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АНЕСТЕЗИОЛОГИЯ И РЕАНИМАТОЛОГИЯ

Резюме.

Цель – разработать способ определения процентного содержания дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) в со-

ставе биопленки и установить его значимость в патогенезе тяжелых респираторных инфекций и моделировании 

исхода заболевания.

Материал и методы. Изучено 238 изолятов, выделенных из мокроты и зева 175 пациентов из Витебской областной 

клинической больницы и амбулаторно-поликлинических учреждений в течение 2016-2019 гг. Пациенты были 

разделены на две группы: в 1-ой группе из 139 человек (79,4%) пациенты имели тяжелые респираторные инфек-

ции, во 2-ой группе из 36 человек (20,6%) – инфекции дыхательных путей средней степени тяжести. 

Результаты и обсуждение. Разработан способ определения процентного содержания ДНК в составе микробного 

сообщества с использованием в качестве флуорохрома раствора красителя 4’6-диамидино-2-фенилиндол диги-

дрохлорид. Средний возраст 1-ой группы был выше второй (p<0,05). Наибольшую массу образуемой биопленки, 

а также процентное содержание ДНК имела P. aeruginosa, выделенная при тяжелых респираторных инфекциях в 

ОРИТ, составив 48,25 [30,5-70,1] мкг/мл и 5,21 [2,17-7,67] %, p=0,04. Выявлена сильная связь между процентным 

содержанием ДНК в биопленке P. aeruginosа и степенью тяжести заболевания r=0,73, слабая – при Acinetobacter 

spp., r=0,35, p<0,05. Частота неблагоприятного исхода при выделении антибиотикоустойчивых изолятов была 

выше, чем при выделении антибиотикочувствительных (p<0,05). Анализ результатов позволил предположить ле-

тальный исход с высокой степенью вероятности при массе микробной биопленки >47,5 мкг/лунку и процентном 

содержании ДНК в ее составе >2,33% (р<0,01).

Заключение. Предложен способ определения процентного содержания ДНК в составе микробного сообщества, 

позволяющий судить об агрессивности микроорганизма и тяжести вызываемой им инфекции, что дает возмож-

ность обеспечить персонифицированный подход к выбору антибактериальной терапии на основе способности 

лекарственного средства проникать через биопленку.

Ключевые слова: антибиотикорезистентность, биопленка, дезоксирибонуклеиновая кислота, 4’6-диамидино-2-

фенилиндол дигидрохлорид.

Abstract.

Objectives. To develop a method for  determining  deoxyribonucleic acid (DNA) percentage in  the biofilm composition 
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and to ascertain its significance in the  pathogenesis of severe respiratory infections and their outcome modelling.

Material and methods. A total of 238 isolates taken from the sputum and pharynx of 175 patients treated at Vitebsk 

Regional Clinical Hospital and outpatient clinics during 2016-2019 were studied. Patients were divided into two groups: 

the 1st group consisting of 139 people (79.4%) had severe respiratory infections, the 2nd group composed of 36 persons 

(20.6%) suffered from respiratory infections of moderate severity.

Results. The  method for determining DNA percentage in the composition of  microbial community using 4’6-diamidino-

2-phenylindole dihydrochloride was developed. The  average age of the 1st group was higher than that of the second 

group (p<0.05). P. aeruginosa had the largest mass of the biofilm formed and DNA percentage in group 1, making up 

48.25 [30.5-70.1] µg/ml and 5.21 [2.17-7.67] %, p=0.04. A strong relationship was found between DNA percentage  in 

P. aeruginosa biofilm and the disease severity, r=0.73, and a weak one – in Acinetobacter spp., r=0.35, p<0.05. The 

incidence of adverse outcomes in case of antibiotic-resistant isolates was higher than that in case of antibiotic-sensitive 

ones (p<0.05). The  analysis of the results made it possible to prognosticate to a high degree probability fatal outcome 

when the microbial biofilm mass was >47.5 μg/well and DNA percentage was >2.33%, (р<0,01).

Conclusions. The method for determining DNA percentage in the microbial community has been proposed allowing to judge 

the aggressiveness of the microorganism and the severity of the infection caused by it, which enables the  providing of a 

personalized approach to the choice of antibiotic therapy based on the ability of the drug to penetrate through the biofilm. 

Key words: antibiotic resistance, biofilm, deoxyribonucleic acid, 4’6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride.

Давно известно о возможности существо-

вания микроорганизмов в специфических много-

слойных структурах, называемых биопленками 

(БП), что, в свою очередь, объясняет тяжелое те-

чение многих воспалительных процессов [1]. В 

регуляции свойств биопленок активное участие 

принимает внеклеточная дезоксирибонуклеино-

вая кислота (ДНК) матрикса биопленки, присут-

ствие которой необходимо для нормального об-

разования биопленок. Так, в биопленках перенос 

генетической информации, в том числе генов, 

отвечающих за чувствительность к антибактери-

альным лекарственным средствам, происходит 

гораздо чаще, чем в отдельно живущих бактери-

альных клетках [2, 3]. Однако, несмотря на уча-

стие внеклеточной ДНК в адгезивных процессах 

и межклеточных взаимодействиях, ее роль пол-

ностью не изучена [4, 5]. 

Существующие в настоящее время способы 

определения ДНК не адаптированы для изучения 

биопленки и достаточно трудоемки в исполне-

нии [6, 7]. Предлагаемый нами метод определе-

ния процентного содержания ДНК в составе ми-

кробной биопленки основан на определении 

количества ДНК в биологическом образце путем 

флуоресценции с использованием в качестве 

флуорохрома раствора красителя 4'6-диамидино-

2-фенилиндол дигидрохлорид (DAPI). Определе-

ние процентного содержания ДНК в биопленке 

позволяет судить об агрессивности микроорга-

низма и тяжести вызываемой им инфекции, что, в 

свою очередь, позволяет обеспечить персонифи-

цированный подход к выбору антибактериальной 

терапии на основе способности лекарственного 

средства проникать через биопленку [8, 9]. 

Цель исследования – разработать способ 

определения процентного содержания ДНК в 

составе микробной биопленки и установить его 

значимость в патогенезе тяжелых респираторных 

инфекций и моделировании исхода заболевания.

Материал и методы

Изучено 238 изолятов, выделенных из мо-

кроты и зева 175 пациентов в отделении реанима-

ции и интенсивной терапии (ОРИТ), пульмоно-

логического и отоларингологического отделений 

УЗ «Витебская областная клиническая больни-

ца» в течение 2016-2019, а также из амбулаторно-

поликлинических учреждений г. Витебск. Забор 

материала производили утром до приема пищи 

в стерильные емкости для сбора биологического 

материала и отправляли в микробиологическую 

лабораторию Республиканского научно-практи-

ческого центра «Инфекция в хирургии» на базе 

Витебской областной клинической больницы, 

где проводили идентификацию микроорганиз-

мов согласно инструкции по применению № 075-

0210 «Микробиологические методы исследова-

ния биологического материала», утвержденной 

Министерством здравоохранения Республики 

Беларусь 13.03.2010 г. [10]. Факультативно-ана-

эробные и аэробные микроорганизмы идентифи-

цировали с использованием тест-систем на ав-

томатизированном биохимическом анализаторе 

АТВ Expression фирмы «bioMerieux». Принад-
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лежность стафилококков к MRSA определяли по 

резистентности к цефокситину [11]. 

Пациенты были разделены на две группы 

в зависимости от тяжести течения заболевания: 

в 1-ой группе из 139 человек (79,4%) пациенты 

имели тяжелую полисегментарную или нижне-

долевую пневмонию и находились на лечении в 

отделении реанимации и интенсивной терапии 

(ОРИТ). Во 2-ой группе из 36 человек (20,6%) 

пациенты имели инфекции дыхательных путей 

средней степени тяжести и находились на лече-

нии в пульмонологическом и отоларингологи-

ческом отделениях, а также в амбулаторно-по-

ликлинических учреждениях. Во 2-ой группе 10 

человек (5,7%) имели внегоспитальную пнев-

монию средней степени тяжести, по 6 человек 

(3,4%) – тонзиллит и фарингит, 2 (1,14%) чело-

века – ринофарингит, 4 (2,3%) – хроническую 

обструктивную болезнь легких, по 1 пациенту 

(0,6%) – бронхит, полисинусит и острое респи-

раторное заболевание, 3 человека (1,7%) находи-

лись на обследовании.

Для обработки данных применяли непа-

раметрические методы статистики. Статистиче-

скую значимость между несвязанными группами 

оценивали по критерию Манна-Уитни.  Данные 

представлены в виде медианы и интерквартиль-

ного размаха. Связь между двумя количествен-

ными признаками оценивалась с помощью кор-

реляционного анализа Спирмена. Для оценки 

диагностической и прогностической эффектив-

ности метода использовали ROC-анализ. Опре-

деление вероятности наступления неблагопри-

ятного исхода исследовали на основе расчета 

отношения шансов с 95% доверительным интер-

валом. Точный критерий Фишера использовали 

для сравнения двух относительных показателей, 

характеризующих частоту определенного при-

знака, имеющего два значения. Значения досто-

верны при p<0,05.

Результаты и обсуждение

По видовому составу из мокроты и зева 

преобладали Klebsiella pneumoniae (102 изоля-

та), Acinetobacter spp. (60 изолятов), Pseudomonas 

aeruginosa (54 изолята); Staphylococcus aureus со-

ставил 22 изолята (p<0,05).

Средний возраст 1-ой группы пациентов 

составил 55,7±,22,9 года, мужчины составили – 

71 человек, женщины – 28 человек. Средний воз-

раст 2-ой группы пациентов был 33,8±25,6 года, 

мужчины составили – 33 человека, женщины – 62 

человека (p<0,05). 

Исследуемые группы пациентов различа-

лись чувствительностью к антибактериальным 

лекарственным средствам выделяемых из биоло-

гических сред микроорганизмов. Так, все стафи-

лококки принадлежали к MRSA в первой группе 

и были чувствительны к цефокситину во второй в 

100% случаев (p<0,05). В первой группе пациен-

тов выделяемая K. pneumoniae была резистентна 

к карбапенемам, цефалоспоринам и фторхиноло-

нам, во второй – чувствительна к вышеперечис-

ленным группам антибактериальных препаратов 

(p<0,05). Синегнойная палочка была чувстви-

тельной к ципрофлоксацину, целалоспоринам и 

карбапенемам только во второй группе, проявив 

умеренную устойчивость в 23% случаев (p<0,05). 

В обеих группах P. aeruginosa была чувствитель-

ной к тигециклину и колистину (p>0,05). В свою 

очередь, Acinetobacter spp. был чувствителен к 

тигециклину и сульбактаму в 100% случаев, про-

явив резистентность к карбапенемам, фторхино-

лонам и цефалоспоринам в исследуемых группах 

(p>0,05). 

В ходе проведенного исследования опре-

деляли массу формируемой биопленки с исполь-

зованием в качестве красителя генцианвиолет по 

ранее описанной методике [12] и процентное со-

держание ДНК в составе биопленки по предло-

женной нами методике. Предлагаемый нами ме-

тод определения процентного содержания ДНК в 

составе микробной биопленки основан на опре-

делении количества ДНК в биологическом об-

разце путем флуоресценции с использованием в 

качестве флуорохрома раствора красителя DAPI. 

Получена приоритетная справка о положитель-

ном результате предварительной экспертизы по 

заявке на выдачу патента на изобретение «Спо-

соб определения процентного содержания ДНК в 

составе микробной биопленки» от 06.08.2018 № 

а20180266 [13]. 

Для проведения вышеописанного способа 

формировали биопленку в полистироловом план-

шете и определяли концентрацию ДНК в ее соста-

ве [12]. Для этого из суточной культуры микроор-

ганизмов, выращенной на мясо-пептонном агаре, 

готовили взвесь на бульоне Мюллера-Хинтона 

с оптической плотностью 0,5 единицы (1,5х108 

КОЕ/мл). По 150 мкл полученной взвеси микро-

организмов вносили в лунки плоскодонного план-

шета. Отрицательным контролем были лунки, со-

держащие по 150 мкл бульона Мюллера-Хинтона. 
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Планшет герметично закрывали и инкубировали 

в термостате при 37°С в течение 48 часов в капно-

фильных условиях. Для того чтобы максимально 

очистить биопленку, ее четырехкратно промывали 

дистиллированной водой с помощью автоматиче-

ской мойки (150 мкл дистиллированной воды на 

одну лунку на один цикл). В лунки добавляли по 

160 мкл 2,5% раствора глютаральдегида для фик-

сации биопленки, через 5 минут вновь промывая 

дистиллированной водой по вышеописанному ме-

тоду. Для того чтобы окрасить ДНК в составе био-

пленки в лунки вносили по 180 мкл раствора флу-

оресцентного красителя DAPI в концентрации 4 

мкг/мл, вновь промывая дистиллированной водой 

через 10 минут и после высушивая в течение 10 

минут. Добавлением по 200 мкл 96% раствора эти-

лового спирта экстрагировали краситель в лунки. 

Через 15 минут содержимое всех лунок собирали 

стерильным наконечником и разводили в 8 раз 

дистиллированной водой. Для определения уров-

ня флуоресценции полученный раствор, содержа-

щий биопленку, помещали в кварцевую кювету и 

измеряли на флуориметре при λ
ex

 358 нм и λ
em

 461 

нм интенсивность флуоресценции, возникающую 

при облучении ультрафиолетовыми лучами полу-

ченного раствора.

После построения калибровочного графи-

ка, который отражал зависимость концентрации 

ДНК от интенсивности флуоресценции, возника-

ющей при облучении ультрафиолетовыми луча-

ми (рис. 1), была получена формула для расчета 

концентрации ДНК в биопленке (мкг/мл):

ДНК= 0,44 +5,93*Е,

где:

ДНК – концентрация ДНК в составе био-

пленки в мкг/мл;

Е – интенсивность флуоресценции полу-

ченного раствора.

Исходя из процентного содержания ДНК в 

биопленке и массы биопленки в лунке, рассчиты-

вали процентное содержание ДНК в биопленке 

по формуле:

% ДНК = ДНК / m *100%;

где:

% ДНК – процентное содержание ДНК в 

биопленке;

ДНК – концентрация ДНК в составе био-

пленки, мкг/мл;

m – масса биопленки в одной лунке, мкг [12].

Предложенный способ позволяет опреде-

лить процентное содержание ДНК в биопленке, 

что дает возможность обеспечить персонифи-

цированный подход к выбору антибактериаль-

ной терапии. С использованием предложенного 

нами способа были определены вес микробной 

биопленки и процентное содержание ДНК в ней 

у 238 изолятов, выделенных из мокроты и зева 

пациентов с респираторными инфекциями сред-

ней и тяжелой степенью тяжести. Полученные 

результаты массы микробной биопленки и про-

центного содержания ДНК в ней исследуемых 

групп пациентов представлены в таблице 1.

Микроорганизмы, выделяемые при тя-

желых респираторных инфекциях у пациентов, 

находящихся на лечении в ОРИТ, отличались 

устойчивостью к большинству используемых 

препаратов и имели больший вес образуемой 

ими микробной биопленки и процентное содер-

жание ДНК в ней. Микроорганизмы, выделяемые 

при респираторных инфекциях средней степени 

тяжести, наоборот, отличались сохранением чув-

ствительности к используемым лекарственным 

средствам. Из исследованных микроорганизмов 

наибольшую массу образуемой биопленки, а 

также процентное содержание ДНК в ее составе 

имела P. aeruginosa, выделенная при тяжелых ре-

спираторных инфекциях в ОРИТ, составив 48,25 

[30,5-70,1] мкг/мл и 5,21 [2,17-7,67] %, соответ-

ственно, p=0,04. Масса биопленки, образуемая 

P. aeruginosa, и процентное содержание ДНК в 

ней были значимо выше массы биопленки и со-

держания ДНК в ней у Acinetobacter spp. (p=0,01 

и p=0,03). Масса микробной биопленки и содер-

жание ДНК среди остальных микроорганизмов, 

выделяемых при тяжелых респираторных инфек-

циях внутри группы, статистически значимо не 

различались, как и масса микробной биопленки 

Рисунок 1 – Калибровочный график зависимости 

концентрации ДНК от интенсивности 

флуоресценции, возникающей при облучении 

ультрафиолетовыми лучами: на оси абсцисс показаны

 значения интенсивности флуоресценции раствора, 

а на оси ординат – значения концентрации 

ДНК в мкг/мл.
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и количество ДНК среди микроорганизмов, вы-

деляемых при инфекциях средней степени тя-

жести. Выявлена сильная связь между процент-

ным содержанием ДНК в микробной биопленке 

P. aeruginosа и степенью тяжести заболевания 

r=0,73 p<0,05, слабая связь – при Acinetobacter 

spp. r=0,35, p<0,05. Между степенью тяжести за-

болевания и процентным содержанием ДНК в 

микробной биопленке, образуемой K. pneumoniae 

и S. aureus, статистически значимой корреляции 

обнаружено не было (p>0,05).

При изучении влияния антибиотикочув-

ствительности выделяемых из патологического 

очага изолятов на показатель летальности ис-

пользовался точный критерий Фишера. Пациен-

ты были распределены на группы следующим 

образом (табл. 2).

Учитывая, что р<0,01 делаем вывод о на-

личии прямой взаимосвязи между резистентно-

стью выделяемого изолята к антибактериальным 

препаратам и вероятностью летального исхода. 

Частота неблагоприятного исхода при выделении 

антибиотикоустойчивых изолятов статистически 

значимо выше, чем при выделении антибиоти-

кочувствительных. При изучении влияния вы-

деляемого вида микроорганизма на показатель 

летальности последний при выделении грамо-

трицательных микроорганизмов был значимо 

выше, чем при выделении грамположительных 

микроорганизмов. Летальность не отличалась 

при выделении P. aeruginosа и K. pneumoniae 

(p=0,29), однако риск неблагоприятного исхо-

да возрастал при сравнении с Acinetobacter spp. 

(р<0,01 и р<0,01).

Было выдвинуто предположение: чем 

выше процентное содержание ДНК в составе ми-

кробной биопленки микроорганизма, тем более 

патогенный микроорганизм, имеющий больший 

вес микробной биопленки, что в свою очередь 

препятствует доступности антибактериальных 

препаратов, требует замены на лекарственные 

средства, способные проникать через биопленку, 

а также ухудшает прогноз развития заболевания 

и повышает летальность. 

Анализ результатов c применением ROC-

анализа позволил предложить летальный исход 

заболевания с высокой степенью вероятности 

при массе микробной биопленки более 47,5 мкг/

лунку и процентном содержании ДНК в составе 

биопленки более 2,33% (р<0,01).

ROC-анализ полученных данных представ-

лен в таблице 3 и на рисунках 2 и 3.

Таблица 1 – Масса микробной биопленки и процентное содержание ДНК в ней у пациентов с 

респираторными инфекциями средней и тяжелой степени тяжести

Микроорганизм

1-ая группа пациентов 2-ая группа пациентов
Достоверность 

результатов

Масса БП, 

мкг/мл

Me

LQ-UQ

n=183

% ДНК,

Me

LQ-UQ

n=87

Масса БП,

Me

LQ-UQ

n=55

% ДНК,

Me

LQ-UQ

n=60

Масса БП % ДНК

P. aeruginosa
48,25

30,1-70,2

5,21

2,17-7,67

29,43

20,3-53,7

0,00

0,00-0,00
p=0,00 p=0,00

Acinetobacter spp.
46,87

36,8-65,3

2,59

1,85-4,53

32,39

19,62-40,66

0,86

0,3-3,55
p=0,03 p=0,048

K. pneumoniae
41,0

31,79-64,94

3,75

2,99-4,86

19,0

4,84-74,32

1,9

1,59-4,69
p=0,02 p=0,048

S. aureus
47,5

35,37-70,98

2,05

1,94-2,16

25,7

15,56-29,35

1,32

0,71-1,59
p=0,01 p=0,04

Таблица 2 – Распределение пациентов на умерших и выживших в зависимости от антибиотико-

чувствительности выделяемых изолятов

Группы выделенных изолятов
Количество пациентов

Умерли Выжили

Изоляты, выделенные из 1-ой группы пациентов 77 60

Изоляты, выделенные из 2-ой группы пациентов 0 182
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Исследование показало, что шансы леталь-

ного исхода в 348,3 раза выше при уровне про-

центного содержания ДНК в составе микробной 

биопленки более 2,33%, чем в группе выживших 

пациентов при процентном содержании ДНК, рав-

ном или менее 2,33% и в 506 раз выше при уровне 

массы микробной биопленки 47,5 мкг/лунку, чем 

в группе выживших пациентов при массе микроб-

ной биопленки менее 47,5 мкг/лунку (95% ДИ 

34,15 – 3553,53 и 95% ДИ 27,77 – 3553,53).

Заключение

Разработан способ определения процент-

ного содержания ДНК в составе микробного 

сообщества с использованием в качестве флу-

орохрома раствора красителя 4'6-диамидино-

2-фенилиндол дигидрохлорид, позволяющий 

судить об агрессивности микроорганизма и тяже-

сти вызываемой им инфекции, что дает возмож-

ность обеспечить персонифицированный подход 

к выбору антибактериальной терапии на основе 

способности лекарственного средства проникать 

через биопленку.

Средний возраст лиц, заболевших тяже-

лыми формами респираторных инфекций, вы-

званных антибиотикоустойчивыми микроорга-

низмами, был статистически больше группы с 

заболеваниями средней степени тяжести, вы-

званными микроорганизмами, чувствительными 

к антибактериальной терапии (p<0,05). Часто-

та неблагоприятного исхода при выделении P. 

aeruginosа и K. pneumoniae (p=0,29) не различа-

лась, однако риск неблагоприятного исхода воз-

растал при сравнении с Acinetobacter spp. (р<0,01 

и р<0,01) и S. aureus (р<0,01). 

Микроорганизмы, формирующие биоплен-

ку и отличающиеся большим количеством жиз-

неспособных бактерий в ней, более патогенны и 

способны инициировать тяжелый воспалитель-

ный процесс. При массе микробной биопленки 

более 47,5 мкг/лунку и процентном содержании 

ДНК в составе биопленки более 2,33% вероят-

ность летального исхода заболевания увеличива-

ется в 506 и 348,3 раза соответственно (р<0,01). 

Работа выполнена в рамках темы НИР 

«Системная воспалительная реакция при тя-

желой бактериальной пневмонии: молекуляр-

но-генетические механизмы патогенеза и их 

прогностическая роль в оценке эффективно-

сти антибактериальной терапии», договор с 

БРФФИ № М19М-028 от 02.05.2019.

Таблица 3 – ROC-анализ данных, полученных при исследовании массы биопленки и процентного 

содержания ДНК в них для оценки прогноза выживаемости

Оцениваемый показатель Д ДС, % ДЧ, % Площадь под кривой р

Масса БП, мкг/лунку >47,5 100 91,6 0,98 0,00

Процентное содержание ДНК в БП, % >2,33 98,2 86,4 0,96 0,00

Рисунок 3 – ROC-анализ данных процентного 

содержания ДНК в составе биопленки для оценки

 прогноза выживаемости.

Рисунок 2 – ROC-анализ данных массы биопленки 

для оценки прогноза выживаемости.
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The investigation was conducted within the 

frames of the scientifi c research work theme «Systemic 

infl ammatory reaction in severe bacterial pneumonia: 

molecular-genetic mechanisms of the pathogenesis 

and their prognostic role in the evaluation of 

the antibiotic therapy effi  cacy», agreement with 

Belarusian Republican Fund of Fundamental 

Research № М19М-028 dated 02.05.2019
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