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ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ НА ИНТЕНСИВНОСТЬ 
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В связи с распространённостью биоплёночных инфекций, вызванных Klebsiella pneumoniae, большую значимость в лабо-
раторно-диагностической практике представляет получение стандартизированной модели клебсиеллёзной биоплёнки 
для изучения воздействия на неё антимикробных, в т. ч. антибиоплёночных препаратов и оценки их эффективности. 
Описан метод выращивания биоплёнок клебсиелл in vitro. Оценку интенсивности биоплёнкообразования проводили стан-
дартным методом по способности бактерий связывать кристаллический виолет. Степень пленкообразования измеряли 
в единицах оптической плотности. Наличие межклеточного матрикса подтверждали путём окрашивания биоплён-
ки концентрированным раствором Конго-красного с последующей световой микроскопией. Исследовано воздействие 
различных экзогенных и эндогенных факторов на биоплёнкообразование штаммами K. pneumoniae. Изучалось влияние 
состава культуральной среды, возраста культуры («суточная», «недельная»), температурного режима, присутствия 
кислорода в среде на интенсивность биоплёнкообразования. При изучении влияния условий культивирования на биоплё-
ночную активность штаммов K. pneumoniae установлено, что состав питательной среды существенно влиял на ин-
тенсивность образования биоплёнки K. pneumoniae: среда DМЕМ стимулировала биоплёнкообразование in vitro у боль-
шинства штаммов по сравнению с ТСБ. Возраст культуры («суточная», «недельная»), используемой для выращивания 
биоплёнок, не оказывал существенного влияния на биоплёночную активность клебсиелл. Температура культивирования, 
наличие кислорода могут, как стимулировать, так и угнетать биоплёнкообразование в зависимости от исследуемого 
штамма. Большинство штаммов клебсиелл лучше формируют биоплёнку в аэробных условиях при 37º C.
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Due to the prevalence of biofilm infections caused by Klebsiella pneumoniae, in laboratory diagnostic practice it has a great 
importance to obtain a standard model of Klebsiella biofilm for evaluating the bactericidal effect and effectiveness of antimicro-
bial drugs. Describes the method of Klebsiella biofilms formation in vitro. The intensity of biofilm formation was evaluated by 
the ability of bacteria to bind the crystal violet. The degree of film formation was measured by optical density. The presence of 
an intercellular matrix was confirmed by staining of Congo-red solution followed by light microscopy. The effect of exogenous 
and endogenous factors on biofilm formation by K. pneumoniae strains was investigated. The influence of the nutrient composi-
tion, the age of the culture («daily», «weekly»), the presence of oxygen and the temperature conditions were studied. Тhe nutrient 
composition of the medium significantly influenced on biofilm formation of K. pneumoniae: DMEM stimulated biofilm formation 
in most strains in vitro compared to TSB. The age of the culture (daily, weekly) did not significantly affect the biofilm formation 
of Klebsiella. At the same time, the temperature of culturing and the presence of oxygen can both stimulate and inhibit biofilm 
formation, depending on the strain under study. Most strains of Klebsiella better form a biofilm under aerobic conditions at 37º C.
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Введение. Широкая распространенность хрониче-
ских заболеваний дыхательных путей, катетер-ассоци-
ированных инфекций, дисбиозов и других патологий, 
которые имеют в своей основе биопленочный процесс 
[1, 2], определяет актуальность лабораторных исследо-
ваний с использованием биопленок. Биоплёнка пред-
ставляет сообщество взаимодействующих бактерий, по-
груженных в слизисто-полимерный матрикс и имеющих 
изменённый фенотип [3, 4], что делает данные микро-
организмы более устойчивыми к воздействию ряда фак-
торов, в том числе, к антибиотикам [5, 6].

Среди биоплёнкообразующих бактерий – возбу-
дителей инфекций – всё чаще отмечается Klebsiella 
pneumoniae [2, 7]. Представляет интерес получение 
стандартизированной модели клебсиеллёзной биоплён-
ки для дальнейшего изучения воздействия на неё анти-
микробных, в том числе антибиоплёночных препаратов 
и оценки их эффективности. Исследование действия 
факторов, способных повлиять на биоплёночную актив-
ность штаммов K. pneumoniae, позволит подобрать оп-
тимальный режим моделирования биоплёночного про-
цесса.

Материал и методы. Исследование проводили на 
чистых культурах клинических изолятов K. pneumoniae 
(штаммы: 1; 2; 101; 369; 813; 839; 945-1; 945-3; 952-1; 
952-3; 952-4; 946; 3824; 3833). Видовую принадлежность 
штаммов определяли методом масс-спектрометрии 
MALDI-ToF (MALDI ToF Autoflex speed, Bruker Daltonik 
GmbH, Германия). Оценку способности исследуемых 
бактерий к биоплёнкообразованию проводили стандарт-
ным методом [8, 9]. Интенсивность биоплёнкообразо-
вания оценивали по способности связывать кристал-
лический виолет. Осуществляли посев исследуемых 
штаммов в концентрации 0,7 по McFarl, в объёме 2 мл 
питательной среды на 12-луночные планшеты (Corn-
ing, США). Биоплёнки выращивали на питательной 
среде ТСБ (Trypticase Soy Broth, Becton, Dickinson and 
Company, США) или среде DМЕМ (ПанЭко, Россия) в 
течение 2-х суток. Контролем служила питательная сре-
да без внесения микроорганизмов в лунки планшетов. 
Для подтверждения биоплёночного процесса биоплёнки 
окрашивали концентрированным раствором Конго-крас-
ного (15 мин), после чего образцы трёхкратно отмывали 
дистиллированной водой, высушивали и докрашивали 
раствором карболового фуксина [8, 10] с последующей 
световой микроскопией Leica DMIL (Leica, Германия). 
Степень плёнкообразования измеряли в единицах оп-
тической плотности. Статистическую обработку прово-
дили с использованием непараметрического критерия 
Манна-Уитни [4].

Оценивали влияние температуры, присутствия кис-
лорода, возраста культуры на биоплёнкообразование. 
Значение температурного фактора оценивалось путём 
сравнения роста биоплёнки у исследуемых штаммов 
при 37ºC или 22ºC на питательной среде. Для создания 
анаэробных условий на поверхность питательной среды 
(в лунке планшета) непосредственно перед культиви-
рованием наслаивали 0,5 мл стерильного вазелинового 
масла. Для приготовления бактериальной суспензии ис-
пользована чистая культура бактерий сразу после 24-ча-
сового культивирования (37ºC) («суточная» культура) 
или чистая культура бактерий после 6-дневной экспози-
ции при 4ºC («недельная» культура).

Результаты. Оценивали влияние состава стандарт-
ных питательных сред на способность K. pneumoniae к 

биоплёнкообразованию (37º C, 2 сут). Установлено, что 
десять из тринадцати исследуемых штаммов (77%) бо-
лее интенсивно образуют биоплёнку в среде DМЕМ. 
Интенсивность биоплёнкообразования выше, в среднем, 
в 2,3 раза (p˂0,05) (см.таблицу). При культивировании 
микроорганизмов в ТСБ в большинстве случаев на-
блюдали более интенсивный рост планктонной формы 
бактерий, в DМЕМ – колонизацию дна лунки планшета. 
Штамм K. pneumoniae 945-3 не показал значимых раз-
личий интенсивности формирования биоплёнки при 
смене среды культивирования. K. pneumoniae 101 и 3833 
лучше формировали биоплёнку при культивировании в 
среде ТСБ (см.таблицу). Характерный для биоплёнки 
полисахаридный матрикс наиболее выражен при куль-
тивировании микроорганизмов в среде DМЕМ, что об-
наруживалось при окрашивании Конго-красным.

Для оценки возраста культуры, влияния температу-
ры, присутствия кислорода отобраны штаммы, показав-
шие высокую интенсивность образования биоплёнки на 
среде DМЕМ: 1, 2; 369; 813; 952-3, 3824.

Влияние фаз жизненного цикла на биоплёнкообра-
зование оценивалось у бактерий «суточной» и «не-
дельной» культур. Бактериальная культура, взятая в 
экспоненциальной фазе роста («суточная» культура) 
образовывала более плотную биоплёнку, чем культура 
бактерий, находящаяся, преимущественно, в стационар-
ной фазе («недельная» культура), но различия не были 
статистически значимы (p>0,05). При оценке темпе-
ратурного фактора установлено, что для большинства 
штаммов понижение температуры культивирования до 
22ºC не влияло на интенсивность образования биоплён-
ки. Статистически значимое снижение биоплёнкообра-
зования при 22º C отмечено для штамма 369, усиление – 
для штамма 3824. Рост бактерий в анаэробных условиях 
давал незначительное снижение биоплёнкообразования 
по сравнению с аэробными условиями для большинства 
штаммов (p>0,05). Единственный штамм, показавший 
достоверное (p˂0,05) усиление биоплёнкообразования в 
анаэробных условиях – K. pneumoniae 3824.

Обсуждение. В результате анализа влияния пита-
тельной среды на интенсивность биоплёнкообразования 
штаммами K. pneumoniae установлено, что для боль-
шинства штаммов имеет существенное значение состав 
питательной среды. При сравнении субстратов для куль-
тивирования, лучшей средой для стимуляции биоплё-
ночного процесса показала себя среда DМЕМ. Биоплён-
ка формируется бактериями чаще всего с целью защиты 
и выживания микроорганизмов в неблагоприятной или 
агрессивной среде [11]. Дефицит питательных веществ 
в субстратах может активировать «чувство кворума» 
(англ. quorum sensing), помогающее бактериям совмест-
но адаптироваться к более «голодной» среде. С этой точ-
ки зрения, отсутствие высокомолекулярных пептидов в 
среде DМЕМ (в отличие от ТСБ) может служить сигна-
лом для общения и координации между бактериями, на-
целенными на выживание популяции. Quorum sensing у 
многих бактерий связан с процессами агрегации клеток, 
производством экзополисахаридов и формированием 
биоплёнок [12].

Чистая культура K. pneumoniae достаточно стабиль-
на и может сохранять свою жизнеспособность при дли-
тельном хранении на питательной среде. В 1-е сутки 
культивирования на искусственных питательных средах 
популяция находится в экспоненциальной фазе роста. 
Спустя 2 суток и более, при отсутствии поступления 



514

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(8)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-8-512-515

MICROBIOLOGY

новых питательных веществ, популяция неизбежно 
переходит в стационарную фазу, затем фазу отмирания. 
Установлено, что для биоплёнкообразования штаммами 
K. pneumoniae не имеет существенного значения в ка-
кой фазе изначально находилась популяция бактерий. 
Попадая в новые условия, бактерии «недельной» куль-
туры быстро адаптируются и начинают формировать 
биоплёнку, незначительно уступая по этой способности 
бактериям, взятым из «суточной» культуры.

У большинства штаммов K. pneumoniae не отмечено 
значительных изменений в биоплёночном процессе при 
изменении температуры культивирования. У штамма 
3824, выделенного с поверхности вагинального эпите-
лия, отмечалось достоверное усиление биоплёнкообразо-
вания при температуре 22ºC. Штамм 369, полученный из 
гнойной раны, формировал биоплёнку лучше при 37ºC и 
достоверно снижал свою биоплёночную активность при 
22ºC. Можно предположить, что зависимость биоплёнко-
образования у вышеуказанных штаммов от температуры 
является следствием их длительной адаптации к опре-
делённым экологическим нишам. Последним биотопом 
для штамма 3824 являлась вагина, имеющая температуру 
ниже 37ºC. Лучшая адаптация штамма 369 к температуре 
37ºC, возможно, связана с его высокой способностью к 
паразитизму во внутренних тканях организма человека.

K. pneumoniae относится к факультативно-анаэроб-
ным микроорганизмам, что позволяет им комфортно 
чувствовать себя как в аэробной, так и анаэробной среде 
посредством переключения метаболических путей. Про-
демонстрировано незначительное снижение интенсив-
ности биоплёнкообразования в анаэробных условиях у 
большинства штаммов, т. е. наблюдалось небольшое 
усиление биоплёночного процесса в присутствии кисло-
рода. Единственный из исследуемых штаммов, показав-
ший значительное увеличение биоплёнкообразования в 
анаэробных условиях – K. pneumoniae 3824, выделен-
ный из биотопа влагалища. Формирование биоплёнки 
может быть связано не только с кислород-зависимыми 
процессами, но и вполне способно осуществляться в со-
стоянии анаэробного метаболизма.

Выводы.
1. Состав питательной среды влияет на интенсив-

ность образования биоплёнки K. pneumoniae: среда 

DМЕМ стимулирует биоплёнкообразование in vitro у 
большинства штаммов по сравнению с ТСБ.

2. Изолированные клетки K. pneumoniae, полученные 
из «суточной» культуры бактерий, незначительно пре-
восходят бактерии «недельной» культуры по способно-
сти формировать биоплёнку in vitro.

3. Чувствительность биоплёночного процесса к при-
сутствию кислорода и температуре является штамм-
зависимым признаком для K. pneumoniae. Большинство 
штаммов клебсиелл лучше формируют биоплёнку в аэ-
робных условиях при 37º C.
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