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Туберкулез является одной из наиболее соци-
ально значимых инфекций в мире и занимает ли-
дирующую позицию по летальности в структуре 
инфекционных заболеваний� Лечение туберкулеза 
в настоящее время сопряжено с возрастающими 
трудностями, среди которых самой значимой явля-
ется рост случаев заражения возбудителем с множе-
ственной и широкой лекарственной устойчивостью 
(МЛУ и ШЛУ)� Так, по Российской Федерации 
(РФ) заболеваемость туберкулезом с МЛУ мико-
бактерий туберкулеза (МБТ) в 2015 г� достигла 5,2 
на 100 тыс� населения [8], а доля больных с МЛУ 
среди впервые выявленных больных туберкулезом 
органов дыхания с бактериовыделением составила 
в 2015 г� 23% по РФ и 27,1% в Новосибирской обла-
сти [8]� Эффективность стандартной химиотерапии 

туберкулеза с МЛУ возбудителя в РФ не превы-
шает 48,7% [14]� Кроме того, стоимость лечения 
больных с МЛУ МБТ очень высока: суммарные 
прямые затраты на лечение одного пациента по 
IV режиму составляют около 1 450 000 руб� [11], 
поэтому актуален поиск новых антимикобактери-
альных стратегий, способных преодолеть МЛУ и 
ШЛУ возбудителя�

В свете указанных трудностей лечения больных 
туберкулезом предлагается разработать принци-
пиально новые варианты подавления жизнедея-
тельности и уничтожения возбудителя с помощью 
бактерицидной фотодинамической терапии (ФДТ)�

Официально открытие фотодинамического дей-
ствия относится к 1900 г�, когда были опубликованы 
результаты работ Оскара Рааба и Херманна фон 
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Таппайнера, показавших, что окрашенные флюорес-
цирующими красителями парамеции погибают при 
воздействии дневного света и излучения дуговой 
лампы [21, 22]�

Понимание природы фотодинамической инак-
тивации инфекции стало возможным спустя 70 лет, 
когда получила развитие современная фотохимия� 
ФДТ основана на фотохимической реакции, катали-
затором которой является кислород, активирован-
ный фотосенсибилизатором (ФС) и воздействием 
светового, в частности лазерного, излучения� Для 
запуска фотодинамической реакции необходимы 
два основных компонента: вещество-фотосенсиби-
лизатор (ФС) и свет� ФС является химическое сое-
динение, молекула которого под действием квантов 
света видимой части спектра 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 
ФС избирательно накапливаться в опухолях и бак-
териальных клетках, что позволяет использовать 
фотодинамическую реакцию их уничтожения� 

Так, Z� Malik et al� [15] сообщили о бактерицидном 
действии ФДТ на Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pyogenes, Clostridium perfringens, Escherichia coli, 
Micoplasma hominis и дрожжеподобные грибы�

A� Minnock et al� показали, что большинство грам- 
отрицательных и грамположительных бактерий мо-
жет быть успешно фотоинактивировано с приме-
нением водорастворимых фталоцианинов [16, 17]� 
В настоящее время установлена возможность фо-
тоинактивации безоболочечных вирусов [12, 18] с 
применением такого доступного ФС, как метилено-
вый синий� Достаточно эффективно подвергаются 
фотодинамической инактивации грибы, в том числе 
в форме спор [13]�

В настоящее время это фундаментальное фото-
биологическое направление приобретает широкое 
практическое применение в разделе ФДТ ряда он-
кологических заболеваний и локальных инфекций�

Области клинического противоинфекционного 
применения ФДТ достаточно хорошо представлены 
в русскоязычных публикациях� Так, показана вы-
сокая эффективность ФДТ с фталоцианином при 
лечении гнойных ран [10]�

Е� Ф� Странадко и др� [9] использовали ФДТ с 
сульфированным фталоцианином алюминия для 
лечения хронических гнойно-воспалительных за-
болеваний мягких тканей с хорошим клиническим 
эффектом�

В настоящее время в РФ зарегистрированы и 
внедрены медицинские технологии бактерицидной 
лазерной ФДТ раневых инфекций [6], бактериаль-

ных инфекций ротовой полости [4], вульгарных 
угрей [5], вирусной инактивации донорской плазмы�

Таким образом, прослеживаются отчетливая тен-
денция расширения области применения антибак-
териальной ФДТ и обнадеживающие перспекти-
вы развития этого направления в медицине ввиду 
высокой клинической эффективности, отсутствия 
токсичности для пациента, дешевизны�

О появлении научного интереса к противоту-
беркулезной ФДТ свидетельствуют появившиеся 
в иностранной литературе результаты исследова-
ний фотоинактивации бактерии Кальмета – Герена 
(БЦЖ) [20], успешной фотодинамической инакти-
вации возбудителя туберкулеза с МЛУ российским 
препаратом радахлорином в лабораторных услови-
ях [19]� Однако остаются неизвестными оптималь-
ные режимы ФДИ МБТ и минимальные пределы 
бактерицидных концентраций радахлорина�

Вместе с тем на основании результатов нашего 
исследования угнетающего действия ФДТ на МБТ 
человека in vitro в присутствии метиленового синего 
[1, 2] можно рассчитывать на достижение выражен-
ных бактерицидных эффектов в отношении воз-
будителя туберкулеза вне зависимости от спектра 
его устойчивости к химиопрепаратам, поскольку 
предполагается, что резистентности инфекции к 
ФДТ не возникает� 

Цель исследования: выявить оптимальный режим 
лазерной фотодинамической инактивации (ЛФДИ) 
M. tuberculosis радахлорином 0,00005% in vitro�

Материалы и методы

Исследование выполнено в бактериологической 
референс-лаборатории Новосибирского НИИ ту-
беркулеза МЗ РФ в условиях бокса биологической 
безопасности II класса с соблюдением инфекцион-
ной и лазерной безопасности�

Объект исследования: музейный штамм МБТ 
H37Rv�

С помощью стандартного метода нефеломе-
трии (Sensititre Nephelometer (TREK Diagnostic 
Systems), Великобритания) приготовлена суспен-
зия M. tuberculosis H37Rv с бактериальным числом 
3 × 107 микробных тел/мл�

Далее суспензию МБТ разделяли на две части, 
одна из которых подвергалась фотосенсибилизации, 
а другая использовалась в качестве контроля, не 
содержащего препарат (К1)�

В качестве ФС использован лекарственный пре-
парат радахлорин, представленный модифициро-
ванной природной смесью хлоринов из микроводо-
росли рода Spirulina, содержащей 70-90% хлорина 
Е6� Радахлорин относится к классу ФС второго 
поколения с максимумом поглощения световой 
энергии в красном спектре при длине волны 662 нм� 
Поскольку радахлорин традиционно применяют в 
онкологической практике в дозе 0,5 мг/кг массы тела 
для фотодеструкции злокачественных опухолей, 



7

Tuberculosis and Lung Diseases, Vol. 96, No. 1, 2018

была избрана идентичная доза� Микобактериальную 
суспензию инкубировали с радахлорином 0,00005% 
в течение 20 мин в темновом режиме� Фотосенсиби-
лизированную суспензию разделили на две части: 
для контроля роста без световой обработки (К2) и 
для формирования образцов опытных групп�

ЛФДИ опытных образцов фотосенсибилизиро-
ванных суспензий МБТ в объеме 0,2 мл осущест-
вляли непрерывным монопозиционным световым 
излучением полупроводникового генератора Лахта – 
Милон с длиной волны 662 нм в шести режимах 
дозирования световой энергии различной мощно-
сти (Pb) и длительности (t) светового воздействия�

Доза световой энергии рассчитывается по формуле:

WS = Pbt/S, где 
WS – доза световой энергии, Дж/см2;
Pb – мощность лазерного излучения на выходе 

из световода, Вт;
t – длительность светового воздействия, с;
S – площадь светового пятна, см2�

В данном исследовании применены значения 
мощности световой энергии 0,1 и 0,5 Вт при дли-
тельности воздействия света 5, 10 и 15 мин� Со-
четания вышеуказанных физических параметров 
обеспечили генерацию следующих шести вариантов 
доз светового воздействия: 46,9; 93,75; 140,6; 234,5; 
468,75; 703,5 Дж/см2� 

Контрольные образцы суспензии МБТ, содержа-
щие и не содержащие радахлорин, световой обра-
ботке не подвергались�

Инокуляцию всех образцов суспензий МБТ осу-
ществляли на плотные питательные среды Левен-
штейна – Йенсена в триплетах для каждой дозы 
светового воздействия� Инкубацию посевов прово-
дили при 37°С в течение 90 дней с еженедельным 
пересмотром образцов (рис� 1)� С целью раскрытия 
механизма повреждающего действия радахлорина 
при ЛФДИ M. tuberculosis выполнены микроскопи-
ческие исследования препаратов из контрольных и 

опытных образцов суспензий после их освечивания 
в дозах 234,5 и 703,5 Дж/см2 при мощности 0,5 Вт� 
Для этого выполняли микроскопию препаратов, 
окрашенных по Цилю ‒ Нильсену, и люминесцент-
ную микроскопию препаратов, окрашенных флюо-
рохромными красителями� 

Результаты исследования

Впервые выявлены антимикобактериаль-
ные свойства хлорина Е6 в виде лекарственного 
ФС радахлорин 0,00005% в отношении штамма 
M. tuberculosis H37Rv� Фотоинактивация возбуди-
теля зависима от дозы световой энергии (рис� 2)� 
По мере увеличения дозы световой энергии эф-
фективность ЛФДИ M. tuberculosis возрастала, что 
подтверждалось уменьшением числа выросших ко-
лоний МБТ на питательных средах с 19,00 ± 0,82 ко-
лонии при 46,9 Дж/см2 до 1,67 ± 0,94 колонии при 

суспензия МБТ 3 × 107 мт/мл

суспензия МБТ 3 × 107 мт/мл
0,00005% радахлорина

ЛФДИ

К1

К2

Посев

0,1 Вт
5 мин

0,1 Вт
10 мин

0,1 Вт
15 мин

0,5 Вт
5 мин

0,5 Вт
10 мин

0,5 Вт
15 мин

+ 0,5 мкг/мл радахлорина

Рис. 1. Схема эксперимента
Fig. 1. Diagram of the experiment 

Рис. 2. Фотодинамическая инактивация МБТ радахлорином
Fig. 2. Photodynamic inactivation of M. tuberculosis by Radahlorin
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468,75 Дж/см2� При этом во всех контрольных об-
разцах зарегистрирован обильный рост МБТ в ко-
личестве от 21 до 100 колоний (табл� 1)� 

Известно, что для проявления способности к 
кислотоустойчивому окрашиванию требуется це-
лостность микобактериальной клетки и ее внешней 
оболочки [3]� В нашем исследовании количество 
кислотоустойчивых микобактерий (КУМ) и их 
морфология в образцах, приготовленных из об-
разцов бактериальной суспензии после ЛФДИ, не 
отличались от контрольных препаратов (табл� 2, 3)� 
Это подтверждается полноценным окрашиванием 
образцов МБТ после ЛФДИ как методом окраши-
вания по Цилю ‒ Нильсену, так и люминесцентным 
методом�

Таким образом, оказывая отчетливое противо-
туберкулезное действие, ЛФДИ M. tuberculosis, 
сенсибилизированных радахлорином и обработан-
ных бактерицидными дозами световой энергии, не 
нарушила целостность микобактериальной клет-
ки и ее внешней оболочки сразу после светового 
воздействия� В этой связи сделали предположение 
о том, что механизм бактерицидной ЛФДИ с ра-
дахлорином в отношении микобактерий может быть 
обусловлен отсроченной реакцией лизиса бакте-
риальной стенки и иными фотохимическими ме-
ханизмами внутриклеточного повреждения ДНК, 
ферментов, митохондрий�

Заключение

Впервые выявлены антимикобактериальные 
свойства лекарственного ФС радахлорин 0,00005% 

Таблица 1. Фотодинамическая инактивация МБТ 
радахлорином 0,00005% и воздействием различных доз 
световой энергии лазерного излучения 662 нм
Table 1. Photodynamic inactivation of M. tuberculosis 
by 0.00005% Radahlorin and impact of various doses of light energy 
of 662 nm laser irradiation

Образец Pb, Вт T, мин WS, Дж/см2 x- ± σ***

К1* – – – > 20

К2** – – – > 20

1 0,1 5 46,9 19,00 ± 0,82

2 0,1 10 93,75 16,33 ± 5,25

3 0,1 15 140,6 19,33 ± 1,70

4 0,5 5 234,5 11,33 ± 2,49

5 0,5 10 468,75 1,67 ± 0,94

6 0,5 15 703,5 4,00 ± 1,63

Примечание: *К1 – контроль роста МБТ; ** К2 – контроль 
роста МБТ с радахлорином без световой обработки;  
*** x- ± σ – средние значения с квадратичными 
отклонениями по выборкам (n = 3)

в отношении штамма M. tuberculosis H37Rv� Зареги-
стрирована прямая зависимость фотодинамической 
инактивации МБТ от дозы световой энергии� Эф-
фективность инактивации возбудителя возрастает 
с увеличением дозы световой энергии, достигая 
предельных значений при мощности лазерного из-
лучения 0,5 Вт, времени светового воздействия 10 
и 15 мин, что соответствует дозам световой энергии 
инактивации 468,75 и 703,5 Дж/см2�

Обнаруженные противотуберкулезные свойства 
ФДТ могут иметь перспективу клинического приме-
нения при туберкулезном поражении перифериче-
ских лимфатических узлов, трансторакальной ФДТ 
туберкулезной эмпиемы плевры [7], трансторакаль-
ной рентгенохирургической санации одиночных ги-
гантских пристеночных каверн, эндоскопической 
ФДТ туберкулеза бронхов и бронхонодулярных 
свищей, туберкулезе гортани и мочевого пузыря, 
особенно в случаях МЛУ/ШЛУ возбудителя�

Таблица 2. Количество микобактериальных клеток 
и их морфология после ЛФДИ с радахлорином 0,00005% 
в препаратах, окрашенных по Цилю – Нильсену
Table 2. The number of mycobacterial cells and their morphology after laser 
photodynamic inactivation with 0.00005% Radahlorin in the samples stained 
by Ziehl – Neelsen

Таблица 3. Количество микобактериальных клеток 
и их морфология после ЛФДИ с радахлорином 
0,00005% в препаратах, окрашенных флюорохромными 
красителями
Table 3. The number of mycobacterial cells and their morphology after laser 
photodynamic inactivation with 0.00005% Radahlorin in the samples stained 
by fluorescent stains

Образец WS, Дж/см2 Количество 
МБТ Морфология

К1* – 3+
КУМ+ 

зернистость 
корд+

К2** – 3+
КУМ+ 

зернистость 
корд+

4 234,5 3+
КУМ+ 

зернистость 
корд+

5 468,75 3+
КУМ+ 

зернистость 
корд+

Примечание: здесь и в табл� 3 *К1 – контроль 
окрашивания МБТ; **К2 – контроль окрашивания МБТ, 
инкубированных с радахлорином

Образец WS, Дж/см2 Количество КУМ

К1* – 3+

К2** – 3+

4 234,5 3+

5 468,75 3+

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии у них конфликта интересов�
Conflict of Interests. The authors state that they have no conflict of interests�
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