
ФОТОБІОЛОГІЯ 
ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ФОТОМЕДИЦИНА

84

PHOTOBIOLOGY 
AND EXPERIMENTAL PHOTOMEDICINE

ФОТОБІОЛОГІЯ ТА ФОТОМЕДИЦИНА, 1 ‘2011

Введение
Рост устойчивости к антибиотикам возбудите-

лей нозокомиальных инфекций — одна из наибо-
лее серьезных проблем современной медицины. 
От 25% до 30% всех госпитализированных боль-
ных получают антибиотики, и при этом по край-
ней мере половине из них неверно подбирается 
схема лечения или препарат [3, 4, 5].

В настоящее время очевидны опасность пас-
сивного отношения к возникновению и распро-
странению антибиотикорезистентности и важ-
ность борьбы с этим процессом. При этом речь 
идет не столько о быстрейшем внедрении в прак-
тику новых антимикробных препаратов, сколько 
о раннем выявлении неблагоприятных тенденций 
и разработке мер, направленных на снижение 
устойчивости к антибиотикам, а также на поиск 
альтернативных подходов к инактивации болез-
нетворных микроорганизмов [3, 5]. 

Фотодинамическая терапия (ФДТ) в последнее 
время привлекает пристальное внимание исследо-
вателей вследствие ее высокой эффективности. Ан-

тимикробная ФДТ характеризуется широким спек-
тром действия и, в отличие от антибиотиков, прак-
тически полным отсутствием побочных эффектов 
и неспособностью микроорганизмов вырабатывать 
устойчивость к данному фактору. Ее суть заключа-
ется в избирательной окислительной деструкции 
патогенных микроорганизмов при одновременном 
воздействии фотосенсибилизатора (красителя) и 
оптического излучения с соответствующей длиной 
волны. Находясь в возбужденном состоянии, моле-
кулы фотосенсибилизатора генерируют активные 
формы кислорода (синглетный кислород), индуци-
рующие повреждение различных клеточных струк-
тур и гибель микробных клеток [1, 2, 6, 7].

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение антибиотикограммы госпитальных штаммов 
Klebsiella pneumonia и возможности их инактива-
ции с помощью фотодинамического воздействия.

Материал и методы исследования
В качестве фотосенсибилизатора использо-

вался раствор метиленовой сини. Спектр погло-
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щения 0,01% метиленовой сини исследовали на 
спектрофотометре Acta-C-III фирмы Beckman 
(США). На рис. 1 представлен график зависимо-
сти оптической плотности поглощающего рас-
твора от длины волны излучения. Установлено, 
что спектр поглощения метиленовой сини имеет 
максимум в области длин волн от 500 до 700 нм. 

Для проведения ФДТ использовалась светоди-
одная установка ФДУ-1 с площадью излучателя 
5 см2, имеющая специальную насадку, позволяю-

щую сфокусировать излучение на площади 2 см2. 
Спектр излучения установки имеет максимум в об-
ласти длин волн 600-660 нм (рис. 2). Мощность из-
лучения 5 Вт, плотность мощности – 200 мВт/см2.

Изучено 63 штамма K. pneumoniae, изолиро-
ванных из патологического материала (отделяе-
мое ран, дренажей, трахеи; пунктаты и промывные 
воды бронхов) больных хирургического стациона-
ра с различными гнойно-воспалительными про-
цессами. Видовую принадлежность выделенных 
штаммов определяли с помощью диагностических 
наборов «Микро-Ла-Тест» (Pliva-Lachema, Чехия). 
Для тестирования -лактамаз расширенного спек-
тра (БЛРС) использовали метод «двойных дисков» 
[4]. Чувствительность к антибиотикам определяли 
диско-диффузионным методом с помощью стан-
дартных коммерческих дисков (HiMedia, Индия).

Изучение фотодинамической инактивации 
клебсиелл выполняли in vitro на плотной среде. 
При этом в качестве фотосенсибилизатора ис-

пользовали растворы метиленовой сини с кон-
центрацией 0,001%, 0,005%, 0,01% и 0,05%. Ис-
следование выполняли следующим образом: на 
чашку с питательным агаром засевали газоном 
суточную тест-культуру K. pneumoniae, затем на 
поверхность газона помещали каплю раствора 
метиленовой сини; после 10-минутной экспози-
ции зону контакта микроорганизмов и метиле-
новой сини облучали красным светом в течение 
1, 5 или 10 мин. Расстояние от излучателя до по-
верхности питательной среды составляло 2,5 см. 
Затем посевы помещали в термостат при 37°С на 
18-24 часа. Учет результатов выполняли путем 
определения наличия или отсутствия микробно-
го роста в зоне облучения тест-штамма.

Результаты и обсуждение
Из 63 штаммов K. pneumoniae наибольшее 

количество культур (53,1%) выделено в период 
с января по апрель, пик высеваемости наблюдал-
ся в марте (37,5%). Чаще всего (56,3% случаев) 
этот микроорганизм обнаруживался у больных 
отделения реанимации и интенсивной терапии. 
При этом в 44,4% случаев он был изолирован из 
ран, в 27,8% – из отделяемого трахеи, в осталь-
ных случаях – из других видов материала.

Анализ антибиотикограмм показал, что вы-
деленные штаммы K. pneumoniae обладали очень 
высокой резистентностью к антибиотикам. Так, 
например, их устойчивость к защищенным пени-
циллинам - амоксициллину/клавуланату (амокси-
клав) и ампициллину/сульбактаму (уназин) - со-
ставила 100%. Резистентность к цефалоспоринам 
распределилась так: 21,1% штаммов было устой-
чиво к цефоперазону/сульбактаму (сульперазон), 
62,1% - к цефуроксиму, 71,1% - к цефтазидиму, 
86,8% - к цефтриаксону, 89,5% - к цефотаксиму, 
по 91,1% - к цефазолину и цефоперазону. Вы-
сокую резистентность штаммы K. pneumoniae 
демонстрировали также к фторхинолонам: к оф-
локсацину - 73,3% культур, к ципрофлоксаци-
ну - 70,0%. В отличие от гентамицина (81,6% 
резистентных штаммов), другой аминогликозид - 
амикацин - был неактивным только в отношении 
30,0% штаммов.

Во многом полирезистентность госпитальных 
штаммов K. pneumoniae определяется продукци-
ей ими БЛРС [3, 4]. Из 63 штаммов K. pneumoniae 
БЛРС продуцировали 57 (90,5%), а БЛРС-
негативными оказались лишь 6 (9,5%) штаммов. 

При изучении фотодинамической инактивации 
штаммов K. pneumoniae на первом этапе исследова-
лись антимикробные свойства по отдельности толь-
ко излучения и только растворов  метиленовой сини. 

Рис. 1. Спектр поглощения метиленовой сини

Рис. 2. Спектр излучения установки ФДУ-1
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При этом установлено полное отсутствие с их сторо-
ны антимикробной активности в отношении изучен-
ных штаммов K. pneumoniae, тогда как комбиниро-

ванное воздействие обоих факторов было эффектив-
ным. Полученные результаты представлены в табл. 1.

Как видно из этой таблицы, антимикробная 
активность ФДТ прямо зависела как от концен-
трации метиленовой сини, так и от длительно-
сти облучения. Наиболее выраженный эффект 
наблюдался при использовании 0,05% раствора 
метиленовой сини. Если при продолжительности 
облучения 1 мин еще регистрировался слабый 
разреженный рост колоний, то при больших экс-
позициях (3-10 мин.), микробный рост в зоне об-
лучения полностью отсутствовал.

Выводы
Представленные данные свидетельствуют о 

су ще ственной ограниченности возможностей 
антибио тикотерапии гнойно-воспалительных про-
цессов, вызванных госпитальными штаммами K. 
pneumo niae, что и обусловило целесообразность 
изучения возможностей ФДТ в данной ситуации. 
Антимикробная ФДТ характеризуется выраженной 
инги бирующей активностью в отношении полире-
зистентных штаммов K. pneumoniae, что свидетель-
ствует о перспективности ее применения для лече-
ния внутрибольничных гнойно-воспалительных 
процессов.

Таблица 1
Результаты фотодинамического воздействия на 

культуры K. рneumoniae
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Концентрация раствора МС, %

0,001 0,005 0,01 0,05

1 8 ++++ ++ + +
3 8 ++++ ++ 0 0
5 8 +++ + 0 0
10 8 ++ 0 0 0
Контроль 
(без 
облучения)

8 ++++ ++++ ++++ ++++

Условные обозначения: +, ++, +++, ++++  - интенсив-
ность микробного роста; 0 – отсутствие микробного роста.
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Вивчено антибіотикограми 63 штамів госпітальних штамів Klebsiella pneumoniae і можливість їх 
інактивації за допомогою фотодинамічної дії. В якості фотосенсибілізатора використовували розчини 
метиленового синього в концентраціях 0,001%, 0,005%, 0,01% і 0,05%; джерелом червоного світлового 
випромінювання служила установка ФДУ-1 (спектральний діапазон 600-660 нм, потужність 5 Вт, 
щільність потужності - 250 -500 мВт/см2). Встановлено, що антимікробна активність фотодинамічної 
терапії залежить як від концентрації метиленового синього, так і від експозиції опромінення. Найбільш ви-
ражений ефект був при використанні 0,05% розчину метиленового синього та експозиції 3-10 хв. Таким чи-
ном, антимікробна фотодинамічна терапія характеризується вираженою інгібіруючою активністю щодо 
полірезистентних штамів K. pneumoniae, що свідчить про перспективність її застосування для лікування 
внутрішньолікарняних гнійно-запальних процесів. 

Ключові слова: фотодинамічна терапія, Klebsiella pneumoniae, полірезистентні штами
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Hospital strains of Klebsiella pneumoniae (n=63) were investigated on inactivation possibility with photody-
namic therapy (PDT). As photosensitiser was used methylene blue (MB) in concentrations 0,001%, 0,005%, 0,01% 
and 0,05%. Red light with spectral characteristic 600-660 nm, power 5W, power density 250-500 mW/sm2 was 
generated by FDU-1 apparatus. It was established that antimicrobial activity of PDT for bacteria depend on MB 
concentration and light exposition. Most dominate effect was occurred in 0,05% concentration MB and light exposi-
tion 3-5 minutes. Thereby antimicrobial activity of PDT characterized domination inhibition for polyresistant strains 
K. pneumoniae, wich show prespectivity for treatment of patient with pyo-infl ammatory diseases.

Keywords: photodynamic therapy, Klebsiella pneumoniae, polyresistant strain


