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КОМБІНАЦІЯ ГІДРОГЕЛЮ, ТОЛУЇДИНОВОГО СИНЬОГО ТА СВІТЛА 600 НМ  

ДЛЯ ІНАКТИВАЦІЇ STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN VITRO 
 

Порушення цілісності шкірних покривів супроводжується бактеріальною контамінацією новоутвореної рани. За-
соби, спрямовані на запобігання та лікування інфекції відкритих ран, передбачають мінімізацію забруднення пошко-
джених тканин і прискорення їхньої регенерації. З появою антибіотикорезистентних штамів розпочався пошук аль-
тернативних способів інактивації мікроорганізмів. Використання фотосенсибілізаторів з максимумами поглинання в 
червоній та інфрачервоній ділянках спектра дозволяє мінімізувати світлове навантаження на тканини, зберігаючи 
водночас необхідні бактерицидні ефекти. Метою досліджень є з'ясування ефективності поєднання гідрогелів із то-
луїдиновим синім (ТС) й опромінення світлом 600 нм для інгібування in vitro зростання Staphylococcus aureus. Після 
3 год інкубації гідрогелів з ТС у водному розчині не спостерігається формування рівноважного стану. Протягом цьо-
го часу відбувається десорбція 57 % ТС з гідрогелю поліакриламід (ПАА) і 43 % – декстран-поліакриламід (Д-ПАА). Шви-
дкість процесу залежить від типу полімеру. Десорбція проходить на 30 % швидше для Д-ПАА ніж ПАА. Опромінення 
суспензії S. aureus світлом 600 нм сприяє зниженню кількості колонієутворювальних одиниць (КУО) на 25 % за дози 
вище 4 Дж/мл. За короткої експозиції гідрогелів (20 хв) у суспензії мікроорганізмів та їхнього опромінення світлом 
600 нм відбувається зниження кількості КУО на 33 % за використання ПАА та на 15 % – Д-ПАА. Після 50 хв бактерици-
дна активність для ПАА практично не змінюється, а для Д-ПАА показник становить 35 %. Подальше збільшення три-
валості інкубації до 80 хв забезпечує збільшення ефекту до 50 % для Д-ПАА. Отже, систему Д-ПАА із ТС у поєднанні зі 
світлом 600 нм можна використовувати з метою інактивації S. aureus. 

Ключові слова: фотоінактивація бактерій, толуїдиновий синій, поліакриламід, декстран-поліакриламід, фотоди-
намічна терапія.  
 

Вступ. Порушення цілісності шкірних покривів су-
проводжується бактеріальною контамінацією новоутво-
реної рани. За відсутності факторів ризику, таких як 
порушення кровотоку, артеріальна недостатність, вено-
зна гіпертензія, цукровий діабет та інших, імунна сис-
тема здатна знешкодити мікроорганізми і сприяти нор-
мальній регенерації тканин [1]. Хронічні рани характе-
ризуються тривалим запаленням, порушеним ремоде-
люванням мактриксу, дефектною реепітеліалізацією й 
іншими процесами, що є індивідуальними [2]. Крім того, 
спостерігаємо взаємодії між бактеріями в рані й органі-
змом. Вони варіюють від забруднення через колоніза-
цію до розвитку місцевої інфекції, а в гіршому варіанті – 
до запалення підшкірних тканин і сепсису [3]. Засоби, 
спрямовані на запобігання та лікування бактеріальної 
інфекції відкритих ран передбачають мінімізацію бакте-
ріального забруднення пошкоджених тканин і приско-
рення їхньої регенерації [4]. Із цією метою часто вико-
ристовують методи ізоляції рани від навколишнього 
середовища та їхню обробку антисептичними засоба-
ми. Проте широке застосування антибіотиків ініціювало 
виникнення і поширення резистентних штамів мікроор-
ганізмів [5]. Альтернативним методом є фотодинамічна 
терапія – селективний метод знешкодження клітин-
мішеней без негативних ефектів на оточуючі ткани-
ни [6]. Однією з переваг такого підходу є відсутність 
резистентності та селективності щодо різних штамів 
мікроорганізмів. Метод передбачає присутність у кліти-
нах-мішенях ендогенних або екзогенних фотосенсибілі-
заторів, які за поглинання світла певних довжин хвиль 
здатні ініціювати процеси, що пошкоджують життєво ва-
жливі внутрішньоклітинні структури [7–9]. Цільова доста-
вка та підтримка необхідної кількості фотосенсибілізато-
ра в рані дозволяє мінімізувати навантаження на орга-
нізм і підвищити ефективність методу [10]. Як носії вико-
ристовують полімерні матеріали різного складу та струк-
тури, що здатні утримувати біологічно активні сполуки та 
вивільняти їх [11–14]. Гідрогелі поєднують у собі багато 
корисних властивостей: високий уміст води, біосуміс-
ність, низьку токсичність, сорбційну здатність тощо, які 
прискорюють загоєння ран [15, 16].  

Використання фотосенсибілізаторів із максимумами 
поглинання в червоній та інфрачервоній ділянках спек-

тра дозволяє мінімізувати світлове навантаження на 
тканини, зберігаючи водночас необхідні бактерицидні 
ефекти [17]. Одними з найдоступніших фотосенсибілі-
заторів такого типу є метиленовий синій і ТС. Останній 
застосовують з метою інактивації патогенних мікроор-
ганізмів ротової порожнини [18], очей [19, 20], руйну-
вання біоплівок [21]. Перевагами поєднання гідрогелів і 
фотосенсибілізаторів є підтримка терапевтичної конце-
нтрації фармакологічно активної речовини в рані та 
запобігання контакту пошкоджених тканин із навколиш-
нім середовищем [22].  

Метою досліджень є з'ясування ефективності поєд-
нання гідрогелів із ТС й опромінення світлом 600 нм 
для інгібування in vitro росту Staphylococcus aureus. 

Матеріали й методи. У дослідженнях використано 
гідрогелі на основі ПАА та Д-ПАА з варіюванням кілько-
сті зшиваючого агента N,N′-метилен-біс-акриламіду 
0,4 % [23]. Для синтезу використовували декстран від 
Fluka з Mw = 500 105 г/моль, акриламід від Sigma-
Aldrich, N,N′-метилен-біс-акриламід від Sigma-Aldrich. 
Cинтез гідрогелів детально описано у праці О. Надтоки 
з колегами [23].  

Для оцінки швидкості дифузії ТС у досліджених гід-
рогелях використовували розчин барвника в концент-
рації 30 мкг/мл, що має максимум поглинання 600 нм.  

Насичення матеріалу (1 г) проводили у 25 мл 
30 мкг/мл ТС протягом 24 год. Використовували гідра-
тований гідрогель. Розраховували кількість барвника, 
що адсорбувався гідрогелем. Для цього фотометрично 
(ULAB 102 UV) визначали концентрацію ТС в розчинах 
інкубації після 24 год. Вимірювання дифузії ТС із гідро-
гелів проводили з інтервалом 10 хв протягом 180 хв. 
Відношення гідрогелю до води – 1 : 4. Для визначення 
швидкості виходу барвника проводили розрахунок 
першої похідної рівняння наростання концентрації в 
розчині інкубації з часом. Математичну обробку отри-
маних результатів виконували за допомогою програми 
OriginLab 8.0. Повторність досліду тририкратна. 

Мікробіологічні дослідження. У дослідженнях вико-
ристовували дикі штами Staphylococcus aureus, отри-
мані на елективному середовищі жовтково-сольового 
агару такого складу (%): м'ясо-пептонний агар (МПА) – 
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70 (v/v), хлорид натрію – 10 (v/w), жовткова емульсія в 
0,9 % NaCl – 20 (v/v), рН7,3 (рН-метр pH-150 МІ). 

Оцінку бактерицидної активності гідрогелів із ТС за 
опромінення світлом 600 нм проводили в суспензії  
S. aureus, що перебували в середовищі Мюллера – 
Хінтона № 2 такого складу (г/л): гідролізат казеїну – 
17,5 г/л, гідролізат серця – 2 г/л, крохмаль водорозчин-
ний (ЧДА) – 1,5 г/л, рН 7,3 (рН-метр pH-150 МІ). Почат-
кова кількість КУО в суспензії перебувала в межах 8-
12*106/мл. До аліквоти суспензії (4 мл) додавали відпо-
відний гідрогель із ТС (1 г) й інкубували протягом 20, 50 
та 80 хв, після чого промінювали світлом 600 нм ("LIKA-
Led", Фотоніка Плюс, Україна) потужністю 0,1 Дж/с та 
дозою 5 Дж/мл. Антибактеріальну активність визначали 
шляхом порівняння кількості КУО в дослідних і парале-
льних контрольних варіантах, що перебували в анало-
гічних умовах без додавання гідрогелю й опромінення 

світлом. Підрахунок КУО проводили в камері Горяєва 
на мікроскопі Olympus BX53 з люмінесцентним бло-
ком X-CiteSeries 120 Q і камерою-детектором Olympus 
DP72. Суспензію попередньо фарбували розчином ак-
ридинового помаранчевого з кінцевою концентрацією 
барвника 0,001 % протягом 2 хв. Люмінесценцію дослі-
джували за довжини хвилі емісії – 530 нм.  

Математичну та статистичну обробку отриманих ре-
зультатів проводили за допомогою тестів Шапіро – Вілка 
(p >0,05) та Шеффе (ANOVA, p < 0,05) у програмному за-
безпеченні OriginLab 8.0. Повторність дослідів трикратна. 

Результати досліджень та їхнє обговорення. Со-
рбційні властивості гідрогелів. Гідрогелі ПАА та  
Д-ПАА здатні адсорбувати й утримувати більшу кіль-
кість ТС на 30 % та більш ніж у два рази відповідно ніж 
концентрація барвника в розчині (табл. 1). 

 
Таблиця  1. Сорбційні характеристики ТС гідрогелів ПАА і Д-ПАА 

Гідрогель 
Абсорбція ТС 24 год Десорбція ТС 180 хв 

Концентрація у розчині, 
мкг/мл 

Концентрація у гідрогелі, 
мкг/г 

Концентрація у гідрогелі, 
мкг/г Десорбція, % Швидкість 

десорбції, хв-1 

Контрольний 
розчин 29,2±1,2 – – – – 

ПАА 24,8±1,3 32,3±1,2 13,8±0,9 57,2 0,3559 
Д-ПАА 20,7±1,0 45,0±1,1 25,7±1,1 42,9 0,4840 

 
Після 3 год інкубації гідрогелів з ТС у водному роз-

чині формування рівноважного стану не спостерігаємо. 
Звідси можна зробити такий висновок: кількість адсор-
бованого барвника достатня для тривалого його виві-
льнення у водне середовище, що перевищує об'єм гід-
рогелю в чотири рази. Протягом цього часу відбуваєть-

ся десорбція 57 % від загальної кількості ТС у гідрогелі 
ПАА і 43 % – Д-ПАА (табл. 1). Швидкість процесу також 
залежить від типу полімеру. Десорбція проходить на 
30 % швидше для Д-ПАА ніж ПАА. Криві дифузії ТС із 
гідрогелів наведено на рис. 1. 
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Рис. 1. Приклад дифузії ТС у водний розчин із гідрогелів ПАА та Д-ПАА 
 

Отже, гідрогелі ПАА та Д-ПАА можуть слугувати 
джерелом ТС із можливістю його десорбції в навколи-
шнє середовище. 

Бактерицидна активність in vitro. Фотодинамічна 
терапія є альтернативним способом знешкодження па-
тогенних мікроорганізмів у ранах, виразках, запальних 
процесах очей і ротової порожнини [24]. Використання 
нетоксичних фотосенсибілізаторів і світла з довжинами 
хвиль понад 550–600 нм знижує навантаження на орга-
нізм за збереження необхідних бактерицидних ефектів. 
У процесі лікування відкритих ран важливою умовою є 
обмеження контакту пошкоджених тканин із навколиш-
нім середовищем, щоб запобігти бактеріальній контамі-
нації. Створення пов'язок з активними компонентами 

дозволяє прискорити процеси регенерації тканин, зни-
зити ризик розвитку запалення й інактивувати присутні 
мікроорганізми. Нами показано, що гідрогелі здатні ад-
сорбувати ТС у достатній кількості. Процес можливо 
контролювати завдяки зміні структури полімеру, що 
впливає і на швидкість десорбції. Це є важливим показ-
ником, оскільки забезпечується підтримка постійної 
кількості фотосенсибілізатора під гідрогелем. У попе-
редніх дослідженнями ми показали схожі залежності 
для метиленового синього [25]. 

Важливим елементом ФДТ є присутність ефективного 
фотосенсибілізатора, що здатен у процесі поглинання 
квантів світла ініціювати вільнорадикальні процеси, які 
порушують функціонування клітин. Ми перевірили придат-
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ність системи гідрогель-фотосенсибілізатор для фотоінак-
тивації S. Aureus у суспензії. Метод дозволяє імітувати 
відкриті рани з певною кількістю рідини, що є ідеальним 
середовищем розмноження мікроорганізмів. 

Опромінення суспензії S. aureus світлом 600 нм 
сприяє зниженню кількості КУО на 25 % за дози вище 

4 Дж/мл (рис. 2). Для подальших досліджень ми викорис-
тали дозу опромінення 5 Дж/мл. Ефект інактивації КУО 
можливий завдяки наявності в бактерій внутрішніх фото-
сенсибілізаторів, насамперед продуктів метаболізму пор-
фіринових структур, які у процесі поглинання світла здатні 
порушувати фізіологічно важливі біохімічні процеси. 
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Рис. 2. Бактерицидна дія світла видимого діапазону з довжиною хвилі 600 нм та енергією випромінювання 100 мДж/с  
на суспензію S. aureus за різної дози опромінення (m ± SD, n = 3, *p < 0,05) 

 
Для дослідження інактивації S. aureus за поєднання 

гідрогелів ПАА, Д-ПАА із ТС і світла 600 нм обрали ча-
сові проміжки 20 хв, що відповідає етапу швидкої дифу-
зії барвника зі структури гідрогелю, 50 хв – відповідно, 
кривих дифузії, дорівнює половині від максимальної 
концентрації ТС у розчині, 80 хв – близька до максима-
льної концентрація ТС з можливістю подальшої його 
десорбції з гідрогелю.  

За умови короткої експозиції гідрогелів у суспензії 
мікроорганізмів і подальшого їхнього опромінення світ-
лом 600 нм спостерігаємо зниження кількості КУО на 
33 % за використання ПАА та 15 % – Д-ПАА як носіїв 
ТС (рис. 3). Результати відповідають швидшій десорбції 
ТС з ПАА щодо Д-ПАА на початкових етапах перебу-
вання гідрогелів у водному розчині (рис. 1). Після 50 хв 
ефективність для ПАА практично не змінюється, а для 
Д-ПАА показник становить 35 % (рис. 2).  
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Рис. 3. Комплексна бактерицидна дія світла 600 нм дозою 5 Дж/мл (0,1 Дж/с) та ТС у гідрогелях ПАА та Д-ПАА  
на суспензію S. aureus за різної тривалості експозиції 20, 50, 80 хв (m ± SD, n = 3, *р < 0,05) 

 
Подальше зростання тривалості інкубації до 80 хв 

забезпечує збільшення бактерицидного ефекту до 50 % 
для Д-ПАА. Отже, з часом гідрогель Д-ПАА з ТС здатен 
формувати значно вищу концентрацію фотосенсибілі-
затора в розчині ніж ПАА. Таких показників можна дося-

гти за рахунок вищої сорбційної здатності та швидкості 
дифузії ТС зі структури гідрогелю. 

Світло 600 нм сприяє зниженню кількості мікроорга-
нізмів на 25 %. Це пояснюємо присутністю у бактеріа-
льних клітинах похідних порфіринів, що мають декілька 
максимумів поглинання [26]. Фотоінактивація мікроор-



~ 26 ~ В І С Н И К  Київського національного університету імені Тараса Шевченка ISSN 1728-3817 
 

 

ганізмів довгохвильовим світлом передбачає присут-
ність таких молекул у достатній кількості для забезпе-
чення необхідного ефекту [27]. Якщо ж концентрація 
низька, то необхідні значні дози опромінення, що мо-
жуть сягати сотень джоулів [28]. Такі енергії негативно 
впливають на тканини, викликаючи їхній нагрів, пору-
шення функціонування клітин, що призводить до апоп-
тозу та некрозу. Отже, зазначений підхід не є ефектив-
ним за інактивації мікроорганізмів у ранах. 

Застосування навіть незначних кількостей фотосен-
сибілізаторів підвищує бактерицидний ефект довгохви-
льового світла. Ми виявили: концентрація ТС, що ди-
фундує з гідрогелів, достатня для зниження КУО  
S. aureus до 50 % за дози опромінення 5 Дж/мл. За час 
інкубування гідрогелів у суспензії бактерій максимальна 
концентрація ТС становить 3,5–4 мкг/мл. Цієї кількості 
недостатньо для забезпечення токсичного ефекту на 
мікроорганізми та тканини людини, але за опромінення 
600 нм відбувається значне зниження концентрації 
КУО. Отже, комбінацію гідрогелю Д-ПАА з ТС можна 
використовувати для інактивації S. aureus.  

Висновки. Результати адсобції та десорбції ТС із 
гідрогелів ПАА та Д-ПАА  вказують на кращі характери-
стики ємності та швидкості дифузії фотосенсибілізатора 
з Д-ПАА на 30 %. Інкубування гідрогелів з ТС у суспензії 
Staphylococcusaureus протягом 80 хв й опроміненням 
світлом 600 нм дозою 5 Дж/мл сприяє зниженню кілько-
сті КУО до 50 %. Отже, систему Д-ПАА з ТС у поєднанні 
зі світлом 600 нм можна використовувати з метою інак-
тивації S. aureus. 
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КОМБИНАЦИЯ ГИДРОГЕЛЯ, ТОЛУИДИНОВОГО СИНЕГО И СВЕТА 600 НМ  
ДЛЯ ИНАКТИВАЦИИ STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN VITRO 

Нарушение целостности кожных покровов сопровождается бактериальной контаминацией новообразованной раны. Средства, 
направленные на предупреждение и лечение инфекции открытых ран, предусматривают минимизацию загрязнения поврежденных 
тканей и ускорения их регенерации. С появлением антибиотикорезистентных штаммов начался поиск альтернативных способов 
инактивации микроорганизмов. Использование фотосенсибилизаторов с максимумами поглощения в красной и инфракрасной облас-
ти спектра позволяет минимизировать световую нагрузку на ткани, сохраняя при этом необходимые бактерицидные эффекты. 
Целью исследований является выяснение эффективности сочетания гидрогелей с толуидиновым синим (ТС) и облучения светом 
600 нм для ингибирования in vitro роста Staphylococcusaureus. После 3 ч инкубации гидрогелей с ТС в водном растворе не наблюдается 
формирование равновесного состояния. В течение этого времени происходит десорбция 57 % от общего количества ТС c гидрогеля 
полиакриламид (ПАА) и 43 % – декстран-полиакриламид (Д-ПАА). Скорость процесса зависит от типа полимера. Десорбция проходит 
на 30 % быстрее для Д-ПАА чем ПАА. Облучение суспензии S. aureus светом 600 нм способствует снижению количества КОЕ на 25 % 
при дозе выше 4 Дж/мл. По короткой экспозиции гидрогелей (20 мин) в суспензии микроорганизмов и их облучении светом 600 нм про-
исходит снижение количества КОЕ на 33 % при использовании ПАА и 15 % – Д-ПАА. После 50 мин эффективность для ПАА практически 
не меняется, а для Д-ПАА показатель составляет 35 %. Дальнейшее увеличение продолжительности инкубации до 80 мин обеспечива-
ет увеличение бактерицидного эффекта до 50 % для Д-ПАА. Таким образом, система Д-ПАА с ТС в сочетании со светом 600 нм может 
использоваться с целью инактивации S. aureus. 

Ключевые слова: фотоинактивация бактерий, толуидиновый синий, полиакриламид, декстран-полиакриламид, фотодинамиче-
ская терапия.  
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COMBINATION OF HYDROGEL-TOLUIDINE BLUEAND LIGHT 600 NM  
FOR INACTIVATIONSTAPHYLOCOCCUS AUREUS IN VITRO 

Skin damage is accompanied by bacterial infection of the wound. Different materials are used for accelerate tissue regeneration and minimize 
bacterial contamination. Also it is prevent the penetration of bacteria to damaged tissues. After the emergence of antibiotic-resistant strains of 
microorganisms began the search for alternative means of their inactivation. Photosensitizers are used for this purpose. Their maxima of optical 
absorbance are in the red and infrared regions. Theuse of such substances provides powerful bactericidal effects, but with low toxicity to 
surrounding tissues. The aim of the investigation is to determine the effectiveness of combining hydrogels with toluidine blue and irradiation by 
light of 600 nm to inhibit the in vitro of Staphylococcus aureus growth. Equilibrium is not formed after incubation of hydrogels with toluidine blue 
after 3 h in aqueous solution. During this time, 57 and 43 % of the photosensitizer is desorbed from the hydrogels PAA and D-PAA, respectively. 
Process rate depends on the type of polymer. Desorption of TB from D-PAA is 30% faster. Irradiation of the suspension of S. aureus by light of 600 
nm reduced the CFU amount by 25 % at a dose more than 4 J/ml. Short incubation (20 min) of the PAA and D-PAA hydrogels in the bacterial 
suspension and light irradiation (600 nm), the amount of CFU are reduced by 33% and 15 %, respectively. Increasing the incubation time of PAA 
does not increase the bactericidal effect.Exposure of 80 min D-PAA with TB in a suspension of S. aureus, followed by light irradiation provides 
inactivation of 50 % CFU. Thus, the D-PAA system with toluidine blue in combination with 600 nm light can be used to inactivate S. aureus. 

Keywords: bacteria photoinactivation, toluidine blue, polyacrylamide, dextran-polyacrylamide, photodynamic therapy. 


