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Оценка антиинфекционной активности комплекса 
на основе квантовых точек InP/ZnSe/ZnS 660 

и тобрамицина в отношении синегнойной инфекции 
роговицы. Экспериментальное исследование

резЮме

Микробные кератиты (МК) представляют собой гомогенную группу заболеваний, сопровождающихся потерей роговичного 
эпителия, стромальной лейкоцитарной инфильтрацией и/или деструктивным распадом тканей, возникающих при нарушении 
защитных механизмов глазной поверхности и требующих проведения незамедлительного комплекса лечебных мероприятий, 
включающих в себя прежде всего массивную этиотропную терапию, которая представлена, как правило, антибиотиками (АБ) 
широкого спектра действия и противовоспалительными препаратами. Одним из наиболее угрожающих возбудителей МК яв-
ляется P. Aeruginosa (PA) (синегнойная палочка). Множественная лекарственная устойчивость, высочайшая патогенность, 
многочисленные факторы вирулентности РА диктуют необходимость поиска новых высокоэффективных методов борьбы с МК, 
в этиологической структуре которых доминирует РА. Наиболее перспективным направлением в данной области является ис-
пользование искусственных флуорофоров, в частности квантовых точек (КТ).
Задачей данного исследования явилась оценка антиинфекционной активности комплекса на основе квантовых точек InP/ZnSe/
ZnS 650 и тобрамицина в отношении синегнойной инфекции роговицы. В качестве объекта исследования служили лабораторные 
новозеландские кролики (№ 6) — 2 женские особи, 4 мужские, которым производили индукцию бактериального кератита путем 
введения внутрибольничного штамма P. Aeruginosa в структуры роговицы. В качестве противомикробных средств были использо-
ваны раствор тобрамицина 5 мл для эпибульбарного применения и биоконъюгат на основе КТ InP/ZnSe/ZnS 650 и тобрамицина. 
Кролики 1-й группы после манифестации клинической картины микробного кератита получали инстилляции капель тобрамицина 
в конъюнктивальный мешок каждые 2 часа на протяжении 3 дней с полным отсутствием положительной клинической динамики 
и последующим переходом с 4-го дня, с целью анатомической сохранности глазного яблока, на инстилляции комплекса КТ InP/
ZnSe/ZnS 650 + тобрамицин. Кролики 2-й группы получали инстилляции комплекса КТ + тобрамицин и демонстрировали положи-
тельную динамику в отношении обратного развития симптомов со 2-го дня терапии. В качестве методов динамического наблюде-
ния использовали фоторегистрацию переднего отрезка с окрашиванием флуоресцеином и оптическую когерентную томографию 
переднего отрезка глаза.Клинический эксперимент продемонстрировал высочайшую эффективность комплекса КТ InP/ZnSe/
ZnS 650 + тобрамицин в отношении резистентной к монотерапии тобрамицином штамма синегнойной палочки.

ключевые слова: бактериальный кератит, роговица, квантовые точки, антибиотики, биоконъюгаты, эффективность, ре-
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abstraCt

Microbial keratitis (MK) is a homogeneous group of diseases accompanied by loss of the corneal epithelium, stromal leukocyte infil-
tration and/or destructive tissue breakdown, occurring when the protective mechanisms of the ocular surface are disturbed, which 
require an immediate set of therapeutic measures, including, first of all, massive etiotropic therapy, which is represented, as a rule, 
by broad-spectrum antibiotics (AB) and anti-inflammatory drugs. One of the most threatening MK pathogens is P. aeruginosa (PA) 
(Pseudomonas aeruginosa). Multiple drug resistance, the highest pathogenicity, numerous RA virulence factors dictate the need to 
search for new highly effective methods to combat MC, in the etiological structure of which RA dominates. The most promising direc-
tion in this area is the use of artificial fluorophores, in particular quantum dots (QDs). The objective of this study was to evaluate the 
anti-infectious activity of the complex based on InP/ZnSe/ZnS 650 quantum dots and Tobramycin against Pseudomonas aeruginosa 
infection of the cornea. As an object of study, laboratory New Zealand rabbits (No. 6) were studied — 2 females, 4 males, which were 
induced bacterial keratitis by introducing a nosocomial Ps strain. aeruginosa in the structure of the cornea. The following antimicro-
bial agents were used: Tobramycin solution 5 ml for epibulbar application and a bioconjugate based on QD InP/ZnSe/ZnS 650 and 
tobramycin. Laboratory animals were divided into 2 groups. Rabbits of the 1st group, after the manifestation of the clinical picture 
of microbial keratitis, received instillations of tobramycin drops into the conjunctival sac every 2 hours for 3 days with a complete ab-
sence of positive clinical dynamics and a subsequent transition from day 4 in order to anatomically preserve the eyeball to instillations 
of the CT InP/ZnSe/ZnS complex 650 + Tobramycin. Rabbits of the 2nd group received instillations of the CT + Tobramycin complex 
and showed positive dynamics in relation to the regression of symptoms from the 2nd day of therapy. As methods of dynamic observa-
tion, photoregistration of the anterior segment with fluorescein staining and optical coherence tomography of the anterior segment 
were used. A clinical experiment has demonstrated the highest efficiency of the InP/ZnSe/ZnS 650 + Tobramycin complex in relation 
to Pseudomonas aeruginosa strain resistant to Tobramycin monotherapy.
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актуальность

Микробные кератиты (МК) представляют собой 
гомогенную группу заболеваний, сопровождающихся 
потерей роговичного эпителия, стромальной лейко‑
цитарной инфильтрацией и/или деструктивным рас‑
падом тканей, возникающих при нарушении защитных 
механизмов глазной поверхности. Более того, врожден‑
ные иммунные механизмы защиты хозяина способны 
отягощать клинические проявления процесса за счет 
запуска механизмов запрограммированной гибели 
клеток ( канонический и неканонический пироптоз), 
формирующийся за счет активации различных групп 

протеолитических ферментов (каспазы 1, 4/5), стиму‑
лирующих выработку провоспалительных цитокинов 
(интерлейкины IL‑1β, IL‑18), разрушающих собствен‑
ные клетки [1].

Представляя собой угрожающее состояние для анато‑
мии и функции глазного яблока, МК требуют незамедли‑
тельного комплекса лечебных мероприятий, включающих 
прежде всего массивную этиотропную терапию, которая 
представлена, как правило, антибиотиками (АБ) широко‑
го спектра действия, антисептиками и противовоспали‑
тельными препаратами. Данные комбинации позволяют 
конкурентно воздействовать на все звенья патологиче‑
ского процесса, проявляя аддитивный эффект.
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Одним из наиболее угрожающих возбудителей МК 
является P. Aeruginosa (PA) (синегнойная палочка). 
Высочайшая патогенность PA детерминирована способ‑
ностью к инвазии и длительной персистенции в тканях, 
а также способностью к инициации патологического 
иммунного ответа. Подтверждением этого факта служат 
многочисленные факторы вирулентности возбудителя. 
Более того, PA обладает дифференцированными меха‑
низмами устойчивости, обусловливающими тяжесть 
инфекционного процесса. Возможность поражения PA 
обусловлена образованием факторов патогенности  — 
экзотоксинов (экзотоксин А, экзоэнзим S, цитотоксин), 
эндотоксинов и множества ферментов, усиливающих ее 
патогенные свойства, таких как коллагеназы, протеазы, 
лецитиназа, нейраминидаза и др. [2].

В свою очередь, множественная лекарственная устой‑
чивость РА обусловлена генетически совершенным ме‑
ханизмом эволюционной пластичности, кото‑
рый заключается в способности к образованию 
«кворумов» (лат. praesentia sufficit — достаточное 
присутствие для управления), ферментативной 
«распущенностью», способностью к горизон‑
тальному переносу генов, а также образованию 
биополимерных матриц (биопленок).

«Кворумы» позволяют бактериям кон‑
тролировать экспрессию своих генов в от‑
вет на плотность их популяции, обеспечивая 
межклеточную связь. Кворум включает в себя 
сигнальные молекулы, называемые аутоин‑
дукторами. Обычные этапы работы квору‑
ма включают производство аутоиндукторов 
с последующим их активным или пассивным 
высвобождением в окружающую среду. 
Аутоиндукторы распознаются специфически‑
ми рецепторами, что приводит к изменениям 
в регуляции генов. Эта сложная сигнальная 
сеть позволяет «сообществу» бактерий PА ре‑
агировать на различные сигналы и тем самым 
адаптироваться к разным нишам. Более того, 
в основе управления «кворумом» заложены ме‑
ханизмы горизонтального генетического пере‑
носа и общие принципы управления колония‑
ми, находящимися в структуре биологической 
пленки [3].

«Распущенность» ферментов представляет 
собой нарушение парадигмы «один белок  — 
один фермент». На практике это отражает не‑
возможность нейтрализации бактериальной 
функции путем ингибирования ферментов 
определенного типа в силу того, что его функ‑
цию способно выполнять другое производное 
похожего фермента. Таким образом, фор‑
мируется экономный механизм ускользания 
от факторов агрессии со стороны внешней 
среды у бактерий определенного типа, куда 
относится РА [4].

Вершиной эволюционной стабильности является си‑
стема антиоксидантной защиты РА. Облигатная аэроб‑
ность этих микроорганизмов делает их устойчивыми 
к действию синглетного кислорода при определенных 
условиях [5, 6].

Совокупность вышеописанных фактов диктует не‑
обходимость поиска новых высокоэффективных мето‑
дов борьбы с МК, в этиологической структуре которых 
доминирует РА.

Наиболее перспективным направлением в дан‑
ной области является использование искусственных 
флуорофоров, в частности квантовых точек (КТ). 
КТ, являясь универсальными донорами неспаренных 
электронов под действием источника возбуждения, 
способны к генерации различных типов внутриклеточ‑
ных супероксидных радикалов внутри бактериальной 
клетки. Нанометровый размер кристалла КТ, а также 

рис. 1. Коллаж процесса подготовки лабораторного животного к индукции 
бактериального кератита (пеленание, скарификация эпителия, вскрытие 
лимбальной конъюнктивы)

Fig. 1. Collage of the process of preparing a laboratory animal for the induction 
of bacterial keratitis (swaddling, scarification of the epithelium, opening the limbal 
conjunctiva)
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моделируемые оптические и электронные свойства по‑
зволяют использовать их отдельно или в составе ком‑
плексов с существующими антибактериальными аген‑
тами для получения аддитивного и синергетического 
эффекта [7–14].

Таким образом, целью настоящего исследования яви‑
лась оценка антиинфекционной активности комплекса 
на основе квантовых точек InP/ZnSe/ZnS 660 и тобрами‑
цина в отношении синегнойной инфекции роговицы.
материалы и методы

Исследование проводилось в условиях операцион‑
ного блока ветеринарной клиники с офтальмологиче‑
ским профилем OOO «Здоровье животных». Объектом 

исследования явились лабораторные новозеландские 
кролики (№ 6) — 2 женские, 4 — мужские особи. Возраст 
животных варьировал от 3,3 до 4 месяцев (3,6 ± 0,4), вес 
от 3,2 до 4 кг (3,5 ± 0,5). Первым этапом на правых глазах 
животных после тугого пеленания и предварительной 
эпибульбарной анестезии проксиметакаин гидрохлори‑
дом 0,5 % под операционным микроскопом с соблюдени‑
ем всех правил асептики инициировали бактериальный 
кератит при помощи ножа, который обычно использует‑
ся для выполнения основного разреза в хирургии ката‑
ракты, производили скарификацию эпителия централь‑
ной части роговицы с нанесением радиальных разрезов 
до десцеметовой оболочки. Для дополнительной индук‑
ции иммунного ответа в височном секторе на протяже‑

нии 3 часовых меридианов выполняли вскры‑
тие лимбальной конъюнктивы (рис. 1).

В качестве индуктора воспаления 
была взята культура внутрибольнично‑
го штамма синегнойной палочки, выде‑
ленной из клинического материала ГАУЗ 
СО «Клинико‑диагностический центр», г. Ека‑
теринбург. Предварительное исследование 
антибиотикочувствительности исследуемого 
штамма микроорганизма дискодиффузион‑
ным методом к антибактериальным препара‑
там показало отсутствие чувствительности 
к аминогликозидам и цефалоспоринам, зона 
задержки роста (ЗЗР) не превышала 6 и 8 мм 
соответственно. Инокулюм для введения 
в структуры роговицы соответствовал плотно‑
сти 0,5 по стандарту МакФарланда и содержал 
1,5×108 КОЕ/мл P. Aeruginosa. Контроль опти‑
ческой плотности суспензии осуществляли 
денситометрически. После повторного высу‑
шивания поврежденной роговицы нож для вы‑
полнения основного разреза в хирургии ката‑
ракты погружали в инокулюм с последующим 
контактом со структурами роговицы (рис. 2). 
Просушивание роговицы и конъюнктиваль‑
ной полости перед нанесением инокулюма 
выполнялось для обеспечения достаточной 
концентрации микроба при аппликации ножа 
на поврежденные участки роговицы.

После процедуры внесения инокулюма жи‑
вотные были рандомно разделены на 2 группы 
по 3 кролика в каждой. Первой группе лабора‑
торных животных после манифестации клини‑
ческой картины МК планировалось проведе‑
ние лечения с помощью инстилляций глазных 
капель тобрамицин каждые 2 часа (раствор Т).  
Кролики второй группы должны были получать 
инстилляции комплекса КТ InP/ZnSe/ZnS  660, 
синтезированных по специальному техниче‑
скому заданию в ФГУП «НИИ прикладной аку‑
стики», г. Дубна [12] и тобрамицина (комплекс 
КТ/Т) в том же режиме. Процесс приготовления 

рис. 2. Слева — процесс внесения инокулюма в поврежденную роговицу. 
Справа — внешний вид глазного яблока после проведения процедуры кон-
таминации

Fig. 2. Left — the process of introducing an inoculum into the damaged cornea. 
Right — the appearance of the eyeball after the contamination procedure

рис. 3. Процесс внесения раствора КТ в капли для эпибульбарной инстил-
ляции

Fig. 3. The process of adding the CT solution into drops for epibulbar instillation
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комплекса стандартно заключался в удалении 
1 мл нативного раствора тобрамицина с вве‑
дением замещающего 10  % масс. коллоидного 
раствора КТ InP/ZnSe/ZnS 660 в объеме 1 мл. 
Полученный комплекс имел объемное содер‑
жание КТ и тобрамицина в соотношении 1:4. 
На завершающем этапе выполняли механиче‑
ское перемешивание полученной суспензии 
на лабораторном шейкере (рис. 3).

Аттестацию оптических и люминесцентных 
характеристик растворов Т и КТ/Т проводили 
в университетском научно‑образовательном 
центре «Наноматериалы и нанотехнологии» 
ФГАОУ ВО «УрФУ имени первого Президента 
России Б.Н. Ельцина», г. Екатеринбург. 
Оборудование и методики проведения измере‑
ний оптического поглощения (ОП) и фотолю‑
минесценции (ФЛ) растворов подробно опи‑
саны в опубликованных ранее работах [12, 13].

В качестве методов динамического наблю‑
дения стандартно использованы клинический 
осмотр, фоторегистрация с окрашиванием 
переднего отрезка флуоресцеином c помощью 
фотощелевой лампы (EyeSuite Imaging Module 
IM900), оптическая когерентная томография 
переднего отрезка c помощью оптического ко‑
герентного томографа (OptoVue Solix) и выпол‑
нены на базе АО ЕЦ МНТК «Микрохирургия 
глаза», г. Екатеринбург.

При мониторинге клинической реакции 
на лечение основное внимание уделялось сле‑
дующим клиническим параметрам: динамика 
периметра стромального инфильтрата, плот‑
ность стромального инфильтрата, стромаль‑
ного отека и эндотелиальной воспалительной 

рис. 5. Пример фотоманифестации клинической картины инфек-
ционного кератоконъюнктивита. Кролик № 4 (8 часов после вве-
дения инокулюма)

Fig. 5. An example of a photo manifestation of the clinical picture 
of infectious keratoconjunctivitis. Rabbit #4 (8 hours post inoculum)

рис. 4. Спектры оптического поглощения (кривые 1 и 2) и фото-
люминесценции (кривые 3–6) раствора Т (кривые 1 и 3) и ком-
плекса КТ/Т (кривые 2 и 4–6)

Fig. 4. Spectra of optical absorption (curves 1 and 2) and 
photoluminescence (curves 3–6) of the T solution (curves 
1 and 3) and the QD/T complex (curves 2 and 4–6)

рис. 6. Пример. Кролик первой группы. Коллаж. Динамика регресса кли-
нической симптоматики: А — 5-е сутки, Б — 6-е сутки, В — 7-е сутки, Г — 
8-е сутки, Д, Е — 9-е сутки лечения

Fig. 6. Example. Rabbit of the first group. Collage. Dynamics of regression of 
clinical symptoms: A — day 5, Б — day 6, В — day 7, Г — day 8, Д, Е — day 9 
of treatment
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реакции, наличие воспалительных клеток в передней 
камере, динамика реэпителизации роговицы, отсутствие 
или прекращение процессов истончения роговицы.

Все этапы экспериментального исследования с уча‑
стием лабораторных животных проводились согласно 
принципам этического кодекса «Директива 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета Европейского 
союза» и включали контроль суточного потребления 
корма и воды, суточное мониторирование температу‑
ры тела, ветеринарное сопровождение лабораторных 
животных.

результаты

Аттестация лекарственных препаратов
На рисунке 4 приведены спектры ОП и ФЛ исследуе‑

мых растворов Т и КТ/Т, из спектров следует, что для рас‑
твора Т в области 290–300 нм регистрируется граница 
резкого увеличения оптической плотности (кривая 1), 
а в видимом диапазоне (>400 нм) величина оптической 
плотности соответствует фоновым значениям. Этот факт 
подтверждается отсутствием ФЛ раствора Т при возбуж‑
дении в диапазоне 400–500 нм (на рисунке 4 приведена 
кривая 3 для полосы возбуждения 450 ± 5 нм). В то же 

время для комплекса КТ/Т оптическая плот‑
ность > 3 характерна во всем исследуемом спек‑
тральном диапазоне (на рисунке 4 кривая ОП 
не показана). Этот факт свидетельствует о силь‑
ном рассеянии и поглощении света квантовыми 
точками. Даже для комплекса КТ/Т с объемным 
содержанием КТ и тобрамицина в соотноше‑
нии 1:40 наблюдается значительное рассеяние 
и поглощение света КТ (кривая 2). При возбуж‑
дении исследуемого комплекса КТ/Т в полосах 
400  ± 5 (кривая 6), 450  ± 5 (кривая 5) и 500  ± 
5 нм (кривая 4) регистрируется свечение КТ 
с максимумом ≈ 660 нм. Отметим, что при воз‑
буждении в диапазоне 400–500 нм наблюдается 
только люминесценция КТ в исследуемом ком‑
плексе КТ/Т (кривые 4–6). Полученные данные 
согласуются с выполненной ранее аттестацией 
абсорбционных и люминесцентных свойств КТ 
InP/ZnSe/ZnS 660 [13].

На основании полученных данных мож‑
но сделать заключение, что абсорбционные 
и люминесцентные свойства в спектральном 
диапазоне 400–800 нм аттестуемого комплекса 
на основе КТ InP/ZnSe/ZnS 660 с тобрамици‑
ном определяются квантовыми точками. Это, 
в свою очередь, обеспечивает совместное при‑
менение синтезированных КТ с тобрамицином 
в офтальмологии при их возбуждении в види‑
мой области спектра.
Экспериментальные исследования

В промежуток от 8 до 12 часов (ср. 9,5) по‑
сле введения инокулюма у всех лабораторных 

животных возникли острые проявления язвенного ин‑
фекционного кератоконъюнктивита (рис. 5). Этот пери‑
од явился стартовым для начала проведения антиинфек‑
ционной терапии по вышеописанной схеме.

Кролики первой группы, получавшие эпибульбар‑
ные инстилляции тобрамицина, демонстрировали пол‑
ное отсутствие положительной клинической динамики 
за 3‑дневный период лечения. С целью анатомической со‑
хранности глазного яблока с 4‑го дня все животные были 
переведены на инстилляции комплекса КТ/Т (рис. 6).

Кролики второй группы, получавшие инстилляции 
комплекса КТ/Т, показали положительную динамику 
в отношении обратного развития симптомов со 2‑го дня 
терапии (рис. 7).

Таким образом, при мониторинге клинической реак‑
ции на лечение (применение комплекса на основе анти‑
биотика и квантовых точек) во всех случаях было выяв‑
лено уменьшение периметра и плотности стромального 
инфильтрата, уменьшение стромального отека и эндоте‑
лиальной воспалительной реакции, отсутствие воспали‑
тельных клеток в передней камере, практически полная 
реэпителизация роговицы, отсутствие процессов истон‑
чения роговицы.

рис. 7. Пример. Кролик второй группы. Коллаж. Динамика регресса кли-
нической симптоматики: А — 2-е сутки, Б — 3-и сутки, В — 4-е сутки, Г — 
5-е сутки, Д, Е — 6-е сутки лечения

Fig. 7. Example. Rabbit of the second group. Collage. Dynamics of regression of 
clinical symptoms: A — 2 days, Б — 3 days, В — 4 days, Г — 5 days, Д, Е — 
6 days of treatment
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выводы

1. Клинический эксперимент продемонстрировал 
высокую эффективность комплекса квантовых точек 
InP/ZnSe/ZnS 660 с тобрамицином в отношении рези‑
стентной монотерапии тобрамицином штамма сине‑
гнойной палочки.

2. Результаты исследования могут способство‑
вать применению данного комплекса в офтальмологии 
за счет фотовозбуждения используемых КТ в видимой 
области спектра.

3. Абсорбционные и люминесцентные свойства 
в спектральном диапазоне 400–800 нм аттестуемого ком‑
плекса на основе КТ InP/ZnSe/ZnS 660 с тобрамицином 

определяются квантовыми точками, что обеспечивает 
возможность совместного применения синтезирован‑
ных КТ с тобрамицином в офтальмологии при их воз‑
буждении в видимой области спектра.
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