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Цель: исследование противотуберкулезных эффектов лазерной фотодинамической инактивации (Ф ДИ) M. tuberculosis H37Rv in vitro 
метиленовым синим (МС) в минимальной концентрации (1 мкг/мл) при лазерном излучении длиной волны 662 нм.
Материалы и методы. Проведен сравнительный анализ интенсивности роста Mycobacterium tuberculosis H37Rv после лазерного облучения 
и лазерной ФДИ МС при различных дозах световой энергии.
Результаты. Обнаружено, что лазерное излучение длиной волны 662 нм оказывает ингибирующее действие на ростовые свойства 
M. tuberculosis H37Rv. Впервые зарегистрирована ФДИ микобактерий туберкулеза в присутствии минимальной концентрации МС (1 мкг/мл), 
при которой реализуется подавление роста колоний на 97 и 93% при их обработке излучением длиной волны 662 нм с наименьшими зна­
чениями плотности доз световой энергии (46,9 и 93,75 Дж/см2).
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The objective: to investigate the anti-tuberculosis effect of laser photodynamic inactivation (PDI) of M. tuberculosis H37Rv in vitro by methylene 
blue (MB) in the minimum concentration (1 |ig/ml) with laser radiation of 662 nm.
Subjects and methods. A comparative analysis of the intensity of growth of Mycobacterium tuberculosis H37Rv after laser irradiation and laser FDI 
by MB with different doses of light energy was carried out.
Results. Laser radiation with a wavelength of 662 nm was found to have an inhibitory effect on the growth of M. tuberculosis H37Rv. FDI 
of Mycobacterium tuberculosis was first registered in the presence of a minimum concentration of MB (1 ^g/ml) which suppressed colony growth 
by 97 and 93% when they were processed by radiation with a wavelength of 662 nm with the lowest density of doses of light energy (46.9 and 
93.75 J/cm 2).
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Одним из способов повышения эффективности 
лечения больных туберкулезом с множественной 
лекарственной устойчивостью (МЛУ) возбудите­
ля может стать антимикробная фотодинамическая 
терапия (АФДТ) с применением фотосенсибили­
заторов и световой (лазерной) энергии. Фотосен­
сибилизатором является химическое соединение, 
молекула которого под действием квантов света 
определенной длины волны переходит в возбуж­
денное (триплетное) состояние, а при возврате в

основное состояние передает полученную энергию 
другим соединениям. В роли акцептора энергии 
выступает кислород, который, переходя в синглет- 
ную форму, запускает каскад свободнорадикаль­
ных реакций, в результате которых повреждаются 
биологические структуры живой клетки и вирусов 
с исходом в некротические и апоптотические изме­
нения. Ключевым фактором является способность 
фотосенсибилизатора избирательно накапливаться 
в опухолях и бактериальных клетках, что позволяет
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использовать фотодинамическую реакцию для про­
тивоопухолевой и антимикробной терапии.

Основоположником светотерапии туберкулеза 
является Нильс Финсен, который в 1903 г. был 
удостоен Нобелевской премии за лечение туберку­
лезной волчанки светом специально сконструиро­
ванной лампы, излучающей в синем и фиолетовом 
спектрах [14]. Механизмы лечебного противоту­
беркулезного действия излучения лампы Финсена 
нашли объяснение значительно позже. В частности, 
было показано, что микобактерии продуцируют эн­
догенные порфирины (копропорфирин III) [14, 15], 
которые являются природными фотосенсибили­
заторами, способными в присутствии кислорода и 
света определенных длин волн генерировать фото- 
токсические реакции, летальные для возбудителя.

С приходом эры антибиотиков фотодинами- 
ческая инактивация (Ф ДИ ) микробов оказалась 
невостребованной. Однако появление множества 
антибиотикорезистентных штаммов микроорга­
низмов, в частности M. tuberculosis [8], побудило 
к поиску альтернативных антимикробных страте­
гий и возродило интерес к АФДТ. Так, проведены 
успешные исследования ФДИ лекарственно-устой­
чивых штаммов стафилококков [5, 11], синегнойной 
палочки [7] в присутствии фотосенсибилизаторов 
различных классов. Кроме того, экспериментально 
доказано, что АФДТ с производными порфиринов 
эффективна in vitro против таких видов микобак­
терий, как M. bovis (BCG) [16], M. smegmatis [10], с 
метиленовым синим (МС) против M. fortuitum [17] 
и M. smegmatis [10].

МС традиционно используется в медицине в ка­
честве антисептического средства и для хромоци­
стоскопии. Фотохимические исследования показа­
ли, что МС имеет три полосы поглощения световой 
энергии: две в УФ-области с максимумами (Xmax) 
при 245 и 295 нм и в видимой красной области при 
660 нм. Данный краситель из класса фенотиазинов 
обладает свойствами фотосенсибилизатора, и пер­
спективы его дальнейшего применения связывают 
с высокой фототоксичностью в отношении грам- 
положительных микроорганизмов [13], к которым 
относятся микобактерии туберкулеза (М БТ) [9]. 
Исследования антимикробной ФДИ МС проде­
монстрировали его высокую эффективность про­
тив различных патогенных микроорганизмов [6, 12]. 
В частности, на модели возбудителя туберкулеза 
в виде штаммов Mycobacterium smegmatis, чув­
ствительных и устойчивых к ципрофлоксацину, 
достигнута их фотоинактивация красным светом 
лазерного излучения при X = 630 нм в присутствии 
МС в дозах 5 и 30 мкг/мл. Показано, что более 
высокий уровень восприимчивости к ФДИ МС 
характерен для ципрофлоксацин-резистентных 
штаммов M. smegmatis [18]. Следует отметить, что 
ФДИ Mycobacterium tuberculosis hominis МС прежде 
не изучалась, хотя уже появились примеры успеш­
ной инактивации этого возбудителя туберкулеза

in vitro фотосенсибилизаторами, содержащими хло­
рин е6 [2-4, 19]. Остаются неизвестными как мини­
мальная антимикобактериальная фототоксическая 
концентрация МС, так и оптимальный режим дози­
рования световой энергии для успешной ФДИ МБТ.

Цель: исследовать противотуберкулезные эффек­
ты лазерной ФДИ M. tuberculosis H37Rv in vitro МС 
в минимальной концентрации (1 мкг/мл) в присут­
ствии лазерного излучения длиной волны 662 нм.

Материалы и методы

Объект исследования: музейный штамм 
M. tuberculosis H37Rv, полученный в бактериологи­
ческой лаборатории Новосибирского научно-иссле­
довательского института туберкулеза.

С помощью стандартного метода нефелометрии 
(Sensititre Nephelometer (TREK Diagnostic Systems), 
Великобритания) готовили взвесь МБТ H37Rv с 
бактериальным числом 3 х 107 микробных тел/мл 
с последующим распределением на две порции, одна 
из которых подвергалась фотосенсибилизации пу­
тем 20-минутной экспозиции с препаратом МС в 
дозе 1 мкг/мл при комнатной температуре, а вторая 
служила для сравнения интенсивности роста коло­
ний без фотосенсибилизации. Из каждой порции 
суспензии МБТ отобрали по 21 образцу объемом 
0,2 мл.

Световое воздействие на триплеты образцов бак­
териальных суспензий с фотосенсибилизацией и 
без нее осуществляли непрерывным монопозици- 
онным излучением полупроводникового лазерного 
генератора Лахта Милон с длиной волны 662 нм 
(X = 662 нм). Для ФДИ выбрано шесть режимов 
дозирования световой энергии, зависящих от пара­
метров мощности и длительности воздействия: 46,9; 
93,75; 140,6; 234,5; 468,75; 703,5 Дж/см2.

Плотность дозы световой энергии рассчитывает­
ся по формуле, р,

W s = P P ,  где
W S -  плотность дозы световой энергии [Дж/см2],
Pb -  мощность лазерного излучения на выходе 

из световода [Вт],
t -  длительность светового воздействия [с],
S -  площадь светового пятна [см2].
Контрольные образцы триплетов без фотосен­

сибилизатора и фотосенсибилизированных МС 
световой обработке не подвергались.

Инокуляция всех образцов суспензий осущест­
влялась на плотные питательные среды Левен- 
штейна -  Йенсена в триплетах для каждой дозы 
светового воздействия. Инкубация посевов выпол­
нялась при температуре 37°С в течение 90 дней с 
еженедельным пересмотром образцов.

Статистическая обработка данных проводи­
лась с использованием компьютерной программы 
Statistica 12 (StatSoft Inc., США). Данные пред­
ставлены как среднее арифметическое и среднее 
квадратичное отклонение. Статистическая значи­
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мость различий между независимыми выборками 
оценивалась с помощью критерия Манна -  Уитни. 
Статистическая значимость определена прир < 0,05.

Результаты исследования

Из данных таблицы видно, что в контрольных 
образцах, не подвергнутых лазерному освещению, 
регистрировался обильный рост колоний (> 100). 
Проведенное исследование также показало, что 
без обработки лазерным излучением малые кон­

центрации фотосенсибилизатора не влияют на рост 
М. tuberculosis. Вместе с тем зарегистрирована спо­
собность лазерного излучения подавлять рост МБТ 
H3yRv. При детальном рассмотрении этого явления 
прослеживается дозозависимая тенденция угнете­
ния роста в группе образцов без фотосенсибилиза­
ции (рис.). Так, по мере увеличения плотности дозы 
световой энергии от 46,9 до 703,5 Дж/см2 наблюда­
лось неуклонное снижение интенсивности роста 
микобактерий от 35,33 + 18,66 до 9,33 + 2,86 коло­
ний.

Таблица. Воздействие различных доз энергии лазерного излучения Л = 662 нм на рост колоний МБТ 
без фотосенсибилизации и в присутствии метиленового синего (МС)
Table. The effect of various doses of laser energy with Л = 662 nm on the growth of MTB colonies without photosensitization and in the presence of methylene 
blue (MB)

Образец Рь, Вт T, мин W„, Д ж /см 2
Количество выросших 

колоний МБТ после лазерного 
воздействия, х ± а**

Количество выросших колоний 
МБТ после ФДИ с МС, х ± а**

p-value, критерий 
М а н н а -У и тн и

К* - - - > 100 > 100 р > 0,99

1 0,1 5 46,9 35,33 ±18,66 3,33 ±0 ,47
р -  0,002

2 0,1 10 93,75 22,33 ±3 ,39 6,00 ±1 ,63

3 0,1 15 140,6 10,00 ±4 ,32 13,00 ±5 ,72

р -  0,93
4 0,5 5 234,5 8,33 ±0 ,47 13,67 ±8 ,99

5 0,5 10 468,75 13,00 ±5 ,35 12,33 ±3 ,68

6 0,5 15 703,5 9,33 ±2 ,86 5,00 ±1,41

П римечание: *K -  контроль роста М Б Т  без воздействия лазерного излучения, **х ± а -  среднее арифметическое 
и среднее квадратичное отклонение по выборкам (п = 3), М Б Т  -  м икобактерии туберкулеза, Р ь -  мощ ность лазерного 
излучения в Ваттах, Т  -  длительность лазерного воздействия в минутах, W s -  плотность дозы  светового излучения 
в Д ж /см 2.

Плотность дозы  световой энергии, Д ж /с м 2

Рис. Влияние фотосенсибилизации МС на 
интенсивность роста Mycobacterium tuberculosis 
/1,-Rv в зависимости от доз световой энергии.
МС -  метиленовый синий
Fig. Effect o f MB photosensitization on the growth intensity
o f Mycobacterium tuberculosis H,?Rv, depending on the dose o f light
energy.
MB - methylene blue

Выявленные антимикобактериальные эффекты 
лазерной энергии на длине волны 662 нм могут быть 
обусловлены наличием в МБТ молекул эндогенных 
порфиринов, часть из которых обладает свойства­
ми фотосенсибилизаторов. Внутриклеточные пор- 
фирины микобактерий образуются в процессе их 
жизнедеятельности и представлены цитохромами, 
а также ферментами с каталазной и пероксидазной 
активностью. С учетом этих данных в исследова­
нии режимов лазерной инактивации МБТ избра­
но световое излучение на длине волны 662 нм как 
наиболее соответствующей пиковым значениям 
поглощения световой энергии порфиринами и МС.

При изучении антимикобактериальных свойств 
МС обнаружен взаимоусиливающий, содруже­
ственный противотуберкулезный эффект лазерной 
активации (А. = 662 нм) эндогенных порфиринов и 
экзогенного МС, который выразился в подавлении 
роста возбудителя на 97 и 93% при наименьших 
плотностях энергии 46,9 и 93,75 Дж/см2 соответ­
ственно (р = 0,002 для образцов 1 и 2).

По данным таблицы отмечается ослабление ан- 
тимикобактериального действия ФДИ при превы­
шении плотности дозы 93,75 Дж/см2. Так, после 
фотодинамического воздействия в диапазоне доз 
от 140,6 до 468,75 Дж/см2 количество выросших ко­
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лоний превысило значения таковых после ФДИ ми­
нимальными дозами света и составило от 13,0 ± 5,72 
до 12,33 ± 3,68 колонии. При этом подавление роста 
оказалось сопоставимым с действием лазерного из­
лучения в тех же дозах (рис.). Следовательно, при 
дозах света свыше 93,75 Дж/см2 антимикробный 
вклад МС в столь малой концентрации (1 мкг/мл) 
оказался исчерпанным вследствие процесса фото­
выбеливания (фотобличинга) фотосенсибилизато­
ра, после которого препарат утрачивает способность 
запускать фотодинамическую реакцию. С большой 
вероятностью можно утверждать, что некоторое 
увеличение концентрации МС будет обеспечивать 
полную фотоинактивацию МБТ. В пользу данного 
утверждения свидетельствуют результаты иссле­
дования Shim I. et al. (2016) [18], в которых ФДИ 
M. smegmatis достигла 100% при аналогичной плот­
ности световой дозы (54 Дж/см2) и длине волны 
630 нм, но концентрациях МС, превышающих при­
мененную нами в 5 и 30 раз.

Таким образом, проведенное исследование по­
зволило впервые выявить противотуберкулезную 
активность МС в предельно минимальной концен­
трации 1 мкг/мл при ФДИ патогенного штамма 
M. tuberculosis H37Rv в пике полосы поглощения 
света красного диапазона на длине волны 662 нм, 
что позволило достичь 97% ФДИ при наименьшей 
плотности световой дозы 46,9 Дж/см2 (рис.).

Не менее важной оказалась повторно подтверж­
денная способность лазерного излучения длиной

волны 662 нм подавлять жизнедеятельность МБТ 
H37Rv без фотосенсибилизаторов. Зарегистрирова­
на убедительная редукция роста возбудителя при 
нарастании световой дозы воздействия, что может 
свидетельствовать в пользу генерации фотохими­
ческих реакций, реализуемых эндогенными пор- 
фиринами в возбужденном триплетном состоянии 
против ДНК МБТ и других внутриклеточных ми­
шеней [1].

Заключение

Наибольший противотуберкулезный эффект ла­
зерного излучения длиной волны 662 нм против 
музейного штамма M. tuberculosis H37Rv достига­
ется при плотности дозы энергии излучения от 
140,6 Дж/см2 и выше.

Впервые выявлены антимикобактериальные 
свойства фотосенсибилизатора МС в дозе 1 мкг/мл 
в отношении музейного штамма M. tuberculosis H37Rv 
при лазерном облучении длиной волны 662 нм.

Эффективность ФДИ возбудителя туберкулеза 
в присутствии минимальных концентраций МС 
зависит от плотности дозы световой энергии и до­
стигает предельно высоких значений при наимень­
шей из исследованных доз светового воздействия -  
46,9 Дж/см2. Возрастание плотности дозы световой 
энергии (140,6; 234,5; 468,75 Дж/см2) оказывает ме­
нее значимый бактерицидный эффект, вероятно, 
вследствие фотобличинга фотосенсибилизатора.
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