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Аннотация
Введение. Изучение антибактериального эффекта фотодинамической терапии (ФДТ) в отношении ве-
дущих возбудителей хронического остеомиелита — одно из перспективных направлений на сегодняш-
ний день.
Цель работы — оценить антибактериальный эффект в отношении штаммов Staphylococcus aureus 
и Pseudomonas aeruginosa при использовании лазера АЛОД-01 в присутствии фотодитазина.
Материалы и методы. Объект исследования — суточные музейные культуры грамположительных 
и грамотрицательных микроорганизмов, принадлежащих к двум таксонам: Staphylococcus aureus 
(№ 25923), Pseudomonas aeruginosa (№ 27853). Антибактериальный эффект после воздействия лазером 
в присутствии фотодитазина на микробные клетки исследуемых культур оценивали по отсутствию ро-
ста микроорганизмов в зоне действия пучка.
Результаты. При воздействии лазером совместно с фотодитазином (концентрация 0,5–1,0 мг/мл) 
на S. aureus в течение двух минут при 200–300 Дж в зоне действия пучка наблюдали бактерицидный 
эффект. Отсутствие роста бактерий на всей поверхности чашки Петри было достигнуто при световом 
воздействии в 400 Дж в течение 5 мин. и концентрацией фотодитазина — 1,0 мг/мл. Воздействие ла-
зера в течение 2 мин. в присутствии фотодитазина в концентрации 0,5 мг/мл и 1 мг/мл не оказывало 
антибактериального эффекта в отношении штаммов P. aeruginosa. На чашке наблюдали сплошной рост 
микроорганизмов. Увеличение световой дозы и времени воздействия способствовало снижению роста 
микробных клеток. Бактерицидный эффект получен только по центру чашки при обработке бактери-
альной суспензии фотодитазином в концентрации 5 мг/мл.
Обсуждение. Эффективность ФДТ зависит от вида микроорганизма, анатомического местоположе-
ния очага инфекции, а также свойств фотосенсибилизатора и используемого лазера. В зависимости 
от строения клеточной стенки наблюдается различная восприимчивость бактерий к фотодинамиче-
ским эффектам.
Заключение. Штаммы S. aureus могут быть успешно фотоинактивированы с применением фотоди-
тазина. Для штаммов P. aeruginosa не удалось найти режим, при котором рост микробных клеток от-
сутствовал на всей чашке. Фотодинамическая реакция возникает только при действии адекватных доз 
световой энергии на фотосенсибилизаторы в присутствии кислорода в среде, при этом фотодинамиче-
ское повреждение носит локальный характер, и бактерицидный эффект лимитируется зоной светового 
воздействия.
Ключевые слова: фотодинамическая терапия, фотодитазин, хронический остеомиелит, бактерицид-
ный эффект
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Abstract
Introduction The study of the antibacterial effect of photodynamic therapy against the leading pathogens 
of chronic osteomyelitis is one of the promising directions today.
Purpose of the work was to evaluate the antibacterial effect against the strains of Staphylococcus aureus 
and Pseudomonas aeruginosa with the ALOD-01 laser system in the presence of photodithazine.
Materials and methods The object of the study was 24-hour archival cultures of gram-positive 
and  gram-negative microorganisms belonging to two taxa: Staphylococcus aureus (25923), Pseudomonas 
aeruginosa (27853). The  antibacterial effect after the exposure to laser radiation in the presence 
of photodithazine on the microbial cells of the studied cultures was assessed by the absence of microorganism 
growth in the area of the light beam.
Results Laser exposure in combination with photodithazine (concentration 0.5–1.0 mg/ml) on S. aureus 
for two minutes at 200–300 J achieved a bactericidal effect in the beam area. A bactericidal effect on the entire 
surface of  the  Petri dish was achieved with light exposure of 400 J for 5 minutes and a photodithazine 
concentration of 1.0 mg/ml. Laser exposure for 2 minutes in the presence of photodithazine at a concentration 
of 0.5 mg/ml and 1 mg/ml did not have an antibacterial effect on P. aeruginosa strains. Continuous growth 
of  microorganisms was observed on the dish. Increasing the light dose and exposure time contributed 
to a decrease in the growth of microbial cells. A bactericidal effect was obtained only in the center of the dish 
in treating the bacterial suspension with photodithazine at a concentration of 5 mg/ml.
Discussion The effectiveness of PDT depends on the type of microorganisms, the anatomical location 
of  the  infection site, as well as the properties of the photosensitizer and the laser used. Depending 
on the structure of the cell wall, different susceptibility of bacteria to photodynamic effects is observed.
Conclusion S. aureus strains can be successfully photoinactivated using photodithazine. For P. aeruginosa 
strains, it was not possible to find a regime in which microbial cell growth was absent throughout the dish. 
The photodynamic reaction occurs only when adequate doses of light energy act on the photosentisizer 
in the presence of oxygen in the medium, while the photodynamic damage is local and the bactericidal effect 
is limited by the zone of light exposure.
Keywords: photodynamic therapy, photodithazine, chronic osteomyelitis, antimicrobial effect
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ВВЕДЕНИЕ

Общепризнанным методом лечения хронического остеомиелита является хирургический. Тем не ме-
нее, по данным ряда авторов, неудовлетворительные результаты при лечении пациентов с костно-
суставной патологией, осложненной гнойной инфекцией, наблюдаются у 25–30 % больных, рецидивы 
заболевания встречаются в 25–68 % случаев [1–4].

Большую роль в развитии хронического остеомиелита играет бактериальная инфекция. При поступле-
нии в стационар из ран больных хроническим остеомиелитом наиболее часто выделяют грамположи-
тельные микроорганизмы, в основном, Staphylococcus aureus. Присоединение госпитальной микрофло-
ры (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniaе и др.) в процессе лечения усугубляет 
течение патологического процесса [4]. С помощью стандартной антибактериальной терапии не всегда 
удается добиться полной элиминации возбудителя из очага. В связи с чем продолжается поиск новых 
методов и средств, позволяющих добиться положительных результатов в лечении данной категории 
пациентов.

В настоящее время в клинической практике широко используют метод фотодинамической тера-
пии  (ФДТ), основанный на применении фотосенсибилизаторов (ФС) и низкочастотного лазерного 
излучения [5–8]. В микробных клетках происходит образование синглетного кислорода и свободных 
радикалов, оказывающих на них токсическое воздействие [6]. Метод относится к малоинвазивным 
и  нетоксичным в отношении здоровых клеток, что позволяет применять его в различных областях 
медицины: онкологии, гинекологии, отоларингологии и др. [9–22].

Так как наиболее частыми представителями микрофлоры ран больных хроническим остеомиелитом 
на сегодняшний день являются S. aureus и P. aeruginosa, изучение возможностей применения ФДТ в ка-
честве альтернативного метода стандартной антибиотикотерапии при лечении данной категории па-
циентов можно считать актуальным.

Цель работы — оценить антибактериальный эффект в отношении штаммов Staphylococcus aureus 
и Pseudomonas aeruginosa при использовании лазера АЛОД-01 в присутствии фотодитазина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования послужили суточные музейные культуры грамположительных и гра-
мотрицательных микроорганизмов, принадлежащих к двум таксонам: Staphylococcus aureus (№ 25923), 
Pseudomonas aeruginosa (№ 27853).

Эксперимент проходил в два этапа. На первом оценивали влияние облучения светом с помощью ла-
зерной установки АЛОД-01 («АЛКОМ медика», Россия) (длина волны (λ) 660 нм, выходная мощность 
до 3Вт) на жизнеспособность микробных клеток в отсутствии препарата. Для этого на поверхность 
питательного агара (Агар Мюллера – Хинтона) в чашках Петри, засеянного газоном суточных культур 
исследуемых микроорганизмов с определенной концентрацией микробных клеток на 1 мл мясопеп-
тонного бульона (МПБ), воздействовали полупроводниковым лазером в течение установленного опы-
том времени. Параметры лазерного излучения и исходные концентрации суточных культур микроор-
ганизмов представлены в таблице 1. Результат оценивали через 24 ч. по наличию или отсутствию роста 
в месте воздействия лазером.

Таблица 1

Параметры лазерного излучения

Время 
облучения (t), 

мин.

Высота 
воздействия 

световода (h), 
см

Мощность 
излучения (P), 

Вт
Прицельный 

пучок, %
Световая доза, 

Дж
Концентрация 

микробных 
клеток на 1 мл

Объем 
вносимой 

суспензии (V), 
мл

2 18 1,7 25 200 5 × 107 50
2 18 2,4 25 300 5 × 107 50
5 18 2,5 90 400 2 × 107 20
5 5 2,5 90 400 1 × 106 20

На втором этапе в суспензию суточных культур исследуемых микроорганизмов добавляли раствор ФС 
c известной концентрацией. По истечении 30 мин. делали газон на поверхности питательного агара 
(Агар Мюллера – Хинтона) и воздействовали полупроводниковым лазером в течение установленного 
опытом промежутка времени с заданными параметрами излучения (табл. 2). Фотодитазин является 
фотосенсибилизатором второго поколения, предназначенным для флюоресцентной диагностики (ФД) 
и ФДТ злокачественных опухолей.
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Таблица 2

Характеристика этапов исследования

Концентрация 
фотодитазина, 

мг/мл

Время 
облучения 

(t), мин.
Соотношение 
по объему (V)

Световая 
доза, Дж

Высота (h), 
см.

Мощность 
излучения (P), 

Вт.
Прицельный 

пучок, %

Объем 
вносимой 
суспензии 

(V), мкл

Концентрация 
микробных 

клеток на 1 мл

0,5 2 1:1 300 18 1,7 25 50 5×107

1,0 2 1:1 200 18 2,4 25 50 5×107

1,0 2 1:1 200 18 1,7 25 50 5×107

1,0 5 1:1 300 5 2,5 90 50 2×107

1,0 5 1:1 400 18 2,5 90 50 1×106

1,0 5 1:2 400 18 2,5 90 50 1×106

1,0 5 1:3 400 18 2,5 90 50 1×106

5,0 5 1:3 400 5 2,5 90 50 1×106

1,0 5 1:3 400 5 2,5 90 50 1×106

Анализ полученных данных проводили с помощью программы Gnumeric 1.12.17.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Воздействие светом с помощью лазерной установки на микробные клетки исследуемых культур в от-
сутствии фотодитазина не оказывало бактерицидного эффекта. На чашках Петри наблюдали сплош-
ной рост микроорганизмов (табл. 3).

Таблица 3

Воздействие полупроводникового лазера АЛОД-01 на микробные клетки в отсутствии ФС

Воздействие 
лазера 

в отсутствии 
фотодитазина

Время 
(t), 

мин.
Световая 
доза, Дж

Высота 
(h), см

Мощность 
(P), Вт

Прицельный 
пучок, %

Объем 
вносимой 

суспензии (V), 
мкл

КОЕ/мл 
(MFar)

Результат

S. aureus P. aeruginosa

Л–, ФС– – – – – – 50 0,5

Сплошной рост
Л+, ФС– 2 200 18 1,7 25 50 0,5
Л+, ФС– 2 300 18 2,4 25 50 0,5
Л+, ФС– 5 400 18 2,5 90 20 0,2
Л+, ФС– 5 400 5 2,5 90 20 0,01

Примечание: Л — лазер, ФС — фотосенсибилизатор.

При воздействии лазером совместно с фотодитазином (концентрация 0,5–1,0 мг/мл) на S. aureus в тече-
ние 2 мин. при 200–300 Дж достигнут бактерицидный эффект в зоне действия пучка (табл. 4). Действие 
лазера носило локальный характер. По краям чашки наблюдали незначительный рост микробных кле-
ток. Бактерицидный эффект на всей поверхности чашки Петри достигнут при световом воздействии 
в 400 Дж в течение 5 мин. и концентрацией ФС 1,0 мг/мл.

Таблица 4

Воздействие полупроводникового лазера АЛОД-01 
на музейные культуры S. aureus в присутствии фотодитазина

Воздействие 
лазера в 

присутствии 
фотодитазина

Время 
(t), мин.

Световая 
доза, Дж

Высота 
(h), см

Мощность 
(P), Вт.

Прицельный 
пучок, %

Объем 
суспензии 

(V), мкл
КОЕ/мл 
(MFar) Результат

Л+, ФС+ 
0,5 мг/мл (1:1) 2 200 18 1,7 25 50 0,5

По центру роста нет, 
единичные колонии 
по краям

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 2 300 18 2,4 25 50 0,5 Отсутствует рост 

в зоне действия пучка, 
по краям частичный 
рост в виде нескольких 
изолированных 
колоний

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 2 200 18 1,7 25 50 0,5

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 5 300 5 2,5 90 50 0,02

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 5 400 18 2,5 90 50 0,01 Бактерицидный 

эффект
Примечание: Л — лазер; ФС — фотосенсибилизатор.
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При действии лазера совместно с фотодитазином на микробные культуры P. aeruginosa в зависимо-
сти от режима излучения получены неоднозначные результаты. Так, воздействие лазера в течение 
двух мин. в присутствии фотодитазина в концентрации 0,5 мг/мл и 1 мг/мл не оказывало антибакте-
риального эффекта. На чашке наблюдали сплошной рост микроорганизмов. Увеличение световой дозы 
и времени воздействия способствовало снижению роста микробных клеток (табл. 5). Бактерицидный 
эффект получен по центру чашки при обработке бактериальной суспензии фотодитазином в концен-
трации 5 мг/мл. По краям наблюдали единичные колонии.

Таблица 5

Воздействие полупроводникового лазера АЛОД-01 
на музейные культуры P. aeruginosa в присутствии ФС

Воздействие 
лазера в 

присутствии 
фотодитазина

Время 
(t), 

мин.

Количество 
энергии, 

Дж
Высота 
(h), см

Мощность 
(P), Вт

Прицельный 
пучок, %

Объем 
вносимой 

суспензии (V), 
мкл

КОЕ /мл 
(MFar) Результат

Л+, ФС+ 
0,5 мг/мл (1:1) 2 200 18 1,7 25 50 0,5 Сплошной рост

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 2 300 18 2,4 25 50 0,5

По центру частичное 
угнетение ростаЛ+, ФС+ 

1,0 мг/мл (1:1) 2 200 18 1,7 25 50 0,5

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 5 300 5 2,5 90 50 0,02

В районе действия 
пучка значительное 
угнетение роста

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:1) 5 400 18 2,5 90 50 0,01

В области наибольшей 
концентрации 
препарата отсутствует 
рост (диаметр 10 мм)

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:2) 5 400 18 2,5 90 50 0,01

Стерильная зона 
диаметром 12 ммЛ+, ФС+ 

1,0 мг/мл (1:3) 5 400 18 2,5 90 50 0,01

Л+, ФС+ 
1,0 мг/мл (1:3) 5 400 5 2,5 90 50 0,01

Частичный рост, 
единичные колонии 
по центру, сплошной 
рост по краям

Л+, ФС+ 
5,0 мг/мл (1:1) 5 400 5 2,5 90 50 0,01

Стерильная зона 
по центру, единичные 
колонии по краям

Примечание: Л — лазер; ФС — фотосенсибилизатор.

Установлено, что полупроводниковый лазер АЛОД-01 вне зависимости от выбранного режима сам 
по себе не оказывал антибактериального эффекта. Использование лазера совместно с фотодитазином 
значительно уменьшало количество микробных клеток, а в отношении штаммов Staphylococcus aureus 
способствовало выраженному бактерицидному эффекту (концентрация фотодитазина — 1,0 мг/мл 
и дозы излучения 400 Дж, время воздействия — 2 мин). Для штаммов Pseudomonas aeruginosa не удалось 
найти режим, при котором рост микробных клеток отсутствовал на всей чашке. Однако использование 
фотодитазина в максимальной концентрации (5 мг/мл), времени воздействия лазера 5 мин. и дозы из-
лучения 400 Дж способствовало точечной гибели микроорганизмов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Существующая проблема распространения антибиотико-резистентных штаммов способствует поиску 
новых методик и лекарственных препаратов для лечения гнойных инфекций. В настоящее время ФДТ 
относится к перспективным направлениям [9, 12, 14–16, 20–24]. Важное преимущество этого метода 
перед антибиотикотерапией заключается в отсутствии токсичности фотосенсибилизаторов в отноше-
нии здоровых тканей [5, 12, 20].

Установлено, что эффективность ФДТ зависит от вида микроорганизма, анатомического местоположе-
ния очага инфекции, а также свойств фотосенсибилизатора и используемого лазера [8, 13–17, 24–30]. 
Механизмы, лежащие в основе действия лазерного облучения на бактериальные штаммы, до конца 
не изучены [5, 25]. Различная восприимчивость к фотодинамическим эффектам грамотрицательных 
и грамположительных бактерий связана со строением их клеточных стенок. Пептидогликановый слой 
бактериальной клеточной стенки S. aureus обладает гораздо более высокой проницаемостью (напри-
мер, для антибиотиков), чем наружная мембрана грамотрицательных бактерий.
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В одной из работ авторы изучали влияние лазера на рост метициллин-резистентного штамма золоти-
стого стафилококка с использованием димегина. Показано, что с увеличением дозы фотовоздействия 
наблюдается бактериостатический эффект [31]. Другими авторами была доказана эффективность ис-
пользования ФДТ с применением в качестве ФС фотодитазина в лечении воспалительных заболева-
ний суставов у детей и подростков [9]. Ю.Л. Чепурная с соавт. использовали ФДТ в лечении гнойных 
заболеваний кисти. Авторами отмечено заметное заживление послеоперационных ран тех пациентов, 
у которых применяли ФДТ [15]. Также разработана методика комбинированной антимикробной фото-
динамической терапии в хирургии гнойных ран и доказана ее эффективность [8, 14,16, 32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что музейные штаммы S. aureus могут быть успешно фотоинакти-
вированы с применением фотодитазина. Фотодинамическая реакция возникает только при действии 
адекватных доз световой энергии на фотосенсибилизаторы в присутствии кислорода в среде, при этом 
фотодинамическое повреждение носит локальный характер, и бактерицидный эффект лимитируется 
зоной светового воздействия.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
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