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Фотодинамическая инактивация (ФДИ) – альтернативный антибиотикотерапии способ биоцидного 
воздействия на микроорганизмы, который может быть использован при литотрипсии и санации по
лостей мочевого пузыря. 
Цель. Подбор параметров и проведение ФДИ уропатогенных микроорганизмов.
Материалы и методы. Исследование проводилось на штаммах микроорганизмов, выделенных из 
образцов мочи пациентов. Для определения видовой принадлежности микроорганизмов исполь
зовали дифференциальнодиагностические среды и биохимические пластины для идентификации 
микроорганизмов. Исследование чувствительности уропатогенных микроорганизмов к ФДИ про
водили как на изолированных культурах, так и в нативной моче. В работе использовали фотосенси
билизатор «Фотодитазин» (50 мкг/мл), а также Triton X100 (5 об.%) для повышения проницаемости 
клеточных стенок грамотрицательных микроорганизмов. Облучение образцов проводили медицин
ским лазерным аппаратом ЛатусК с длиной волны 662 нм. Для оценки эффективности ФДИ вы
числяли значения коэффициента логарифмического снижения КОЕ исследуемых микроорганизмов. 
Статистическая обработка результатов проводилась в программе Statistica 10.0 c использованием 
критерия МаннаУитни.
Результаты. Из 36 образцов нативной мочи было выделено 50 штаммов уропатогенов, относящихся 
к 18 видам. Среди них наиболее часто встречались S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae.
Логарифмический показатель снижения КОЕ для штаммов грамположительных бактерий составил 
от 5 до 6, что соответствует инактивации 99,99999,9999% микроорганизмов в образце. Для гра
мотрицательных штаммов этот показатель был чуть ниже и варьировал от 4 до 5,5, что, тем не ме
нее, соответствует инактивации 99,9999,999% КОЕ бактерий. Добавление Triton X100 способ
ствовало увеличению эффективности с 46% до 99,99% для E. coli, с 99% до 99,99% для P. mirabilis, 
с 16% до 94 % для K. pneumoniae и с 97% до 99,999% для P. aeruginosa. Важно отметить, что воз
действие было эффективным как в случае изолированных чистых культур, так и микроорганизмов 
в нативной моче.
Выводы. Фотодинамическая инактивация уропатогенов может рассматриваться как альтернатив
ный антибиотикотерапии способ биоцидного воздействия на уропатогенные микроорганизмы.
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Photodynamic inactivation (PDI) is an alternative to antibiotic therapy method for biocidal action against 
microorganisms, which can be used for lithotripsy and sanitation of the bladder cavities.
Objective. Selection of parameters and application PDI against uropathogenic microorganisms.
Materials and methods. In this study we used bacterial strains isolated from urine samples of patients. 
Differentiation media and biochemical plates were used for identification of microorganisms. The sensi
tivity of uropathogenic microorganisms to PDI was studied on pure cultures and in native urine. The 
photosensitizer “Photoditazine” (50 µg/ml) was used in the work, as well as Triton X100 (5 % vol.) was 
applying to increase the permeability of the cell wall of gramnegative microorganisms. The samples were 
irradiated by a medical laser device “LatusK” with a wavelength of 662 nm. To assess the effectiveness 
of PDI, the values of the logarithmic decrease of colonyforming unit (CFU) of the microorganisms were 
calculated. Statistical analysis was made by Statistica 10.0 and MannWhitney criterion.
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Results. 50 strains of uropathogens belonging to 18 species were isolated from 36 samples of native 
urine. Among them, the most common were S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae. The value 
of logarithmic decrease in CFU for grampositive bacteria ranged from 5 to 6, which corresponds to 
inactivation 99.99999.9999% of bacterial cells in a sample. For gramnegative strains, this value was 
slightly lower and ranged from 4 to 5.5, which, nevertheless, corresponds to inactivation 99.9999.999% 
of CFU bacteria. The addition of Triton X100 increase the efficiency from 46% to 99.99% for E. coli, from 
99% to 99.99% for P. mirabilis, from 16% to 94% for K. pneumoniae and from 97% to 99.999% for P. 
aeruginosa. It should be noted that the PDI was affect microorganisms both in isolated pure cultures and 
in native urine.
Conclusions. Photodynamic inactivation may be considered as an alternative to antibiotic therapy method 
of biocidal action against uropathogenic microorganisms.

Введение

Достаточно распространенной проблемой в уроло
гической практике являются инфекции мочевыводящих 
путей [1]. В свою очередь, уропатогенные микроорга
низмы различаются набором факторов патогенности, 
которые позволяют им инфицировать и персистиро
вать в мочевыводящих путях, что может явиться при
чиной мочекаменной болезни (МКБ). Например, такие 
уропатогены как Proteus spp., имеющие фермент уре
азу, способны гидролизировать мочевину до амми
ака и диоксида углерода [2]. Выделение аммиака по
вышает pH мочи, что способствует осаждению солей в 
виде камней в почках или мочевом пузыре, которые ча
сто служат очагом рецидивирующей инфекции Proteus 
mirabilis. Другой механизм колонизации мочевыводя
щих путей, особенно связанный с камнями и катете
рами, – это образование биопленок. Частой причиной 
хронизации воспалительных заболеваний мочевыводя
щих путей являются биопленки, в том числе, сформиро
ванные синегнойной палочкой и золотистым стафило
кокком [3]. Нозокомиальные  инфекции мочевыводящих 
путей часто вызываются антибиотикорезистентными 
бактериями, которые участвуют в формировании экзо
полисахаридного матрикса биопленки и продуцируют 
беталактамазы расширенного спектра и другие фер
менты [4].

Антибактериальная фотодинамическая инактивация 
(ФДИ) – многообещающий подход к лечению бактери
альных инфекций, обусловленных резистентными к ан
тибиотикам микроорганизмами [5]. Он основан на фо
тосенсибилизации бактерий экзогенными соединениями, 
называемыми фотосенсибилизаторами (ФС). Гибель кле
ток запускается окислительным стрессом, который вы
зван воздействием света с длиной волны, обычно в 
видимом диапазоне (400–700 нм) [6]. В результате воз
действия электромагнитного излучения с оптимальной 
длиной волны молекула ФС поглощает квант света и 
переходит в возбужденное синглетное состояние. В та
ком состоянии молекула ФС может взаимодейство
вать с кислородом с образованием его активных форм. 
Супероксиданион относительно безвреден, но мо
жет вызывать более цитотоксические активные формы 
кислорода (АФК), такие как гидроксильные радикалы 

и анионы карбонатных радикалов, которые окисляют 
биомолекулы и вызывают повреждение и гибель клеток. 
Системная токсичность при введении ФС в значитель
ной степени отсутствует, поскольку фотохимические ре
акции протекают только в области содержащей ФС и 
подвергшейся воздействию света с оптимальной длиной 
волны [7]. Важное преимущество ФДИ перед антибио
тиками – отсутствие формирования устойчивости. Как 
было показано в ряде исследований, повторное прове
дение ФДИ не приводило к отбору устойчивых штаммов 
[8]. Это связано с несколькими причинами. Вопервых, 
интервал между добавлением ФС и облучением состав
ляет несколько минут и бактерии не успевают вырабо
тать устойчивость. Вовторых, ФС обычно не проявляют 
темновой токсичности, в результате чего бактерии, ско
рее всего, не успеют задействовать механизмы адаптив
ного выживания против ФС. Бактериям также трудно 
«почувствовать», что окислительный стресс исходит от 
нетоксичного в остальном ФС, поэтому метаболические 
адаптации направлены на другие процессы. Втретьих, 
клетки слишком повреждаются после ФДИ, что не по
зволяет им реализовать адаптивность между поколени
ями. Кроме того, ФДИ не является сайтспецифичным 
методом, что сильно отличает данный метод от действия 
антибиотиков. АФК, генерируемые в процессе ФДИ, 
воздействуют на различные структуры бактериальных 
клеток и метаболические пути.

Цель исследования – подбор параметров и прове
дение ФДИ основных уропатогенных микроорганизмов.

Материалы и методы

Материалом для исследования были 36 образцов 
нативной мочи от пациентов, страдающих осложненной 
МКБ, в число которых вошли пациенты с установленной 
бактериурией, длительно стоящими уростомами и реци
дивной МКБ. Все пациенты проходили лечение в ГБУЗ 
НО «Нижегородская областная клиническая больница 
им. Н.А. Семашко». Нативную мочу высевали на диф
ференциальнодиагностические среды: желточносоле
вой агар, энтерококкагар и среду Эндо. Посевы куль
тивировали 24 ч. при 37°С. Видовая дифференциация 
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представителей Staphylococcaceae и Enterobacteriaceae 
проводилась с помощью наборов биохимической иден
тификации бактерий (Диагностические системы, Нижний 
Новгород, Россия).

Для проведения ФДИ к суспензии чистой культуры 
бактерий (концентрация 108 КОЕ/мл) или к натив
ной моче добавляли «Фотодитазин» в конечной кон
центрации 50 мкг/мл. К части образцов также добав
ляли неион ный детергент Triton X100 до концентрации 
5 об.%. Пробы инкубировали в темноте 15, 30 и 60 мин. 
для подбора оптимального времени для проникновения 
ФС. Облучение проводили с использованием лазер
ного медицинского аппарата «ЛатусК» (ООО «Аткус», 
Россия), оснащенного волоконным выходом, с терапев
тической длиной волны 662 нм. Облучение образцов 
проводили в 96луночных планшетах со светонепрони
цаемыми стенками в течение 9 мин. Размер луча лазера 
был выставлен в соответствии с диаметром лунки план
шета и составил 6 мм. Выходная мощность лазерного из
лучения варьировалась в диапазоне от 150 до 450 мВт. 
После этого образцы разводили в соотношении 1:1000 
и засевали в чашки с питательным агаром. По истечении 
18–24 ч. инкубации при 37°С чашки Петри фотографи
ровали и подсчитывали колонии с помощью программ
ного обеспечения NIH ImageJ. Схема проведения ФДИ 
представлена на Рисунке 1.

Эффективность ФДИ оценивали по значению пока
зателя логарифмического снижения колониеобразую
щих единиц (КОЕ), который рассчитывается как минус 
десятичный логарифм отношения числа КОЕ в контроле 
к числу КОЕ после ФДИ. Значения показателя соответ
ствуют следующим значениям процента снижения КОЕ: 
1 – 90%, 2 – 99%, 3 – 99,9%, 4 – 99,99%, 5 – 99,999%, 
6 – 99,9999%. Статистическая обработка результатов 
проводилась в программе Statistica 10.0 с использова
нием критерия Манна – Уитни. Различия считали стати
стически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты

В ходе анализа из 36 образцов нативной мочи было 
выделено 50 штаммов бактерий. Количество инфициро
ванных проб составило 90% от общего числа анализиру
емых образцов, при этом в 55% проб была монокультура 
бактерий, а в 35% проб – 2 и более вида микроорганиз
мов. В результате бактериологического анализа были 
определены представители 4 семейств, 8 родов и 18 ви
дов бактерий. Наиболее часто выделялись представи
тели семейств Enterobacteriaceae и Staphylococcaceae, 
бактерии родов Staphylococcus (24%), Escherichia (23%) 
и Klebsiella (16%) (Таблица).

Представители часто обнаруживаемых микроорганиз
мов были использованы в качестве модели для подбора 
параметров ФДИ in vitro. Для более детального изучения 
условий проведения ФДИ и эффективности воздействия 
микроорганизмы распределили в группы в соответствии 
со строением их клеточной стенки. Так в группу грам
положительных бактерий вошли Staphylococcus aureus 
и Enterococcus faecium, а в группу грамотрицательных – 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae и Pseudomonas 
aeruginosa. Проведение ФДИ на чистых культурах вы
деленных микроорганизмов позволило подобрать необ
ходимые параметры облучения, такие как время инку
бации с ФС, время облучения и мощность воздействия. 
Оптимальное время инкубации с ФС для обеих групп 
бактерий составило 15 мин., время облучения 9 мин., 
что было показано нами ранее в экспериментах [9]. 
Выходная мощность варьировала от 150 мВт для всех 
грамположительных и до 450 мВт для грамотрицатель
ных бактерий, в зависимости от вида микроорганизма. 
Так инактивация грамположительных бактерий с ис
пользованием данных параметров осуществлялась до
статочно успешно, что не наблюдалось в эксперимен
тах с грамотрицательными патогенами. Для повышения 
эффективности проникновения ФС в клеточную стенку 

Рисунок 1. Схема проведения ФДИ бактерий
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к суспензии бактерий добавляли смесь ФС с неионным 
детергентом Triton X100. Данная модификация позво
лила повысить эффективность ФДИ в 2 раза (Рисунок 2).

Такая модификация использовалась далее для про
ведения ФДИ на чистых культурах бактерий и образцах 
нативной мочи пациентов. Применение сочетанного дей
ствия ФС с детергентом показало эффективность ФДИ 
чистых культур основных уропатогенов (Рисунок 3).

Так логарифмический показатель снижения КОЕ для 
штаммов грамположительных бактерий составил от 5 до 
6, что соответствует инактивации 99,999–99,9999% 
бактериальных клеток в образце. Для грамотрицатель
ных штаммов этот показатель был чуть ниже и варьиро
вал от 4 до 5,5, что, тем не менее, соответствует инак
тивации 99,99–99,999% КОЕ бактерий.

При проведении ФДИ на образцах нативной мочи 
было показано, что значения показателя логарифми
ческого снижения КОЕ сопоставимы с таковыми для 

аналогичных видов микроорганизмов, воздействие на 
которые осуществлялось в чистой культуре. Для микро
организмов, не исследованных в чистой культуре, дан
ные значения также были высокими (Рисунок 4).

Обсуждение

Многие инфекционные заболевания в  настоящее 
время контролируются с помощью антибиотиков. Од
на ко растущая лекарственная устойчивость ко всем 
классам антибиотиков означает, что необходимы аль
тернативные методы лечения. Здесь мы оценили эффек
тивность ФДИ уропатогенных микроорганизмов и опре
делили возможность клинического применения этого 
подхода для профилактики инфекционных осложнений 
МКБ. Мы обнаружили, что ФДИ обладает антимикроб

Таблица. Спектр микроорганизмов, обнаруженных в образцах 
нативной мочи пациентов с уроинфекциями (% от общего 
числа проб)

Порядок/
Семейство Род Вид микроорганизма

Частота 
встречае-
мости, %

Enterobacterales Escherichia Escherichia coli 23

Klebsiella Klebsiella pneumoniae 9

Klebsiella oxytoca 5

Klebsiella planticola 2

Klebsiella aerogenes 2

Citrobacter Citrobacter 
amalonaticus

5

Citrobacter diversus 2

Citrobacter freundii 2

Enterobacter Enterobacter 
amnigenus

2

Enterobacter cloacae 2

Serratia Serratia grimesii 2

Staphylococcaceae Staphylo
coccus

Staphylococcus aureus 9

Staphylococcus 
epidermidis

5

Staphylococcus 
intermedius

5

Staphylococcus 
xylosus

5

Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus faecium 7

Enterococcus faecalis 2

Pseudomona
daceae

Pseudomonas Pseudomonas 
aeruginosa

9

Рисунок 2. Влияние Тriton X100 на эффективность ФДИ 
Escherichia coli (150 мВт) (p ≤ 0,05)

Рисунок 3. Эффективность ФДИ уропатогенов с использованием 
Фотодитазина и Triton X100 в чистой культуре 
(450 мВт)

Рисунок 4. Значения логарифмического показателя снижения 
КОЕ бактерий в нативной моче пациентов 
с уроинфекциями
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ным эффектом на микроорганизмы, как в выделенных чи
стых культурах, так и в их естественной среде обитания.

При анализе спектра микроорганизмов, присутству
ющих в моче пациентов было показано, что в каждой 
четвертой пробе обнаруживались представители родов 
Escherichia и Staphylococcus, что позволяет отнести их 
к наиболее распространенным инфекционным агентам 
среди уропатогенов. Этот факт легко объясняется посто
янным присутствием данных бактерий в составе микро
биоты толстого кишечника, часть представителей кото
рой является условнопатогенными микроорганизмами и 
легко может вызывать гнойные и воспалительные забо
левания при попадании в мочевыводящие пути. Среди 
основных возбудителей уроинфекций также можно на
звать виды E. coli, K. pneumoniae, S. aureus и P. aeru
gi nosa. Данный спектр вполне согласуется с информа
цией представленной другими исследователями [10]. 

Чувствительность к ФДИ микроорганизмов в чистых 
культурах была ранжирована следующим образом в со
ответсвии со значением показателя логарифмического 
снижения КОЕ: E. faecium > S. aureus > K. pneumoniae 
> P. aeruginosa > E. coli. 

Ранее исследователями было показано, что при фо
тоинактивации грамположительных и грамотрицатель
ных микроорганизмов работают разные механизмы. 
Так, ФДИ грамположительных микроорганизмов проте
кает только по II типу реакции с образованием синглет
ного кислорода, в то время как биоцидная ФДИ гра
мотрицательных бактерий последовательно включает в 
себя оба этапа. В первую очередь запускается реакция 
типа I, изменяющая проницаемость клеточной стенки, 
затем присоединяется реакция типа II, вызывающая ги
бель клетки [8]. Меньшая чувствительность грамотри
цательных бактерий объясняется особенностями строе
ния их клеточной стенки. Наличие у грамотрицательных 
бактерий наружной мембраны с большим количеством 
отрицательно заряженных молекул липополисахаридов 
затрудняет взаимодействие ФС с бактериальной клет
кой за счет электростатического отталкивания. Для по
вышения эффективности могут быть использованы по
ложительно заряженные ФС либо буферные растворы 
с двухвалентными катионами, снимающими отрицатель
ный заряд с наружной мембраны [8]. В своей работе мы 
используем неионный детергент Triton X100, который 
в концентрациях до 0,19 мМ позволяет повысить про
ницаемость мембраны эукариотических клеток, не при
водя к необратимым изменениям [11]. Проведенные 
эксперименты подтвердили значительное увеличение 
показателя логарифмического снижения КОЕ при ФДИ 
в присутствии Triton X100 (Рисунок 2).

Однако наибольшее значение имеет эффективность 
данного метода в условиях естественного обитания ми
кроорганизмов. Поскольку в моче присутствует большое 
количество солей, различных белковых составляющих, а 
также частиц эпителия, приводящих к изменению значе
ний pH. Ранее было показано, что значение pH оказы
вает влияние на эффективность ФДИ. Оптимум pH для 
ФДИ лежит в кислом диапазоне для грамположительных 
микроорганизмов и в щелочном – для грамотрицатель
ных [12]. Проведенные нами эксперименты на образцах 
нативной мочи показали сопоставимые с чистыми куль
турами микроорганизмов значения показателя логариф
мического снижения КОЕ. Отсутствие разницы в эффек
тивности ФДИ бактерий в моче и в буферном растворе 
обусловлено использованием Triton X100, который обе
спечивает повышение проницаемости мембраны за счет 
образования пор. Также необходимо отметить, что нали
чие таких факторов, как слизистый чехол у P. aeruginosa 
или капсула у K. pneumoniae, усложняющих проникнове
ние ФС в клетку, не приводит к снижению эффективно
сти ФДИ при использовании Triton X100. Используемые 
в работе ФС и лазерный аппарат уже имеют разреше
ния для клинического использования при лечении онко
логических процессов и могут быть адаптированы для 
профилактики инфекционных осложнений МКБ, что по
зволит значительно сократить путь от эксперименталь
ных исследований до клинического применения техноло
гии ФДИ. Стоит отметить, что ФДИ вряд ли полностью 
заменит антибиотикотерапию, но может помочь оптими
зировать лечение. Необходимо проведение исследова
ний на животных моделях, чтобы установить оптималь
ные параметры воздействия, прежде чем исследователи 
смогут приступить к клиническим испытаниям и возмож
ному клиническому применению.

Заключение

В данной работе показана эффективность ФДИ в со
четании с Фотодитазином и Triton X100 в отношении 
основных представителей уропатогенных микроорганиз
мов. Важно отметить, что воздействие было эффектив
ным как в случае изолированных чистых культур, так и 
микроорганизмов в нативной моче. В совокупности, по
лученные данные свидетельствуют о том, что ФДИ яв
ляется многообещающим методом для профилактики 
инфекционных осложнений при заболеваниях мочевы
делительной системы.

Исследование поддержано грантом РНФ № 2115
00371.
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