
Введение

Раневая инфекция всегда представляла
собой сложную задачу в выборе методики лече-
ния, а с увеличением количества внутриболь-
ничных штаммов микроорганизмов, рези-
стентных к антибиотикам, стала весьма серь-
езной проблемой. Одним из наиболее частых
возбудителей раневых инфекций являются
бактерии Pseudomonas aeruginosa, которые яв-
ляются одним из шести видов самых опасных
бактерий – возбудителей нозокомиальных ин-
фекций, объединенных термином “ESKAPE”
(аббревиатура из первых букв Enterococcus fae-
cium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, En te ro bac ter) [1].

Удельный вес хирургических и ожоговых
больных в общей структуре внутрибольничных
инфекций достигает 85 %. На их долю прихо-
дится половина всех встречающихся осложне-

ний, при этом риск летального исхода у этих
пациентов в 7 раз выше по сравнению с подоб-
ными по возрасту и полу больными. При внут-
рибольничных инфекциях, вызванных P. aeru -
gi no sa, возбудитель локализуется, главным об-
разом, в ранах, преимущественно ожоговых.
Наиболее частые клинические формы этой ин-
фекции – нагноение раны, сепсис. Течение ин-
фекций очень тяжелое, выраженный фаталь-
ный характер носят септицемии, со про вож -
даю щие ся в 35–75 % случаев летальным исхо-
дом. После хирургического вмешательства раз-
витие раневой инфекции происходит нередко в
тканях, которые в норме являются стерильны-
ми, поэтому все пациенты восприимчивы к
развитию синегнойной инфекции. Генетиче-
ское внутривидовое разнообразие P. aeru gi no sa
не позволяет рассчитывать на высокую профи-
лактическую эффективность иммунизации па-
циентов перед плановыми оперативными вме-
шательствами [2].
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Даже сегодня, когда стало возможным
выполнение сложнейших реконструктивных
операций и трансплантации органов, хирурги-
ческая инфекция остается одной из актуаль-
ных проблем медицины. Сложность лечения
инфицированных ран и высокая летальность
определяют актуальность внедрения в практи-
ку стационаров хирургического и ожогового
профиля эффективных, альтернативных тра-
диционным, способов профилактики и лечения
раневых инфекций, к которым бактерии не
способны легко развить устойчивость.

Хромофоры P. aeruginosa
как факторы вирулентности

P. aeruginosa является оппортунистиче-
ской грамотрицательной бактерией, это выра-
женный хемоорганотроф, строгий аэроб, про-
теолитическая активность сильно выражена.
Первое описание раневой инфекции, вызван-
ной синегнойной палочкой, принадлежит
A. Lucke (1862), первая вспышка внут ри боль -
нич ной инфекции, вызванной P. аeruginosa, за -
ре гист ри ро ва на в 1897 г.

Подавляемое большинство штаммов
Р. аeru gi no sa одновременно синтезируют два
хромофора: пиоцианин синего цвета и пиовер-
дин, флюоресцирующий в ультрафиолетовом
свете желто-зеленый пигмент. Пиоцианин яв-
ляется мощным окислителем, пиовердин про-
являет признаки антиоксиданта. Некоторые
штаммы бактерий P. aeruginosa могут времен-
но или полностью утратить пигментацию.

Ранее пиоцианин и пиовердин игнориро-
вались как бактериальные вторичные метабо-
литы, но позже была обнаружена их связь с тя-
жестью инфекций, вызываемых P. aeruginosa
[3]. Пиоцианин вызывает непосредственное по-
вреждение эпителиальных тканей, пиовердин
стимулирует производство и развитие биопле-
нок, пиовердин и пиоцианин обладают способ-
ностью к прямому гемолизу эритроцитов. Пио-
цианин легко проникает в клеточные мембра-
ны и при внедрении в клетки-мишени реагиру-
ет с GSH и NADH, вызывая генерацию актив-
ных форм кислорода, гидроксид-радикалов
(О2

–, OH–) и перекиси водорода H2O2. Результа-
том этих биохимических реакций является ин-
дукция окислительного стресса и последующая
гибель клеток-мишений. В клетках человека
пиоцианин ингибирует клеточное дыхание, ци-
лиарную функцию, а также инактивирует ката-

лазу – фермент, ответственный за разложение
перекиси водорода [4]. Пиоцианин ингибирует
пролиферацию фибробластов, которые в про-
дуктивной фазе заживления раны синтези-
руют мукополисахариды и протеиновые пред-
шественники коллагена, что отчасти объяс ня -
ет, как P. aeruginosa препятствует заживлению
ран [5].

Являясь строгим аэробом, P. аeruginosa
размножается и в отсутствии кислорода.
Ключевую роль в дыхательном метаболизме иг-
рает пиовердин, который относится к сидеро-
форам. Сидерофоры связывают внеклеточные
ионы Fe3+ в комплекс и в таком виде транспор-
тируют его в клетку бактерии. В клетке железо
восстанавливается до Fe2+, к которому сидеро-
форы имеют лишь незначительное сродство и
поэтому освобождают его [6]. Таким образом,
P. аeruginosa разрушает белки плазмы крови,
осуществляющих транспорт ионов железа, на-
нося им фатальный ущерб.

Пиоцианин обладает выраженным анти-
бактериальным действием, и в очагах вос па ле -
ния P. aeruginosa вступают в антагонистиче-
ские отношения с грамположительными и гра-
мотрицательными бактериями, подавляя рост
их популяций. При этом P. aeruginosa про-
являет устойчивость к собственному антибак-
териальному препарату. Устойчивость P. aeru gi -
no sa к высоким концентрациям пиоцианина
связана с наличием антиоксидантного ком-
плекса, включающего каталазу, супероксид-
дисмутазу, NADH-оксидазу, а также глутатион и
глутатионредуктазу – фермент, катализирую-
щий восстановление глутатиона из окисленной
формы в восстановленную и играющий важ-
ную роль в поддержании редокс-регуляции, вы-
полняя защитную функцию [7].

Фотоинактивация P. aeruginosa
ультрафиолетовым излучением

Ультрафиолетовое излучение (UVR) клас-
сифицируется по трем областям спектра: UVA
(315–400 нм), UVB (280–315 нм) и UVC
(100–280 нм). Эта классификация принята в
1987 г. в качестве стандарта Международной
организацией по стандартизации CIE (Commis-
sion Internationale de l’Eclairage). В последнее
время было предложено разделить UVA на UVA-
1 (340–400 нм) и UVA-2 (320–340 нм). Стандарт
CIE не всегда строго соблюдается, и некоторые
страны вносят небольшие изменения. Напри-
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мер, в США диапазон UVC определяется как
200–280 нм, а промышленный стандарт Герма-
нии (DIN 5031) определяет UVA как излучение
между 315 и 380 нм.

Основными источниками искусственного
ультрафиолетового излучения являются ртут-
ные, металлогалогенные, ксеноновые, экси-
плексные и эксимерные газоразрядные лампы,
светодиоды, лазерные диоды и лазеры. Много-
численные эпидемиологические исследования
подтверждают опасность неконтролируемого
воздействия ультрафиолетового излучения, ко-
торое является основным фактором, связан-
ным с индукцией и прогрессированием рака
кожи [8–14]. В связи с этим, в 1989 г. Междуна-
родным комитетом по неионизирующему из-
лучению было разработано руководство по
максимальным пределам воздействия UVR, где
каждая длина волны ультрафиолетового спек-
тра регламентируется предельно допустимой
дозой облучения кожи, выражаемой в едини-
цах Дж/м2. Это руководство постоянно допол-
няется и переиздается [15].

В РФ, согласно Руководству Р 3.5.1904-04,
бактерицидным действием обладает ультра-
фиолетовое излучение с диапазоном длин волн
205–315 нм, которое проявляется в деструк-
тивно-модифицирующих фотохимических по-
вреждениях ДНК клеточного ядра микроорга-
низма, что приводит к гибели микробной клет-
ки в первом или последующем поколении [16].

Для обеззараживания воздуха и поверх-
ностей в помещениях наибольшее распростра-
нение получили ртутные лампы низкого давле-
ния с длиной волны излучения 253,7 нм. В Ру-
ководстве Р 3.5.1904-04 приведены экспери-
ментально полученные значения поверхност-
ной бактерицидной дозы, обеспечивающей до-
стижение эффективности обеззараживания до
99,9 % при облучении микроорганизмов
излучением с длиной волны 254 нм от ртутной
лампы низкого давления (РЛНД). Для дикого
штамма P. aeruginosa эта доза составляет
105 Дж/м2, что в 1,75 раза превышает предель-
но допустимую дозу облучения кожи человека
60 Дж/м2 для данной длины волны.

В опубликованном Л. Лаврентьевой с со-
авт. исследовании бактерицидного действия
ультрафиолетового излучения эксимерных и
эксиплексных ламп [17], сопоставимым с РЛНД
бактерицидным эффектом обладала XeBr-экси-
лампа с максимумом интенсивности на 282 нм.
При облучении бактерий рода Pseudomonas до-
стижение бактерицидной эффективности

обеззараживания до 99,9 % было обеспечено
дозой 110 Дж/м2, что в 3 раза превышает
предельно допустимую дозу 36 Дж/м2 для дан -
ной длины волны.

J. Bak et al. исследовали потенциал све-
тоизлучающих диодов LED UVC на 265 нм для
дезинфекции катетерных трубок, за гряз нен -
ных искусственно биопленкой P. aeruginosa
[18]. Концентрация клеток P. aeruginosa на
контрольных образцах биопленок находилось в
диапазоне 5·105–1,3·109 КОЕ/мл. Показатель
дезинфекции 99,99 % был достигнут об лу че ни -
ем дозой 78 Дж/м2, что в 2 раза превышает
предельно допустимую дозу 37 Дж/м2 для дан-
ной длины волны.

В нескольких клинических исследова-
ниях был продемонстрирован антимикробный
эффект UVC при терапии хронических
инфицированных язв.

В 1965 г. H. Freytes et al. был исследован
эффект UVC излучения на 254 нм при лечении
индолентных язв у трех пациентов [19]. У всех
пациентов отмечалось уменьшение размера
ран с образованием грануляционной ткани.

В исследовании с использованием бес -
шерст ных мышей H. Sterenborg et al. сравнива-
ли канцерогенный эффект UVC (254 нм) с
канцерогенностью UVB (313 нм) [20]. Группы
мышей облучались UVC или UVB ежедневно
дозой 57,5–460 мДж/см2. Во всех группах у
большинства животных на определенном этапе
эксперимента было обнаружено большое коли-
чество опухолей. Подавляющее большинство
классифицировалось как плоскоклеточный
рак. Независимо от ежедневных доз, используе-
мых в эксперименте, UVC оказался менее
канцерогенным, чем UVB.

T. Thai et al. на трех пациентах
исследовали действие UVC излучения 254 нм
при лечении язвенных поражений кожи, инфи-
цированных метициллин-резистентным
Staphylococcus aureus (MRSA) [21]. UVC излуче-
нием воздействовали на рану в течение 180 с,
плотность мощности составляла
15,54 мВт/см2 (соответствует дозе 2,8 Дж/см2

при допустимом значении 6 мДж/см2). Под воз-
действием излучения уменьшалось относи-
тельное количество бактерий в ранах, что об-
легчало заживление ран у всех пациентов.

Несмотря на положительные результаты
заживления ран под воздействием UVC из лу че -
ния на 254 нм, никто пока не сообщил о каких-
либо результатах в отношении отдаленных по-
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следствий. Поэтому необходимы долгосрочные
исследования, чтобы найти потенциальные по-
бочные эффекты или доказать их отсутствие
при клиническом использовании излучения с
этим диапазоном длин волн.

Предполагается, что разумное воздей-
ствие UVC излучения может быть полезным
для заживления ран и восстановления целост-
ности кожного покрова. Однако необходимость
превышения предельно допустимых доз облу-
чения для инактивации практически всех ви-
дов микроорганизмов, не позволяет использо-
вать UVC и UVB для лечения инфицированных
ожоговых и хирургических ран. Возникает не-
обходимость в определении другого спектра
действия, который, инактивируя патогенные
микроорганизмы, не будет представлять угрозу
для ДНК и клеток тканей человека.

Практически все бактерии вы ра ба ты ва -
ют пигменты, например: P. aeruginosa – пио -
циа нин и пиовердин, S. aureus – стафилоксан-
тин и т.д.; продуктами метаболизма бактерий
являются порфирины и флавины. Эти эндоген-
ные хромофоры поглощают излучение UVA и
видимого фиолетово-синего диапазонов спек-
тра.

Предельно допустимые дозы облучения
UVA диапазона довольно высоки и уве ли чи ва -
ют ся с 104 Дж/м2 для длины волны 315 нм до
1,5·106 Дж/м2 для длины волны 400 нм. По-
явление коммерчески доступных светодиодов и
лазерных диодов, излучающих в UVA диапазо-
не спектра, открывает новые возможности для
исследований с целью создания фототерапев-
тических медицинских приборов для эффек-
тивного лечения раневых инфекций.

Фотоинактивация P. aeruginosa
излучением диапазона 400–420 нм

Противомикробное действие излучения
диапазона 400–420 нм в последнее время при-
влекает много внимания. Излучение коротко-
волнового видимого диапазона спектра имеет
явное преимущество перед излучением UVC и
UVB в связи с общепризнанными рисками по-
вреждения кожи и развития раковых заболева-
ний вследствие воздействия ультрафиолета.
Если сравнивать с фотодинамической терапи-
ей, то в данном случае нет необходимости в ис-
пользовании экзогенных фотосенсибилизато-
ров, доставка которых к глубоко залегающей в
ткани биопленке является довольно затрудни-

тельной. И хотя исследования находятся в за-
чаточном состоянии, проведенные экспери-
менты in vitro и in vivo по инактивации клини-
чески значимых изолятов бактерий, характе-
ризующихся резистентностью к антибиоти-
кам, позволяют предполагать, что технология
фототерапии с использованием излучения
диапазона 400–420 нм может быть весьма пер-
спективна для профилактики и лечения ожого-
вых и хирургических раневых инфекций.

Точный механизм, лежащий в основе ан-
тибактериальных эффектов фиолетового диа-
пазона спектра, пока не до конца понят. Одна
из гипотез предполагает поглощение из лу че -
ния диапазона 400–420 нм продуцируемыми
бактериями порфиринами, которые являются
внутриклеточными светочувствительными
хромофорами. В результате фотохимической
реакции образование цитотоксических реак-
ционноспособных форм кислорода (ROS) при-
водит к разрушению цитоплазматической мем-
браны и ДНК бактерий.

В исследованиях in vitro и in vivo по
инактивации P. aeruginosa ATCC 19660 (штамм
180), R. Amin et al. использовали светодиодную
матрицу с центральной длиной волны
излучения 415 нм [22]. Проведя предваритель-
но анализ методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии, они установили, что
P. aeruginosa ATCC 19660 продуцирует эндоген-
ный копропорфирин III, который, как предпо-
ложили, и ответственен за образование ROS
под воздействием излучения на 415 нм. В экс-
периментах in vitro суспензию P. aeruginosa с
плотностью популяции 108 КОЕ/мл подвергали
воздействию излучения на 415 нм. Подавление
бактериальной активности на 3.54 log10 было
достигнуто после воздействия излучения дозой
48 Дж/см2 (40 мин при плотности излучения
20 мВт/см2).

Для исследований in vivo R. Amin et al. ис-
пользовали мышей инбредной линии BALB/c.
Перед бактериальной инокуляцией мышам де-
лали инъекции циклофосфамида, обладающе-
го выраженным иммуносупрессивным дей-
ствием, что делало мышей более уязвимыми
для инфекции. Мышей анестезировали, удали-
ли часть эпидермиса, создавая рану 1×1 см,
после чего в рану инокулировали 50 мкл бакте-
риальной суспензии, содержащей
4·107 КОЕ/мл популяции P. aeruginosa. Для мо-
ниторинга в реальном масштабе времени сте-
пени зараженности мышей использовалась
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биолюминесцентная визуализация. Через
30 мин после бактериальной инокуляции на
рану воздействовали излучением на 415 нм
дозой 48 Дж/см2 (8 мин при плотности из лу че -
ния 100 мВт/см2), при этом бактериальная лю-
минесценция была полностью устранена.

Используя источник излучения с длиной
волны 405 нм, G. Fila et al. исследовали анти-
бактериальный эффект фиолетового диа па зо -
на спектра на 15 штаммах P. aeru gi no sa (штам-
мы дикого типа, клинические изоляты, чув-
ствительные к лекарственным средствам, и
изоляты с лекарственной устойчивостью) [23].

При воздействии на клеточные сус пен -
зии, содержащие 108 КОЕ/мл P. aeruginosa,
дозой 50 Дж/см2 (15,7 мВт/см2, λ=405 нм,
длительность облучения 53 мин) наблюдалось
снижение жизнеспособности ми кро ор га низ -
мов на >5 log10, независимо от их чувствитель-
ности к лекарственным препаратам. В процес-
се экспериментов также анализировали и ко-
личественно определяли пиоцианин во всех
изолятах P. aeruginosa. Количество пиоциани-
на значительно уменьшалось под воз дей стви -
ем излучения на 405 нм, при этом было отмече-
но, что мутантные штаммы, которые не могли
продуцировать пиоцианин, демонстрировали
более высокую восприимчивость к воз дей -
ствию излучения на 405 нм, чем штаммы, про-
дуцирующие пиоцианин.

Исследовалось также последовательное
воздействие излучения на 405 нм и введение
антибиотиков на P. aeruginosa. После предва-
рительного воздействия излучения дозой
12,5 Дж/см2 на клеточные суспензии, со дер жа -
щие 108 КОЕ/мл P. aeruginosa, и последующего
введения цефтазидима в 6 раз ниже минималь-
ной ингибирующей концентрации, колонии
бактерий были полностью уничтожены, и по-
вторный рост не наблюдался через 24 ч.

Результаты этих исследований демон-
стрируют способность излучения 405 нм эф-
фективно инактивировать пиоцианин и умень-
шать тяжесть локальной инфекции, вы зы вае -
мой P. aeruginosa. G. Fila et al. предположили,
что пиоцианин является основной мишенью
для фотоинактивации P. aeruginosa. Кроме то-
го, в процессе фотоинактивации участвуют
внеклеточные фракции эндогенных порфири-
нов.

Анализ хромофоров, потенциально
ответственных за 
фотоинактивацию P. aeruginosa

Нами были проанализированы
продуцируемые P. aeruginosa хромофоры – по-
тенциальные участники фотоинактивации
бактерии и их спектры поглощения. С целью
определения длин волн, наиболее эффектив-
ных для возникновения и поддержания фото-
химической реакции, была использована ин-
формация о спектрах поглощения основных
хромофоров P. aeruginosa из ранее опублико-
ванных источников [24–28]. Сравнивая спек-
тры эмиссии источников излучения со спек-
трами поглощения продуцируемых P. aeru gi no -
sa пигментных веществ, можно установить
связь между поглощенной хромофором энерги-
ей излучения (дозой Дж/см2) и величиной сни-
жения популяции (log10), параметра, отражаю-
щего эффективность воздействия.

В экспериментах in vitro R. Amin et al.
суспензию P. aeruginosa с плотностью по пу ля -
ции 108 КОЕ/мл подвергали воз дейст вию из лу -
че ния 415 нм. Подавление бактериальной
активности на 3,54 log10 было достигнуто после

воздействия излучения дозой 48 Дж/см2

(40 мин при плотности излучения 20 мВт/см2)
[22].

Как было указано выше, используя источ-
ник излучения с длиной волны 405 нм, G. Fila
et al. воздействовали на клеточные суспензии,
содержащие 108 КОЕ/мл P. aeruginosa, дозой
50 Дж/см2 (15,7 мВт/см2 при длительности
облучения 53 мин), наблюдая снижение жиз не -
спо соб нос ти микроорганизмов на >5 log10, не-
зависимо от их чувствительности к лекарст-
венным препаратам.

Сравнивая результаты работ [22] и [23],
несложно заметить, что эффективность инак-
тивации под воздействием излучения с длиной
волны 405 нм выше, чем под воздействием
излучения на 415 нм.

Анализируя спектр поглощения копро-
порфирина III, как возможного хромофора, уча-
ствующего в фотоинактивации популяции
P. aeruginosa, можно прийти к следующему за-
ключению: полоса поглощения с пиком на
392 нм захватывает диапазон 405–415 нм, при
этом длина волны на 405 нм поглощается более
интенсивно, чем длина волны на 415 нм
(рис. 1).
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Пиоцианин тоже можно рассматривать
как хромофор, участвующий в фото ин акти ва -
ции P. aeruginosa, хотя его полоса поглощения с
максимумом на 378 нм лишь незначительно
захватывает диапазон 405–415 нм (рис. 2).

Мы не исключаем возможность участия в
фотохимической инактивации P. aeruginosa
еще одного хромофора – пиовердина, имеюще-
го полосу поглощения в ультрафиолетовой
области спектра с максимумом на 385 нм
(рис. 3).

Несмотря на то, что излучение 405 и
415 нм попадает лишь в край полосы поглоще-
ния копропорфирина III и пиоцианина,
эффективность инактивации P. aeruginosa
можно объяснить высокой энергией фотонов,
участвующих в фотохимических реакциях:
3,10 эВ (405 нм) и 2,99 эВ (415 нм).

Заключение

Эксперименты описанные в [22] и [23],
продемонстрировали бактерицидную эф фек -
тив ность излучения 405 и 415 нм в отношении
P. aeruginosa, и это указывает на высокий по-
тенциал фиолетовой области спектра для лече-
ния раневых инфекций. Однако, исходя из
спектров поглощения копропорфирина III и

пиоцианина, мы предполагаем, что наиболее
эффективным для фотоинактивации
P. aeruginosa будет излучение UVA в диапазоне
380–390 нм. Конечно, данное предположение
требует экспериментального подтверждения,
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Рис. 1. Спектр поглощения копропорфирина III,
растворитель – эфир, λmax=392 нм

Рис. 2. Спектр поглощения пиоцианина, измерен-
ный на бактериальных фильтратах P. aeruginosa,
λmax=311 нм и 378 нм

Рис. 3. Спектр поглощения свободного пиовердина,
λmax=385 нм



поскольку спектр инактивирующего действия
in vivo может отличаться от спектров поглоще-
ния выделенных в чистом виде хромофоров.
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PHOTOINAСTIVATION OF ANTIBIOTIC-RESISTANT STRAINS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA
N.I. Faskhutdinova, O.V. Kuzmin

Kuban State University, Krasnodar, Russia
Antibiotic resistance of pathogenic microorganisms is an escalating healthcare problem requiring rap-
id development of alternatives to traditional means of fighting with infection. Surgery may constitute
immediate life-threatening situation for a patient because there is always a risk of infection generaliza-
tion by microorganisms resistant to antimicrobial agents. One of the solutions for treatment and pre-
vention of wound infections is near infrared ultraviolet and visible radiation within the spectrum range
of 400–420 nm.
This article is analytical, its purpose is to define a wavelength range for the efficient photoinactivation of
Pseudomonas aeruginosa, one of the most common agents of nosocomial wound infections.
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