Исследование механизмов фотоповреждения бактерий в растворах с красителями
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В работе рассматриваются механизмы фотоинактивации бактерий Salmonella typhimurium и Staphylococcus aureus в растворах с красителями-сенсибилизаторами при лазерном облучении. В качестве красителей использовались красители эритрозин и родамин С, кардинально отличающиеся по характеру взаимодействия с клеточными стенками. Ксантеновый краситель эритрозин – анион, почти не взаимодействует с бактериями, обладает высоким (близким к единице) квантовым выходом в триплетное состояние, очень эффективный генератор активных форм кислорода (АФК). Родамин С – катион, квантовый выход в триплетное состояние низкий (близок к нулю), АФК не производит. Однако родамин С прикрепляется к несущим избыточный отрицательный заряд бактериальным стенкам, что заметно по изменению спектров флуоресценции красителя. Нейтрализация заряда внешней стенки клеток приводит к тому, что они «слипаются» в крупные агрегаты, размером около 5-10 мкм, которые нетрудно наблюдать в оптический микроскоп. Бактерии помещались в физиологический раствор с концентрацией красителей порядка 10-4 М, концентрация бактерий порядка 107 ед/мл.
Суспензию с красителем возбуждали через торцевую стенку кюветы сечением 1х2 см2. Источником возбуждения служил импульсный YAG:Nd лазер, длина волны второй гармоники 532 нм, длительность импульса 10 нс. С помощью цилиндрической собирающей линзы в кювете вблизи торцевой стенки создавалась протяжённая зона возбуждения с апертурой 3.5х0.35 мм2. Забор образцов бактерий производился микродозатором в зоне возбуждения, а также на расстояниях 5 и 15 мм от неё. Плотность мощности возбуждения была максимальной в фокусе линзы и регулировалась в пределах 0.1-40 МВт/cм2. Часть света за фокусом линзы проникала в раствор вплоть на расстояние до 5-6 мм. Жизнеспособность бактерий оценивалась после суточного инкубирования образцов с дальнейшим подсчётом колониеобразующих единиц или оценкой изменения оптической плотности суспензии.

В сфокусированной зоне возбуждения наблюдалось уверенное уничтожение жизнеспособных бактериальных клеток. За пределами зоны возбуждения выживаемость клеток была существенно выше, однако при повышении плотности мощности возбуждения выше 10 МВт/см2 жизнеспособность бактерий также ощутимо снижалась. В зоне возбуждения возможными механизмами гибели бактерий могут быть АФК (для эритрозина), локальная гипертермия или перенос энергии с красителя на компоненты бактериальных мембран (для родамина). Однако при удалении от зоны возбуждения (т.е. при уменьшении количества света) эффективность описанных механизмов быстро падает. Повреждение стенок бактерий или внутриклеточных элементов возможно в результате действия ударных акустических волн, образующихся при быстром локальном нагреве среды в ходе безызлучательной релаксации возбужденных состояний молекул [1]. При высокой плотности мощности возбуждения (10 МВт/см2) возможно ступенчатое заселение высоких электронных состояний красителей, которые за время импульса возбуждения (10 нс) могут многократно поглотить квант света и перевести энергию в тепло в течение нескольких пикосекунд [2]. В результате очень быстрого тепловыделения в среде формируются ударные акустические волны. Это может объяснить инактивацию микроорганизмов не только непосредственно в зоне возбуждения, но и на расстоянии до нескольких сантиметров от неё.
Инактивация клеток на большом удалении от зоны возбуждения при высокой плотности мощности возбуждения показывает, что ударные волны, возникающие в ходе быстрого тепловыделения при релаксации высоких электронных состояний красителей, могут вносить вклад в уничтожение бактерий в растворах. Данный механизм может действовать в случае недостаточного проникновения света или кислорода в среду. Полученные данные могут быть полезны при разработке новых антибактериальных методов.
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