
ня цього бар’єру - обробка клітин ЕДТА або по-
ліміксином B, що роблять зовнішню стінку бак-
терій більш проникною і дозволяють ФС накопи-
чуватися на цитоплазматичній мембрані [10, 13]. 
Оптимальним підбором ФС (хімічний склад, кон-
центрація) і режимів опромінення (довжина хви-
лі, потужність) можна досягти значної інактивації 
(на 4-8 lg) грамнегативних бактерій Pseudomonas 
aeruginosa та Escherichia coli [11]. 

При гнійних ранових і післяопераційних 
полімікробних інфекціях часто виділяються 
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Staphylococcus aureus та Pseudomonas aeruginosa 
у поєднанні, і за певних умов вони можуть прояв-
ляти синергічний ефект [9]. Пiдчас фотодинаміч-
ної терапії таких патологій потрібно враховувати 
відмінності у динаміці ФДІА цих бактерій. 

Мета роботи - порівняння ефективності 
ФДІА грампозитивних бактерій Staphylococcus 
aureus та грамнегативних бактерій Pseudomonas 
aeruginosa in vitro лазерним випромінюванням 
з довжиною хвилі 660 нм й ФС метиленовим 
синім в залежності від щільності енергії ви-
промінювання та концентрації ФС. При цьому 
використанi данi по ФДІА грампозитивних бак-
терій Staphylococcus aureus, отриманi авторами 
ранiше [2]; дослiди з грамнегативними бактері-
ями Pseudomonas aeruginosa проведенi знову за 
аналогiчною методикою.

Матеріали та методи.
Об’єктом дослідження був музейний штам 

Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853. Бакте-
рії культивували на щільному середовищі Water 
Plate Count Agar (Oxoid) упродовж доби за 37оС. 
Робочу суспензію клітин густиною 0,4-0,6 оди-
ниць McF (Денсиламетер ІІ, Erba Lachema, Чехія) 
готували у фізіологічному розчині або фосфатно-
му буфері (рН 7,0). 

Як ФС використовували розчин метиленово-
го синього з вихідною концентрацією 400 мкг/
мл. Для його приготування фарбник розчиняли у 
стерильній дистильованій воді та стерилізували 
фільтруванням через мембранний фільтр 0,2 мкм 
(Parker-Domnick Hunter, США).

ФДІА бактеріальних клітин здійснювали в од-
норазових стерильних чашках Петрі діаметром 
30 мм червоним випромінюванням напівпро-
відникового лазера «Ліка» («Фотоніка-плюс», 
м. Черкаси) з довжиною хвилі 660 нм, дiючи 
свiтлом на суспензії упродовж 10, 20 та 30 хви-

лин. При щільності потужності випромінювання 
25 мВт/см2 цi експозиції давали щільність енергії 
(дози) 15,3; 30,6 та 46 Дж/см2, відповідно.

Експерименти проводили за схемою [3], мо-
дифікованою нами. Суспензія, що опромінювала-
ся, містила 109-1010 колонієутворюючих одиниць 
(КУО)/мл та вiд 0,2 до 40 мкг/мл метиленового 
синього. Показник КУО/мл визначали методом 
10-кратних розведень з висівом 0,2 мл крайнього 
розведення газоном на поверхню чашки Петрі з 
середовищем Water Plate Count Agar (Oxoid). Куль-
тури інкубували за 37оС, результати ФДІА врахо-
вували через 24-48 годин. Контрольними були 
наступні зразки: контроль 1 - суспензія клітин у 
фізіологічному розчині без фотосенсибілізатора і 
без опромінення; контроль 2 – суспензія клітин у 
фізіологічному розчині без фотосенсибілізатора, 
але з опроміненням; контроль 3 - суспензія клітин 
у фізіологічному розчині з фотосенсибілізатором, 
але без опромінення. Данi експериментiв наводили 
у вигляді десяткового логарифма показника вижи-
вання. Частку клітин, що вижили, розраховували 
по відношенню N

t 
/N

0
, де N

t
 – число бактерій, що 

вижили, а N
0
 – початкова кількість бактерій, що 

містилася в суспензії [1]. 
Електронно-мікроскопічні дослідження про-

водили за допомогою трансмісійного електро-
нного мікроскопа JEM 1400 (Jeol, Японія) при 
напрузі 80 кВ та інструментальному збільшен-
ні 600-10000. Використовували мідні сіточки 
(Sigma, США) з плівкою-підкладкою з формвара 
(Serva, Німеччина).

Результати та їх обговорення
Данi про виживання Pseudomonas aeruginosa 

АТСС 27853 in vitro після ФДІА за концентрації 
ФС метиленового синього 6-40 мкг/мл і щiльностi 
енергії опромінення червоним світлом 0-46 Дж/см2 
наведенi на рис. 1. Як видно, концентрація фарбни-

Рис. 1. Виживання Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 після ФДІА з рiзними 

концентрацiями ФС та щiльностями дози черво-
ного лазерного випромiнювання

Рис. 2. Залежність виживання Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853 пiсля ФДIА від концен-
трації метиленового синього за щiльностю дози 

опромінення 30,6 Дж/см2
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ка у діапазоні 6-20 мкг/мл суттєво не впливала на 
ефективність ФДІА клітин Pseudomonas aeruginosa 
АТСС 27853. Виживання клітин залежало тільки від 
дози опромінення. Так, при дозі 15,3 Дж/см2 кіль-
кість живих клітин зменшувалося на 0,36-0,67 по-
рядки, при 30,6 Дж/см2 – на 1,8-1,9 порядки, а при 
46 Дж/см2 залишалася такою ж, як і при 30,6 Дж/
см2. Збільшення концентрації метиленового си-
нього до 40 мкг/мл значно покращувало результат 
ФДІА псевдомонади: при дозі опро-
мінення 15,3 Дж/см2 кількість живих 
клітин зменшувалася на 1,4 порядки, а 
при 30,6 Дж/см2 – більш як на 3 порядки. 
Збільшення дози опромінення до 46 Дж/
см2 до покращення результату не при-
зводило. Тому, оптимальною для ФДІА 
Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 
можна вважати дозу 30,6 Дж/см2 за кон-
центрації метиленового синього 40 мкг/
мл. 

Доцільність використання ФС ме-
тиленового синього у концентрації не 
нижче 40 мкг/мл підтверджено також 
результатами, наведеними на рис. 2. 
Як видно на ньому, збільшення кон-
центрації фарбника з 20 до 40 мкг/мл 
покращувало ефективність ФДІА у 
1,75 рази.

Ми порівняли фотодинаміч-
ний вплив метиленового синього 
та опромінення з щiльностю дози 
30,6 Дж/см2 на грамнегативні бак-
терії Pseudomonas aeruginosa АТСС 
27853 з грампозитивними штамами 
Staphylococcus aureus АТСС 6538 (му-
зейний), Staphylococcus аureus 48011 
(виділений від хворого на лейкемію 
мієлоїдного походження в ДУ «Ін-
ститут гематології та трансфузіології 

АМН України») за аналогiчними умовами ФДІА 
in vitro. Як видно з рис. 3, грампозитивні бактерії 
інактивувалися значно ефективніше, ніж грамне-
гативні. Так, кількість життєздатних клітин ста-
філококу за концентрації метиленового синього 
6-10 мкг/мл зменшувалася на 4,86-5,6 порядки, 
а псевдомонасу навіть в присутності 40 мкг/мл 
фарбника - тільки на 3,14 порядка. Тобто ефек-
тивність ФДІА грамнегативних бактерій була 

Рис. 3. Виживання бактерій Staphylococcus aureus та 
Pseudomonas aeruginosa після ФДІА з щiльностю дози 

опромiнення та різними концентраціями ФС

Рис. 4. Виживання бактерій Staphylococcus aureus 
та Pseudomonas aeruginosa після ФДІА з концентрацією 
ФС 20 мкг/мл та різними щiльностями дози червоного 

лазерного випромiнювання

Рис. 5. Електронна мікроскопія клітин Staphylococcus 
aureus та Pseudomonas aeruginosa у суспензії з 10 мкг/
мл ФС метиленового синього до і після лазерного опро-
мінення з щiльностю дози 30,6 Дж/см2: 1 - Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853 до опромінення; 2, 3 – після; 4 - 

Staphylococcus aureus АТСС 6538 до опромінення; 5 – після; 
6 - Staphylococcus aureus 48011 до опромінення; 7-9 – після.
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приблизно в 100 разів менша при використанні у 
4 рази більш концентрованого ФС.

При постійній концентрації метиленового 
синього 20 мкг/мл збільшення щiльностi дози 
опромінення з 15,3 до 30,6 Дж/см2 покращувало 
ефективність інактивації клітин як грампозитив-
них, так і грамнегативних бактерій (рис. 4). Так, 
виживання Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 
зменшувалося на 1,12 lg; Staphylococcus aureus 
АТСС 6538 – на 1,69 lg; Staphylococcus аureus 
48011 – майже на 2 lg. Подальше збільшення дози 
опромінення до 46 Дж/см2 результат суттєво не 
покращувало: виживання зменшувалося на 0; 0,3 
і 0,6 lg відповідно.

Було проведено електронно-мікроскопічне до-
слідження бактеріальних клітин, підданих ФДІА 
з метиленовим синім. Результати електронної 
мікроскопії клітин Staphylococcus aureus АТСС 
6538, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 та 
Staphylococcus aureus 48011 до і після ФДІА на-
ведено на рис. 5.

Слід зазначити, що метиленовий синій без дії 
опромінення, а також опромінення за відсутності 
фотосенсибілізатора суттєво не впливали на кіль-
кість живих клітин у суспензії, тобто контролі 2 і 
3 відповідали контролю 1. В різних дослідах спо-

стерігалися незначні коливання КУО/мл, які не 
перевищували 0,5 порядка.

Як видно з електронограм, після лазерного опро-
мінення у присутності 10 мкг/мл ФС спостерігалося 
пошкодження клітинної стінки, виток вмісту клітин 
у навколишнє середовище та утворення волокнис-
тих структур (можливо, білкового походження). Ці 
результати наших електронно-мікроскопічних до-
сліджень, проведених на Staphylococcus aureus та 
Pseudomonas aeruginosa, підтверджують дані Nitzan 
Y. [12], отримані на Escherichia coli.

Висновки
Таким чином, встановлено, що чутливість клі-

тин грамнегативної бактерії Pseudomonas aeruginosa 
АТСС 27853 до ФДIА in vitro з використанням ме-
тиленового синього є суттєво нижчою, ніж у штамів 
грампозитивного Staphylococcus aureus. Якщо за 
щiльностi дози опромінення 30,6 Дж/см2 і концен-
трації ФС 6-10 мкг/мл клітини стафілококу інак-
тивувалися на 4,96-5,6 порядків, то за цієї ж дози і 
концентрації ФС 40 мкг/мл гинуло тільки 3,14 по-
рядка клітин псевдомонади. ФДIА призводила до 
пошкодження клітинної стінки як грампозитивних, 
так і грамнегативних бактерій з виходом клітинного 
вмісту назовні та утворенням волокнистих структур. 
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БАКТЕРИЙ IN VITRO С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРА 
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Проведено сравнение опосредованного фотосенсибилизатором метиленовым синим фото-
динамического действия лазерного излучения с длиной волны 660 нм на грамположительные и 
грамотрицательные бактерии. Показано, что при плотности дозы энергии облучения 30,6 Дж/см2 
максимальная (≈ 5 lg) величина фотоинактивации клеток Staphylococcus aureus достигается при 
концентрации метиленового синего 6-10 мкг/мл, а Pseudomonas aeruginosa (≈ 3 lg) - при 40 мкг/мл. 
При помощи электронной микроскопии обнаружено повреждение клеточной стенки после фотои-
нактивации как у грамположительных, так и у грамотрицательных бактерий с выходом клеточного 
содержимого и образованием волокнистых структур. 

Ключевые слова: фотосенсибилизатор метиленовый синий, лазерное излучение, фотоинактива-
ция, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

PHOTODYNAMIC INACTIVATION ОF GRAM-POSITIVE AND GRAM-NEGATIVE BACTERIA 
IN VITRO WITH PHOTOSENSITIZER METHYLENE BLUE
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The photodynamic effect of laser radiation (wave length of 660 nm), mediated by the photosensitizer methylene 
blue, on gram-positive and gram-negative bacteria was compared. It was shown that the radiation energy dose 
density of 30.6 J/сm2 reduced the number of live Staphylococcus aureus cells maximally (by ≈ 5 lg) under the 
stain concentration 6-10 μg /ml. The Pseudomonas aeruginosa cells were reduced by only ≈ 3 lg under the stain 
concentration 40 μg /ml. The electron microscopy investigation revealed cell wall damage in both gram-positive 
and gram-negative bacteria with a cell content release and fi brillary structures formation.

Keywords: photosensitizer methylene blue, laser radiation, photoinactivation, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa.
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