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Klebsiella pneumoniae является условно-патогенным микроорганизмом, который может вызывать заболевания челове-
ка. Образование биопленки является одним из факторов персистенции и вирулентности штаммов. 
Цель работы – оценка способности классических и гипермукоидных вариантов штамма K. pneumoniaе образовывать 
биопленку на абиотических субстратах в разных питательных средах. 
Материалы и методы. Исследованы штаммы, выделенные от больных с внебольничной пневмонией, разных морфо-
типов: классические и гипермукоидные. Формирование биопленок изучали на разных абиотических субстратах (поли-
стирол и стекло), питательных средах при разной исходной концентрации бактерий, согласно общепринятой и автор-
ской методикам.
Результаты. Интенсивность прироста (ИП) бактериальных масс в первые сутки была на высоком уровне у штаммов всех 
морфотипов, что свидетельствовало об их способности размножаться в питательных средах – МПА и бульон LB) при 
температуре 37°С. ИП бактериальной массы в LB-бульоне был выше, чем в МПА однако это не повлияло на дальнейшее 
формирование биопленки. Адгезия к гидрофобным поверхностям (полистироловым лункам) и к гидрофильной поверх-
ности стекол, формирование биопленки всех морфотипов штаммов K. pneumoniaе, культивируемых в питательных бульо-
нах, имела штаммовые различия. Все штаммы гипермукоидной группы сформировали биопленки в первые сутки.
Заключение. Штаммы K. pneumoniae гипермукоидной и классической группы способны формировать биопленки в 
высокопитательных средах, на гидрофильных и гидрофобных абиотических поверхностях в разные сроки. Внутри 
групп штаммы K. pneumoniaе отличались по степени биопленкообразования, которая зависела от их исходных концен-
траций. 
Ключевые слова: биопленка, Klebsiella pneumoniae, классический морфотип, гипермукоидный морфотип, абиотиче-
ский субстрат
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Assessment of the ability of Klebsiella pneumoniaе 
to form biofilm
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Klebsiella pneumoniae is an opportunistic microorganism that can cause human disease. Biofilm formation is one of the factors 
of persistence and virulence of strains.
Aim – assessment of the ability of K. pneumoniae classical and hypermucoid strains to form a biofilm on abiotic substrates in 
different nutrient media. 
Materials and methods. Strains isolated from patients with community-acquired pneumonia of different morphotypes were 
studied: classical and hypermucoid. The formation of biofilms was studied on different abiotic substrates (polystyrene and 
glass), nutrient media at different initial concentrations of bacteria, according to generally accepted and proprietary methods. 
Results. The growth rate (PI) of bacterial masses on the first day was at a high level in strains of all morphotypes, which 
indicated their ability to multiply in nutrient media (MPA and LB broth) at a temperature of 37°C. The PI of the bacterial mass in 
LB broth is higher than in MPА, but this did not affect the further formation of biofilm. Adhesion to hydrophobic surfaces 
(polystyrene wells) and to the hydrophilic surface of glasses, the formation of a biofilm of all morphotypes of K. pneumoniae 
strains cultivated in nutrient broths had strain differences. All strains of the hypermucoid group formed biofilms on the first day. 
Conclusion. K. pneumoniae strains of the hypermucoid and classical groups are capable of forming biofilms in highly nutritious 
environments, on hydrophilic and hydrophobic abiotic surfaces at different times. Within the groups, K. pneumoniae strains 
differed in the degree of biofilm formation, which depended on their initial concentrations.
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О
бразование биопленок (БП) – одна из основных при-

чин персистенции патогенных бактерий, вызывающих 

у человека тяжелые заболевания и вспышки внутрибольнич-

ных инфекций. Это универсальное свойство микроорганиз-

мов является одним из факторов вирулентности, способ-

ствует колонизации живых тканей и медицинских изделий и 

обусловливает снижение чувствительности к противоми-

кробным препаратам [1–3]. 

Klebsiella pneumoniae – вид грамотрицательных факульта-

тивно-анаэробных капсульных бактерий, относящийся к ус-

ловно-патогенным микроорганизмам, которые могут играть 

важную роль в инфекционной патологии человека за счет 

способности вызывать заболевания в мочевыводящих и ды-

хательных путях, крови и мягких тканях, а также являться 

частой причиной внутрибольничных инфекций [4–7].

В научной литературе содержится информация о способ-

ности K. pneumoniae формировать БП как на абиотических 

поверхностях, например на медицинских устройствах и кате-

терах, так и на тканях человека [7–9]. В соответствии с фено-

типическими и генотипическими характеристиками 

K. pneumoniae можно разделить на классические (cKP) и ги-

первирулентные (hvKP) морфотипы. Классическая форма 

может эволюционировать в гипервирулентную путем приоб-

ретения плазмиды, несущей гены устойчивости к карбапене-

мам [10] или гены гипервирулентности, в частности гены ги-

пермуковязкого фенотипа (rmpA и rmpA2) [11]. Одним из 

факторов, способствующих образованию БП от начальной 

стадии адгезии до созревания, является полисахаридная кап-

сула, которая может защищать бактерии от антимикробных 

соединений, повышая их вирулентные свойства [12]. Из всех 

существующих на данный момент способов самым простым 

и быстрым методом in vitro является изучение биопленокоо-

бразования бактерий на 96-луночном планшете. K. pneumoniae 

обычно образует БП на границе «жидкость – твердое тело», 

прикрепляясь ко дну лунки; массу БП оценивают после окра-

шивания кристаллическим фиолетовым [8, 13–17]. 

Цель работы – оценка способности штаммов K. pneumo-

niaе классических и гипермукоидных морфотипов образовы-

вать биопленку на абиотических субстратах в разных пита-

тельных средах.

Материалы и методы

Исследованы 10 штаммов K. pneumoniaе, выделенные от 

больных с внебольничной пневмонией в период 2021–

2022 гг. на базе ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный 

институт» Роспотребнадзора. Культуры изолированы и 

идентифицированы с помощью комплексного подхода, 

включающего использование микробиологических и совре-

менных молекулярно-биологических методов – MALDI-TOF 

масс-спектрометрии. 

По фенотипическому признаку (морфология колоний, 

стринг-тест, толщина капсулы) штаммы были разделены на 

группы классические и гипермукоидные. В классическую 

группу вошли 5 штаммов K. pneumoniaе (К203, И7766, 

И9941, И7498, И7762кр), в группу гипермукоидных – также 

5 штаммов (И9939, 9932, 6865,7762р, 9537). 

Формирование БП изучали на разных абиотических суб-

стратах (полистирол и стекло), питательных средах при раз-

ной стартовой концентрации бактерий по ранее описанному 

методу, оценивая способность клеток холерных вибрионов к 

адгезии на полистироловой поверхности планшета с окра-

шиванием их генцианвиалетом [18]. Для адгезии использо-

вали 96-луночные полистироловые планшеты с плоскодон-

ными лунками. Суспензии готовили из суточных агаровых 

культур по отраслевому стандарту мутности Государствен-

ного научно-исследовательского института стандартизации 

и контроля медицинских биологических препаратов им. 

Л.А.Тарасевича (ОСО-42-25-59-86П) или измеряли с помо-

щью прибора Densi-La-Meter. Далее с помощью последова-

тельных 10-кратных разведений готовили взвеси культур в 

концентрациях 108, 107, 106 КОЕ/мл, вносили по 200 мкл в 

полистироловые лунки планшета, измеряли их оптическую 

плотность (ОП), величину которой принимали за стартовую. 

В качестве отрицательного контроля использовали лунки со 

стерильными питательными средами (мясопептонный бу-

льон (МПБ) и бульон LB). Планшеты культивировали в усло-

виях влажной камеры при 37°С в течение суток. Через 2, 4, 

6, 20, 24 ч рост планктонной культуры оценивали на спектро-

фотометре MultiscanPlus при длине волны 620 нм и выража-

ли в условных единицах ОП. Регистрировали ОП бактери-

альной суспензии в полистироловых лунках совместно с 

клетками, которые адгезировали на дне лунок. ОП бактери-

альной суспензии в физиологическом растворе использова-

ли для сравнения способности микробных клеток размно-

жаться в питательных средах. Оценивали интенсивность 

прироста (ИП) бактериальной суспензии по формуле [8]: 

ИП = ОП24 : ОП0, (1)

где ОП24 – оптическая плотность суспензии бактерий 

через 24 ч культивирования, 

ОП0 – исходная оптическая плотность. 

Значения ИП в контрольных средах были равны ≤1, в 

физиологическом растворе – стартовым величинам плотно-

сти культуры. 

Значения ИП оценивали следующим образом: 1–2 – при-

рост отсутствовал, 2–3 – незначительный/сомнительный, 

≥3 – высокий/значительный.

Для определения способности штаммов формировать БП 

сначала определяли контрольное значение оптической плот-

ности (ОПК), за которое принимали минимальное значение 

ОП контрольных лунок, превышение которого можно интер-

претировать как способность к формированию БП (степень 

биопленкообразования), по формуле [19]:

     ОПК = Мср (ОП лунок контроля) + 3 × σ (ОП лунок контроля), (2)

где Мср – среднее арифметическое значение ОП контроль-

ной лунки, σ – среднее квадратичное (стандартное) отклоне-

ние контрольных значений.

На основании полученных на спектрофотометре данных 

для каждого штамма рассчитывали среднее арифметиче-

ское значение ОП. Оценивали степень биопленкообразова-

ния по значениям ОП окрашенного растворителя (спирт), 

согласно [20]. При ОП ≥4 ОПК биопленкообразование счита-

ли высоким; 2-4 ОПК – умеренным; ≤2 ОПК – низким; 

≤1 ОПК – отсутствует.

Для изучения способности бактериальных клеток форми-

ровать БП на гидрофильной абиотической поверхности ис-

пользовали стеклянные пробирки [21] и покровные стекла 

[22]. Для этого штаммы K. pneumoniaе в исходной концентра-
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ции 107 КОЕ/мл переносили в стеклянные пробирки с МПБ и 

оставляли на сутки в термостате при 37°С. Через сутки от-

бирали содержимое пробирок, промывали дистиллирован-

ной водой и заливали пробирки 1%-м раствором генцианви-

алета (1 мл, 30 мин при комнатной температуре), далее 

промывали 2–3 раза дистиллированной водой. Учет произ-

водили качественно по визуальному признаку – синему 

кольцу на стенках стеклянных пробирок. 

Адгезию клеток K. pneumoniaе к поверхности покровных 

стекол и формированию БП наблюдали в динамике, исполь-

зуя методы световой и люминесцентной микроскопии [22]. 

Жизнеспособность планктонной и биопленочной форм 

K. pneumoniae учитывали по наличию роста на мясопептон-

ном агаре (МПА). Для этого покровные стекла размещали в 

пенициллиновых флаконах (пенфлаконах), одно стекло на 

один пенфлакон, и вносили среды культивирования до пол-

ного их погружения. Через определенные промежутки вре-

мени вынимали стерильным пинцетом стекла из каждой 

пробы, промывали их забуференным физиологическим рас-

твором (PBS) и в вертикальном положении помещали на 

листы фильтровальной бумаги, расположенные в чашке 

Петри, для удаления с их поверхности оставшейся жидкости. 

После этого стекла накладывали на поверхность агара, от-

печатывали с одной и другой стороны на агаровой пластине, 

оставляли в термостате при 37°С и на следующие сутки ре-

гистрировали наличие роста колоний. Второе стекло поме-

щали на предметное стекло, добавляли раствор акридино-

вого оранжевого в концентрации 20 мкг/мл (прижизненное 

флуорохромирование), накрывали покровным стеклом боль-

шего размера и исследовали методом люминесцентной ми-

кроскопии. Для световой микроскопии использовали фикси-

рованные микропрепараты с двойным окрашиванием Конго 

красным в течение 15 мин, затем фуксином – 10 мин [23].

Способность штаммов формировать БП изучали на раз-

ных средах: МПБ, бульон LB, в качестве сравнения исполь-

зовали PBS. 

Все эксперименты проводили в трехкратной повторности. 

Статистический анализ выполняли с использованием про-

граммы Medstatistica.ru. Полученные данные объединяли в 

вариационные ряды, на основании которых проводили рас-

чет средних арифметических величин (M). В качестве ошиб-

ки среднего представляли стандартное отклонение (σ) и от-

носительное стандартное отклонение (коэффициент вариа-

ции, CV). Статистическую значимость различий эксперимен-

тальных данных оценивали с помощью критерия Стьюдента, 

при уровне значимости p ≤ 0,05 достоверность считали зна-

чимой. 

Результаты исследования

Все исследуемые штаммы классической и гипермукоид-

ной групп обладали хорошим ростом, что отражалось в зна-

чениях ОП как показателя количества клеток за сутки куль-

тивирования в испытуемых питательных средах (табл. 1, 2). 

Концентрация клеток K. pneumoniae в группе классических 

штаммов, культивируемых в МПБ, колебалась в пределах 

ОП 0,53–0,92, в группе гипермукоидных показатель ОП ва-

рьировал от 0,54 до 0,67. При культивировании классиче-

ских штаммов в бульоне LB показатель ОП находился в диа-

пазоне 0,51–0,96, гипермукоидных – 0,57–0,99. Несмотря на 

полученные разные значения ОП, что наглядно изображено 

на рис. 1, 2, статистически не подтверждено этого различия 

Таблица 1. Средняя концентрация клеток K. pneumoniae в питательной среде МПБ

Table 1. Average concentration of K. pneumoniae cells in the nutrient medium – MPB

Время, 
ч / 
Time, h

№№ штаммов / strains

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КПср

Классические / Classic Гипермукоидные / Hypermucoid

Средняя концентрация клеток K. pneumoniae в планктонном состоянии и стандартное отклонение (М ± σ, м.к./мл) / 
Average concentration of K. pneumoniae cells in the planktonic state and standard deviation (M ± σ, m.c./ml)

0 0,09 ± 0,0 0,1 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,0 0,01 ± 0,0 0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,10 ± 0,02

24 0,71 ± 0,12 0,53 ± 0,0 0,92 ± 0,02 0,62 ± 0,02 0,92 ± 0,03 0,63 ± 0,08 0,57 ± 0,05 0,54 ± 0,02 0,62 ± 0,06 0,67 ± 0,01 0,07 ± 0,0

∑ M = 0,74 ± 0,18; CV = 23,81%; m = 0,09 М= 0,61 ± 0,05; CV = 8,46%; m = 0,03

Значение t-критерия Стьюдента: 1,37 / Student’s t-test value: 1.37
Различия статистически не значимы (p = 0,212914) / The differences are not statistically significant (p = 0.212914)

В табл. 1 и 2 исходное значение соответствует показателю «время 0». / In tables 1 and 2, the initial value corresponds to the “time 0” indicator.

Таблица 2. Средняя концентрация K. pneumoniae разных штаммов в бульоне LB 

Table 2. Average concentration of K. pneumoniae of different strains in LB broth

Время, 
ч / 
Time, h

№№ штаммов / strains

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КП ср

Средняя концентрация клеток K. pneumoniaeв планктонном состоянии и стандартное отклонение (М ± σ, м.к./мл) / 
Average concentration of K. pneumoniae cells in the planktonic state and standard deviation (M ± σ, m.c./ml)

0 0,06 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,0 0,06 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,0 0,07 ± 0,01 0,05 ± 0,0

24 0,86 ± 0,05 0,51 ± 0,03 0,74 ± 0,04 0,57 ± 0,04 0,96 ± 0,02 0,63 ± 0,06 0,99 ± 0,03 0,57 ± 0,02 0,76 ± 0,12 0,74 ± 0,04 0,05 ± 0,0

∑ 0,73 ± 0,19; 26,05%; m = 0,09 0,74 ± 0,16; 21,05%; m = 0,08

Значение t-критерия Стьюдента: 0,08 / Student’s t-test value: 0,08
Различия статистически не значимы (p = 0,936140) / The differences are not statistically significant (p = 0,936140)
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при культивировании в МПБ (p = 0,212914) и в бульоне LB 

(p = 0,936140). Концентрация клеток K. pneumoniae всех 

штаммов, независимо от групповой принадлежности, значи-

тельно превышала их исходное значение, что свидетель-

ствовало о высокой способности к размножению. 

Интенсивность прироста клеток K. pneumoniae, взятых в 

исходной концентрации 107 КОЕ/мл, в испытуемых средах 

определяли согласно формуле 1, показатель ИП микробных 

клеток классических и гипермукоидных штаммов, культиви-

руемых в бульоне LB, в 7 пробах был выше, чем показатель 

ИП в МПБ, и значительно превышал показатель в PBS. 

Согласно результатам, представленным на рис. 1, ИП 

микробных клеток K. pneumoniaе классических и гипермуко-

идных штаммов, взятых в эксперимент, за сутки культивиро-

вания в исследуемых питательных средах была значитель-

ной, т.е., согласно формуле (2), значение показателя ИП 

бактериальной суспензии клеток было выше трех установ-

ленных для штаммов обоих морфовариантов, культивируе-

мых в МПБ и бульоне LB, что подтверждается статистиче-

ской достоверностью (p ≤ 0,05). Обращает на себя внимание 

показатель ИП у 7 штаммов из 10, который на бульоне LB 

был выше, чем на МПБ, однако при сравнении показателя 

ИП между двумя группами штаммов связь была статистиче-

ски не значимой, следовательно, нет преимущества в вы-

боре питательных сред между МПБ и бульоном LB при куль-

тивировании штаммов K. pneumoniaе. Поэтому в дальней-

ших экспериментах мы использовали МПБ.

В следующих экспериментах было изучено биопленкоо-

бразование классических и гипермукоидных морфовариан-

тов клебсиелл в зависимости от их исходных концентраций 

с использованием среды МПБ. Результаты представлены на 

рис. 2, оценка степени биопленкообразования – в табл. 3. 

При сравнении суммарных результатов ОП клеток 

K. pneumoniaе в биопленочной форме классических и гипер-

мукоидных штаммов в одинаковых исходных концентрациях 

при культивировании в МПБ статистически достоверных 

различий не выявлено (p ≥ 0,05). Значимая связь (p ≤ 0,05) 

установлена между отдельными штаммами внутри самих 

групп (K. pneumoniaе 203 и 7762кр или 9932 и 7762р).

Оценку степени биопленкообразования проводили соглас-

но формуле 2, где превышение значений ОПК – это способ-

ность к биопленкообразованию [12]. Результаты представле-

ны в табл. 3. Через сутки культивирования в МПБ классиче-

ских и гипемукоидных штаммов K. pneumoniae взятых в раз-

ных исходных концентрациях (106, 107, 108 КОЕ/мл), опреде-

ляли ОП. Полученные результаты свидетельствуют о меж-

штаммовых различиях. 

Результаты, представленные в табл. 3, показывают, что 

из пяти штаммов K. pneumoniae классической группы у двух 

(203 и 7766) вне зависимости от их исходных концентраций 

биопленкообразование в первые сутки не происходило. У 

трех штаммов (7762кр, 9941, 7498) степень биопленкообра-

Таблица 3. Оценка степени биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе при их исходных концентрациях: 106, 107 и 108 КОЕ/мл

Table 3. Assessment of the degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains at their initial concentrations: 106, 107 and 108 CFU/ml

Стартовая концентрация, КОЕ/мл / 
Starting concentration, CFU/ml

№№ штаммов / strains 

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КПС

Классические / Classical Гипемукоидные / Hypemucoid

106 О О У У У З У Н Н З О

107 О О У Н У У З Н Н У

108 О О Н Н У З З Н Н З

КПС – контроль питательной среды; О – отсутствует; У – умеренная; З – значительная; Н – низкая. / КПС – nutrient medium control; О – absent; У – moderate; З – 
significant; Н – low.
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Рис. 1. Показатель интенсивности прироста микробных клеток 

штаммов K. pneumoniae: КПС – контроль питательной среды; по 

оси абсцисс – №№ штаммов; по оси ординат – значения пока-

зателя ИП.

Fig. 1. The growth rate of microbial cells of K. pneumoniae strains: 
KPS – control of the nutrient medium; along the abscissa axis – 
strain numbers; along the ordinate axis – the values of the IP 
indicator.

Рис. 2. Зависимость биопленкообразования штаммов K. pneumo-
niaе от стартовой концентрации:  – 106 КОЕ/мл;   – 107 КОЕ/мл; 

 – 108 КОЕ/мл; КПС – контроль; по оси абсцисс – №  штаммов; 

по оси ординат – ОП биопленкообразования.

Fig. 2. Dependence of biofilm formation of K. pneumoniae strains on 
the starting concentration:  – 106 CFU/ml;  – 107 CFU/ml; 

 – 108 CFU/ml; KPS – control; along the abscissa axis – No of 
strains; along the ordinate axis – OD of biofilm formation.
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зования согласно формуле 2 характеризовалась умеренны-

ми значениями в зависимости от исходной концентрации. 

Так, у штамма K. pneumoniae 7762кр при всех изученных 

концентрациях и у штамма 9941 при концентрации 106 и 

107 степень биопленкообразования была умеренной, а при 

108 КОЕ/мл – низкой; у штамма 7498 при концентрации 

106 КОЕ/мл – умеренной, при 107 и 108 КОЕ/мл – низкой. В 

группе гипермукоидных все 5 штаммов в течение первых 

суток прикреплялись ко дну лунки. Формирование БП зави-

село от начальной концентрации: так, значительная степень 

биопленкообразования была у штамма 9939 при стартовых 

концентрациях 106 и 108, умеренная – при 107 КОЕ/мл; у 

штамма 9932 – значительная степень биопленкообразова-

ния при 107 и 108 КОЕ/мл, умеренная – при 106, у штамма 

9537 значительная степень биопленкообразование при 106 и 

108 и умеренная – при 107 КОЕ/мл. В то же время у двух ги-

пермукоидных штаммов (6865, 7762р) при всех изучаемых 

стартовых концентрациях зарегистрирована низкая степень 

формирования БП. Обращает на себя внимание тот факт, 

что при максимальной посевной дозе 108 КОЕ/мл показате-

ли степени биопленкообразования у штаммов не превыша-

ли значения в пробах, где использовали меньшие посевные 

дозы. 

На следующем этапе было изучено влияние разных пита-

тельных сред на биопленкообразование штаммов K. pneumo-

niaе классических и гипермукоидных групп (107 КОЕ/мл). 

Результаты представлены на рис. 3 и в табл. 4.

При сравнении результатов ОП БП бактерий классиче-

ской и гипермукоидных групп между собой при их культиви-

ровании в бульоне LB и МПБ статистически достоверных 

различий не выявлено, несмотря на высокую ИП бактери-

альных клеток в бульоне LB. При культивировании 

K. pneumoniaе в МПБ выявлены штаммы внутри гипермуко-

идной группы с высокой биопленкообразующей способно-

стью, подтвержденной значимой связью (p ≤ 0,05), а в клас-

сической группе отличий в формировании БП у штаммов не 

было (p ≥ 0,05).

В табл. 4 приведена оценочная градация степени био-

пленкообразования. 

Согласно расчетам, проведенным по формуле 2, где пре-

вышение ОПК интерпретируется как способность к форми-

рованию биопленки, через 1 сутки культивирования в раз-

ных питательных средах определены штаммовые различия 

K. pneumoniaе по степени биопленкообразования в каждой 

группе. В классической группе у штамма K. pneumoniaе 203 

формирование БП отсутствовало во всех питательных сре-

дах. У штамма 7766 формирование БП в низкой степени 

было при культивировании в бульоне LB и отсутствовало при 

использовании МПБ. У штамма 7498 в двух средах биоплен-

кообразование было в низкой степени. Два штамма – 9941 и 
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Рис. 3. Степень биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе 

в разных питательных средах: КПС – контроль питательной 

среды; по оси абсцисс – № штамма; по оси ординат – ОП био-

пленкообразования.

Fig. 3. Degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains in 
different nutrient media: KPS – nutrient medium control; abscissa 
axis – strain number; ordinate axis – OD of biofilm formation.

Таблица 4. Оценка степени биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе в разных питательных средах

Table 4. Evaluation of the degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains in different nutrient media

№№ штаммов / strains

ПС 203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КПС

Классические / Classical Гипемукоидные / Hypemucoid

МПБ О О У Н З У З Н Н У О

LB О Н З Н З У З О Н У О

ПС – питательные среды; КПС – контроль питательной среды; О – отсутствует; У – умеренная; З – значительная; Н – низкая. / ПС – nutrient media; KPS – nutrient 
medium control; О – absent; У – moderate; З – significant; Н – low.

Таблица 5. Качественная (визуальная) оценка степени биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе 
Table 5. Qualitative (visual) assessment of the degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains

Стартовая 
концентрация, КОЕ/мл / 
Starting concentration, 
CFU ml

Биопленкообразование на 
разделе фаз / Biofilm formation at 

phase separation

№№ штаммов / strains

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537

Классические / Classical Гипемукоидные / Hypemucoid

106 кольцо / ring - + ++++ +/- ++++ ++++ ++++ ++++ +/- +/-

107 кольцо / ring +/- + ++++ + + ++++ ++++ ++++ - +/-

108 кольцо / ring + + ++++ - ++++ ++++ ++++ ++++ + ++++

++++ – четкое кольцо на разделе фаз жидкость/воздух; + – тонкое кольцо на разделе фаз; +/- – кольцо не четкое; – – отсутствие кольца. / ++++ – clear ring at the 
liquid/air phase boundary; + – thin ring at the phase boundary; +/- – the ring is not clear; – – no ring.
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7498 – проявили умеренную и значительную степени био-

пленкообразования в МПБ и бульоне LB соответственно. 

В группе гипермукоидных штаммов биопленкообразова-

ние в низкой степени в двух средах было у штаммов 7762р 

и 6865, у последнего – отсутствовало в бульоне LB, в уме-

ренной степени – у двух штаммов 9939 и 9537 и в значитель-

ной – у штамма 9932. 

С помощью качественного метода (образования кольца 

на стенках стеклянных пробирок) при культивировании в 

МПБ исследована способность к формированию БП на раз-

деле фаз жидкость/воздух и адгезии на гидрофильных по-

верхностях. Полученные данные подтвердили результаты 

вышеописанного эксперимента о штаммовой гетерогенно-

сти по биопленкообразующей способности. Результаты ад-

гезии клеток к стенкам гидрофильной поверхности пред-

ставлены в табл. 5.

Из результатов, представленных в табл. 5, видно, что 

штаммы K. pneumoniaе классической и гипермукоидной 

групп способны к формированию БП на гидрофильных по-

верхностях. Если в классической группе из пяти штаммов 

только у двух было сформировано четкое кольцо, то в группе 

гипермукоидных штаммов четкое кольцо сформировалось у 

четырех штаммов при исходной концентрации 108 КОЕ/мл. 

Нами было отмечено, что у штамма 9537 при 108 КОЕ/мл и 

при других стартовых концентрациях отмечалось только 

окрашивание стенок пробирок или тонкое кольцо.

Все представленные выше результаты экспериментов по 

ИП микробных клеток и формированию БП в питательных 

средах выражены в процентном выражении, анализ данных 

представлен в табл. 6, где за 100% было принято общее ко-

личество штаммов каждой группы.

По результатам, представленным в табл. 6, показано 

100%-е увеличение количества микробных клеток через 

сутки у всех исследуемых штаммов при культивировании в 

бульонных средах. ИП в PBS всех исследуемых штаммов 

оставалась на уровне исходных значений. Формирование 

БП учитывали на питательных средах в течение первых 

суток. В 20% случаев адгезия клеток K. pneumoniae обоих 

морфотипов при культивировании в бульоне LB не происхо-

дила. В 40% случаев у штаммов классической группы отсут-

ствовала адгезия клеток ко дну полистироловой лунки при 

культивировании в МПБ; напротив, все штаммы гипермуко-

идной группы адгезировались и образовали выраженную в 

той или иной степени БП. 

Штаммы классической группы проявляли низкую степень 

биопленкообразования: на МПБ – в 20% случаев, на бульоне 

LB – в 40%, в гипермукоидной группе – в 40 и 20% случаев 

соответственно. Умеренная степень биопленкообразования 

была у штаммов гипермукоидной группы в 40% случаев на 

МПБ и бульоне LB и только в 20% случаев у штаммов клас-

сической группы на МПБ. Степень биопленкообразования в 

40% случаев была значительно выражена у штаммов клас-

сической и в 20% – гипермукоидной групп при культивирова-

нии в бульоне LB и по 20% – в МПБ.

В качественной реакции «образование кольца на стеклян-

ной поверхности пробирки» при культивировании в МПБ оно 

четко регистрировалось у 80% штаммов гипермукоидной 

группы и у 40% классической группы. 

Для изучения формирования БП в динамике при темпе-

ратуре 37°С мы использовали покровные стекла, среда 

культивирования – МПБ. В качестве модели использовали 

штаммы разных морфотипов, а именно K. pneumoniaе К203 

классической группы, который при культивировании в МПБ 

и бульоне LB в лунках полистиролового планшета через 

сутки не формировал БП, и штамм K. pneumoniae И9939 

гипермукоидной группы, который через сутки сформировал 

биопленку в умеренной степени при культивировании в 

МПБ и бульоне LB. 

По результатам бактериологического исследования – от-

печатывания БП на пластинке МПА – через двое суток от-

мечали типичный сливной рост культур двух штаммов раз-

ных морфотипов. На рис. 4 представлены микропрепараты 

БП, образованных на покровных стеклах двух штаммов. 

Витальные микроскопические препараты состояли из под-

вижных клеток, конгломератов клеток разных размеров зе-

леного цвета, которые наслаивались друг на друга во всех 

полях зрения. При использовании световой микроскопии 

методом двойного окрашивания были обнаружены клетки 

Таблица 6. Характеристика штаммов K. pneumoniaе разных морфотипов по степени интенсивности прироста микробных клеток 

и степени биопленкообразования

Table 6. Characteristics of K. pneumoniae strains of different morphotypes according to the intensity of microbial cell growth and the 
degree of biofilm formation

Показатель / Index Градация / Gradation Доля штаммов / Proportion of strains, %

классические / 
classic 

гипермукоидные / 
hypermucoid

МПБ LB МПБ LB

Интенсивность прироста / Growth rate отсутствует / absent 0 0 0 0

слабая / weak 0 0 0 0

значительная / significant 100 100 100 100

Степень биопленкообразования / Degree of biofilm formation отсутствует / absent 40 20 0 20

слабое / низкое
weak / low

20 40 40 20

умеренное / moderate 20 0 40 40

значительное / significant 20 40 20 20

Четкое кольцо на стеклянный стенках / Clear ring on glass walls ++++ 40 нд 80 нд

нд – нет данных. / нд – no data.
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красного цвета, по форме палочки, расположенные одиноч-

но, малыми или большими конгломератами, между красных 

клеток просматривался розового цвета экзополисахарид, 

т.е. были все признаки сформировавшейся БП [22]. 

Обсуждение

Высокий уровень ИП микробных клеток в первые сутки 

культивирования свидетельствует о способности штаммов 

K. pneumoniae разных морфотипов размножаться в пита-

тельных средах (МПА и бульон LB) на полистироловых лун-

ках при температуре 37°С. При этом ИП микробных клеток 

восьми штаммов из двух морфотипов выше при культивиро-

вании в бульоне LB. При сравннении суммарных результатов 

динамики ИП в виде увеличения концентрации K. pneumoniaе

классических и гипермукоидных штаммов в планктонных 

формах при культивировании в бульоне LB и МПБ к ОП кон-

трольных сред выявлены статистически значимые различия 

(p ≤ 0,05). 

При сравнении результатов образования БП штаммов 

K. pneumoniaе классических и гипермукоидных групп, изна-

чально взятых в разных стартовых концентрациях, при 

культивировании в МПБ статистически подтвержденных 

различий не выявлено. Можно предположить, что размно-

жение K. pneumoniaе во всех пробах происходило с разной 

интенсивностью. Очевидно, что в пробах с исходной кон-

центрацией 106 КОЕ/мл микробные клетки размножались 

интенсивнее. Возможно, в пробах с исходной концентраци-

ей 108 КОЕ/мл из-за размножившейся культуры в среде 

культивирования популяция клеток стала уплотняться и от-

мирать.

При сравнении суммарных результатов концентрации 

K. pneumoniaе в биопленочной форме классических и гипер-

мукоидных штаммов в одинаковых исходных концентрациях 

при культивировании в МПБ статистически подтвержденных 

различий не выявлено. Нами сделано предположение, что 

формирование БП при выращивании в условиях МПБ при 

температуре 37°С через 1–2 суток культивирования прохо-

дило одинаково независимо от фенотипической принадлеж-

ности штамма. Значимая связь (p ≤ 0,05) проявлялась между 

штаммами внутри самих групп. 

Адгезия бактериальных клеток и формирование БП всех 

морфотипов штаммов K. pneumoniaе, культивируемых в пи-

тательных бульонах, к полистироловым плоскодонным лун-

кам 96-луночного планшета имели штаммовые различия в 

каждой группе. Аналогичным образом штаммовая гетеро-

генность отмечена и в отношении способности к формиро-

ванию БП на разделе фаз жидкость/воздух и к адгезии на 

гидрофильных поверхностях.

При формировании БП в динамичных условиях при куль-

тивировании в МПБ на примере двух штаммов K. pneumoniae 

(К203, И9939) из разных групп отмечено, что адгезия клеток 

к покровным стеклам началась с первого дня, о чем свиде-

тельствуют данные микропрепаратов и рост клеток на МПА. 

Возможно, большая часть популяции клеток находилась в 

планктонной форме и уже ко второму дню происходило фор-

мирование БП. При витальной микроскопии на вторые сутки 

отмечено наслаивание клеток, формирование матрикса БП, 

что было также подтверждено розовым окрашиванием в 

фиксированных микропрепаратах. Возможно, слизеобраз-

ная субстанция у гипермукоидного штамма K. pneumoniae не 

обеспечила ему четкой фиксации к стеклу и отмылась во 

время приготовления препарата. Интересно отметить рабо-

ту Zheng et al. (2018), где фенотип повышенной слизистой 

вязкости – общий признак бактериемии K. pneumoniae – не 

был связан с повышенным образованием БП у этих штам-

мов [24]. 

Заключение

Для объективной оценки способности разных штаммов 

K. pneumoniae к биопленкообразованию необходимо исполь-

зовать разные методы. Штаммы K. pneumoniae гипермуко-

идной и классической группы способны формировать БП в 

высокопитательных средах, на гидрофильных и гидрофоб-

ных абиотических поверхностях в разные сроки. Несмотря 

на более высокий ИП бактериальной массы в булльоне LB, 

чем в МПБ, образование БП происходило идентично, но сте-

пень биопленкообразования имела отличия, все штаммы 

гипермукоидной группы сформировали БП в первые сутки 

на МПБ. Внутри групп штаммы K. pneumoniaе отличались по 

степени биопленкообразования, которая зависела от их 

Рис. 4. Микропрепараты штаммов K. pneumoniae двух морфотипов: А – биопленка K. pneumoniae К203, классический морфотип, 

Б – биопленка K. pneumoniae И9939, гипермукоидный морфотип. Слева – окрашивание конго красным и фуксином, увеличение 

70 × 90; справа – окрашивание акридиновым оранжевым, увеличение 10 × 90.

Fig. 4. Microscopic slides of K. pneumoniae strains of two morphotypes: A – biofilm of K. pneumoniae K203, classical morphotype, 
Б – biofilm of K. pneumoniae I9939, hypermucoid morphotype. Left – staining with Congo red and fuchsin, magnification 70 × 90; right – 
staining with acridine orange, magnification 10 × 90.
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стартовых концентраций. Известно, что K. pneumoniae спо-

собна вызывать тяжелые заболевания, приобретать устой-

чивость к антибактериальным и дезинфицирующим препа-

ратам зачастую благодаря своей биопленкообразующей 

способности, поэтому необходимо продолжать исследова-

ния по изучению условий формирования и разрушения био-

пленок разных морфотипов K. pneumoniae. 
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