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Индикация биопленок микроорганизмов при болезнях 
органов пищеварения ягнят 

РЕЗЮМЕ
Приведены результаты морфометрических и денситометрических показателей биопленок микроорганизмов, выделенных при болезнях органов пи-
щеварения ягнят. Установлены изменения количественного и видового состава микробиоценозов кишечника при болезнях органов пищеварения по 
сравнению с клинически здоровыми ягнятами. При проведении исследований методами оптической микроскопии выявили формирование трехмерной 
структуры биопленок в виде плотной сети, состоящей из грамотрицательных и грамположительных бактерий, дрожжевых клеток, гифальных и псевдо-
гифальных форм, окруженных межклеточным полимерным матриксом. Наличие бластоспор обусловливало увеличение количества адгезированных 
к субстрату клеток, происходило формирование биологической пленки, состоящей из палочковидных и округлых клеток, удерживающихся на клет-
ках микроскопических грибов. В процессе дисперсии при разрушении межклеточного матрикса и отделении бактериальных и дрожжевых клеток от 
микроколоний обособлялись разветвленные структуры и колонизировали свободные от микроорганизмов участки субстрата. Оценку интенсивности 
формирования биопленок изучаемыми микроорганизмами проводили, измеряя оптическую плотность через 48 ч культивирования. Результаты лю-
минесцентных микроскопических исследований показали, что динамика изменений жизнеспособных структур микроорганизмов характеризовалась 
чередующимися периодами снижения и увеличения интенсивности формирования биопленки. В исследуемых культурах микроорганизмов выявляли 
клетки, характеризующиеся способностью к активному росту и размножению, образующие сменяющие друг друга субпопуляции. При детекции жизне
способности микроорганизмов в составе биопленок дифференцировали жизнеспособные (зеленый спектр люминесценции) и нежизнеспособные клетки 
(красный спектр люминесценции).
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вого сырья, что обусловливает социальную значимость 
проблемы [12, 19, 20]. 

Патогенез синдрома избыточного бактериального 
роста при транслокации микроорганизмов, реализа-
ции факторов вирулентности микроорганизмов обес
печивается адгезивными свойствами, являющимися 
одним из ключевых факторов при формировании архи-
тектоники биопленок, характеризующихся увеличени-
ем оптической плотности, обусловливая длительность 
и  ретроспективность диагностических исследова-
ний [21–23]. В биопленках полирезистентных штаммов 
Candida parapsilosis выявляли процессы диссоциации, 
денситометрические показатели концентрического фе-
нотипа в 1,75 раза превышали показатели оптической 
плотности фенотипа формы «кратера вулкана», пока-
затели оптической плотности гладких колоний были 
на 20,0–60,0% меньше по сравнению с другими фено-
типами [24]. Популяции, подвергавшиеся воздействию 
неблагоприятных факторов, являлись гетерогенными, 
причем генетически не отличались от исходной попу-
ляции, сохраняли физиологическое разнообразие, не-
обходимое для колонизации «очищенной» ниши или 
новой среды обитания [21, 23, 25, 27]. 

Для детекции жизнеспособных микроорганизмов 
в составе гетерогенной популяции in vitro и in vivo уста-
новлена эффективность инструментальных способов, 
позволяющих выявить полисахаридный межклеточ-
ный матрикс и метаболически активные клетки за счет 
взаимодействия красителей с полисахаридами клеточ-
ной стенки [28–30].

Фазово-контрастная микроскопия позволяет выя-
вить показатель агрегации подвижных клеток, процессы 
агрегации клеток, оценить степень прироста биомассы 

ВВЕДЕНИЕ
Совокупность процессов циркуляции и резервации 

микроорганизмов в почвенных и водных биоценозах 
окружающей среды является экологической основой 
возникновения энзоотий, а также формирования оча-
гов и распространения возбудителей инфекционных 
заболеваний на новые территории или акватории [1–2]. 

В  структуре неонатальной патологии желудочно-
кишечные и  респираторные болезни составляют 
до 95,0%, этиологическим фактором которых являют-
ся Salmonella spp. и Pasteurella spp. [3]. При патологиях, 
клинически проявляющихся диареей, дегидратацией, 
токсемией, в  частности при эшерихиозе, заболевае-
мость ягнят достигает 12,3–95,2%, летальность – 60,0–
90,0% [4, 5]. В биотопах кишечника ягнят молозивного 
и молочного периодов наблюдали снижение концен-
трации бифидо- и  лактобактерий и  увеличение со-
держания токсигенных энтеробактерий, энтерококков 
и микроскопических грибов рода Candida [6–11]. Коло-
низация тонкого кишечника патогенными микроорга-
низмами, прежде всего грамотрицательными энтеро-
бактериями, обусловлена морфофункциональными 
особенностями органов пищеварения животных ран-
него постнатального периода развития [12–14].

Наблюдается инцидентность резистентности 
к лекарственным препаратам микроорганизмов, вы-
деленных из патологического материала и содержи-
мого гнойных кожно-мышечных повреждений живот-
ных [15–18].

Контаминация микроорганизмами, обладающими 
высокой ферментативной активностью, в  том числе 
при низких температурах, может происходить на всех 
технологических стадиях обработки и хранения пище-
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SUMMARY
The paper demonstrates morphometric and densitometric parameters of microbial biofilms recovered from lambs with digestive disorders. Changes of quantitative 
and species composition of the intestinal microbiocenoses in the lambs with digestive disorders were compared with the ones of the clinically healthy lambs. Light 
microscopy results demonstrated formation of three-dimensional biofilm structure in the form of dense grid consisting of gram-negative and gram-positive bacteria, 
yeast cells, hyphas and pseudohyphas surrounded with intracellular polymer matrix. Presence of blastospores aided to the increased number of cells attached to 
the substrate, and biofilm was formed, which consisted of rod and round cells attached to the microfungi cells. In the process of dispersion that occurred during the 
destruction of the intercellular matrix and bacterial and yeast cell detachment, branched structures separated from the microcolonies and colonized microorgan-
ism-free regions of the substrate. The intensity of biofilm formation by the microorganisms under study was evaluated by optic density measurement in 48 hours 
of cultivation. Fluorescence microscopy results demonstrated that the dynamics of changes of the viable microbial structures was specified by intermittent periods 
of increased or decreased biofilm formation intensity. Cells characterized by active growth and replication and forming alternating subpopulations were detected 
in the examined microbial cultures. When determining the viability of the microorganisms in the biofilms, the viable (green fluorescence) and non-viable (red 
fluorescence) cells were differentiated.

Keywords: Attachment, biofilms, bacteria, dispersion, microfungi, colonization resistance, intercellular matrix, fluorescence.
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На  каждой стадии промывки планшеты встряхива-
ли в течение 5 мин. Фиксацию производили 150 мкл 
96%-го этанола в течение 15 мин, подсушивали 20 мин 
при 37 °С. Для окрашивания биопленок микроорганиз-
мов в лунки вносили 0,5%-й раствор красителя и куль-
тивировали 5 мин при 37 °С. Содержимое лунок удаля-
ли, трижды промывали 200 мкл фосфатно-буферного 
раствора (рН 7,3) и подсушивали. Связавшийся краси-
тель элюировали из адгезированных клеток 200 мкл 
96%-го этанола в течение 30 мин [35, 36].

Морфометрические показатели биопленок. Для 
оптической микроскопии микроорганизмы культиви-
ровали 18–48 ч при 37 °С на покровных стеклах, раз-
мещенных в  чашках Петри с  20  мл мясопептонного 
бульона (МПБ) и 5 мл взвеси 18-часовых культур в кон-
центрации 105 КОЕ/мл [21]. Препараты фиксировали сме-
сью спирта с эфиром (1:1) 10 мин, окрашивали 0,5%-м 
раствором метиленового синего, водным раствором 
генцианвиолета в разведении 1:2000, с помощью набо-
ра для окраски по Граму («БиоВитрум», Россия). Для лю-
минесцентной микроскопии использовали покровные 
стекла 18,0 × 18,0 мм (Corning Inc., США). Перед инокуля-
цией стекла промывали 70%-м этанолом в деионизиро-
ванной воде, подсушивали при 70 °С в течение 30 мин. 
Покровные стекла помещали в лунки 12-луночных план-
шетов (ОАО «Фирма Медполимер», Россия), пипеткой на-
носили на их поверхность суспензию микроорганизмов 
(OD600 = 0,08) в объеме 5,0 мл на лунку и культивирова-
ли при 37 °С в течение 18–48 ч. Лунки планшета дважды 
промывали фосфатно-буферным раствором (рН  7,2) 
и подсушивали. Затем на поверхность стекла наноси-
ли 15 мкл красителя Live/Dead (Thermo Fisher Scientific, 
США) в концентрации 1 мг/мл, покрывали покровным 
стеклом, окрашивали 10 мин при 25 °С в темноте [37]. 
Микроскопические исследование проводили при ре-
презентативной выборке достоверной частоты встреча-
емости – ≥ 90,0% поля зрения оптического микроскопа 
«Биомед МС-1» (ООО «Биомед», Россия); люминесцентно-
го микроскопа Leica DMRB (Германия), оборудованного 
100-кратным масляным иммерсионным объективом 
с дихроичным фильтром возбуждения длинной волны 
510 нм и фильтром длинных частот 515 нм.

Результаты экспериментальных данных обрабатыва-
ли методом статистического анализа с использованием 
критерия достоверности Стьюдента, результаты счита-
ли достоверными при р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ 
Индикация и идентификация микроорганизмов. При 

болезнях органов пищеварения ягнят наблюдали уве-
личение количественного состава бактерий и  дрож-
жеподобных грибов, формирующих колонии на диф-
ференциально-диагностических средах: Chromocult® 
Coliform Agar, Cetrimide Agar, Yolk Salt Agar, HiCrome 
Candida Agar (табл. 1).

На указанных питательных средах наблюдали увели-
чение количества микроорганизмов, выделенных при 
болезнях органов пищеварения ягнят (опыт), по срав-
нению с клинически здоровыми животными (контроль). 

На среде Chromocult® Coliform Agar за счет наличия 
в составе среды додецилсульфата натрия подавлялся 
рост грамположительных бактерий, наблюдался рост 
грамотрицательных бактерий: опыт  – 7,15  ±  0,12  – 
9,33 ± 0,26; контроль – 3,13 ± 0,12 – 7,13 ± 0,10; индекс 
колонизации составил 0,831%. 

биопленок на различных этапах формирования в  за-
висимости от состава и содержания кислорода в среде 
культивирования [31]. Электронно-микроскопические 
исследования биопленок грамотрицательных, грам-
положительных бактерий и микроскопических грибов 
позволяют раскрыть механизмы межклеточной комму-
никации, сорбции и агрегации гетерогенных биопленок, 
циклические режимы роста, фенотипическую пластич-
ность, обусловливающих персистенцию некультивируе-
мых микроорганизмов в организме бактерионосителей 
в межэпизоотические периоды [12, 21, 23, 32]. 

Для раскрытия механизмов адаптации патогенов 
к паразитированию в организме восприимчивых видов, 
оптимизации схемы микробиологических исследова-
ний, разработки противоэпизоотических мероприя-
тий, направленных на предупреждение заболеваний 
животных и получение безопасных продуктов живот-
новодства, приоритетным направлением научных изы-
сканий является апробация и подбор способов и ме-
тодов исследований биопленок микроорганизмов, что 
и определило актуальность темы исследований.

Цель работы – изучить морфометрические и денси-
тометрические показатели биопленок микроорганиз-
мов при болезнях органов пищеварения ягнят. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы. В  опытах использовали изоляты, выде-

ленные из содержимого кишечника ягнят агинской 
породы в возрасте от 1 до 30 суток. Перед проведе-
нием исследований животных по принципу аналогов 
разделили на две группы: І  – при болезнях органов 
пищеварения (опыт, n = 5); ІІ – клинически здоровые 
ягнята (контроль, n = 5). 

Питательные среды: сердечно-мозговой бульон, 
Chromocult® Coliform Agar, Cetrimide Agar, Yolk Salt Agar, 
HiCrome Candida Agar, Oxytetracycline Glucose Yeast 
Extract Agar, (HiMedia, Индия). 

Тест-системы: ENTERO-Rapid, NEFERM test 24 (Erba-
Lachema, Чехия), API  Staph (bioMérieux, Франция), 
HiCandida Identification Kit (HiMedia, Индия).

Диагностические сыворотки: ФГП  «Армавирская 
биофабрика» (Россия), РУП «Институт эксперименталь-
ной ветеринарии им. С. Н. Вышелесского» (Беларусь).

Индикация и  идентификация микроорганизмов. 
Изучение морфологических, культуральных и биохи-
мических свойств микроорганизмов проводили обще-
принятыми методами в соответствии с Bergey's Manual 
of Systematic Bacteriology (1984–1989) и «Определите-
лем патогенных и условно-патогенных грибов» [33, 34]. 
Микроорганизмы культивировали при 37 °С в течение 
24 ч, применяя жидкие и плотные питательные среды. 
Серологическую идентификацию эшерихий проводили 
диагностическими сыворотками, определяли адгезив-
ные антигены К88, К99, 987Р, F41, А20 в соответствии 
с рекомендациями «Наставления по применению аг-
глютинирующих О-коли сывороток» (Москва, 1998). 

Денситометрические показатели биопленок. 
Индикацию биопленок микроорганизмов проводили 
по степени связывания кристаллического фиолетового 
(HiMedia, Индия) при длине волны 490 нм. Исследуе-
мые образцы вносили в лунки 96-луночного планшета 
(ОАО «Фирма Медполимер», Россия), культивировали 
48 ч в статических аэробных условиях при 37 °С. Затем 
жидкость удаляли, лунки планшетов трижды промы-
вали 200 мкл фосфатно-буферного раствора (рН 7,3). 
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позволило дифференцировать эшерихии от таксоно-
мически сходных видов энтеробактерий в течение 24 ч. 

Энтеробактерии были каталазаположительные, ок-
сидазаотрицательные, ферментирующие D-глюкозу 
и  многоатомные спирты с  образованием кислоты 
и газа. Эшерихии образовывали индол, утилизировали 
ацетат натрия, не образовывали сероводород, не ути-
лизировали цитрат, малонат натрия, не продуцировали 
уреазу, фенилаланиндезаминазу, ферментировали са-
харозу и дульцит. Клебсиеллы утилизировали глюкозу, 
цитрат натрия, продуцировали ацетилметилкарбинол, 
ферментировали инозит, гидролизовали мочевину, не 
образовывали индол, сероводород. Протеи образо-
вывали сероводород, уреазу, редуцировали нитраты, 
гидролизовали желатин, ферментировали глюкозу, 

При дифференциации микроорганизмов учитыва-
ли, что на указанной дифференциально-диагностиче-
ской среде эшерихии, в связи с наличием ферментов 
β-галактозидазы и β-глюкуронидазы, расщепляющих од-
новременно два хромогенных субстрата, формировали 
фиолетового цвета колонии. Протеи и энтеробактеры, не 
имеющие указанных ферментов, формировали на среде 
бесцветные колонии. Клебсиеллы за счет расщепления 
ферментом β-галактозидазы хромогенного субстрата 
формировали колонии темно-розового цвета (рис. 1а).

Наличие триптофана в  составе среды позволяло 
провести тест на образование индола, для этого на 
фиолетовые колонии наносили каплю реактива Кова-
ча. При изменении цвета колоний до розово-красного 
в  течение 3–5  сек тест считали положительным, что 
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Таблица 1
Количественный состав микроорганизмов при болезнях органов пищеварения 
Table 1
Quantitative composition of microorganisms in case of digestive disorders 

Среды
Количество микроорганизмов (КОЕ, lg/г)

Индекс колонизации*, %
Контроль Опыт

Chromocult® Coliform Agar (n = 20) 3,13 ± 0,12 – 7,13 ± 0,10 7,15 ± 0,12 – 9,33 ± 0,26 0,831

Cetrimide Agar (n = 6) 1,01 ± 0,12 – 2,01 ± 0,10 2,84 ± 0,11 – 3,03 ± 0,16 0,356

Yolk Salt Agar (n = 6) 0,21 ± 0,11 – 0,82 ± 0,10 0,83 ± 0,07 – 1,36 ± 0,09 0,253

HiCrome Candida Agar (n = 6) 1,74 ± 0,13 – 2,18 ± 0,03 4,14± 0,12 – 5,01 ± 0,08 0,420

* Отношение количества микроорганизмов (КОЕ, lg/г) в 1,0 г исследуемого материала клинически здоровых животных (контроль)  
и количества микроорганизмов (КОЕ, lg/г) в 1,0 г исследуемого материала при болезнях органов пищеварения (опыт).

* Proportion of microorganisms (CFU, lg/g) in 1.0 g of the tested sample collected from clinically healthy animals (control)  
and microorganisms (CFU, lg/g) in 1.0 g of the tested sample collected from the animals with digestive disorders (experimental).

Рис. 1. Морфология колоний микроорганизмов микробиоценозов кишечника ягнят 
при болезнях органов пищеварения (рост при 37 °С, 48 ч):
a – Chromocult® Coliform Agar, 76 × 10–9 КОЕ; b – HiCrome Candida Agar, 68 × 10–9 КОЕ

Fig. 1 Morphology of microbial colonies in intestinal microbiocinoses of lambs with digestive disorders:
a – Chromocult® Coliform Agar, 76 × 10–9 CFU; b – HiCrome Candida Agar, 68 × 10–9 CFU 

ba
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хромогенного гексоамидазного субстрата образовали 
колонии светло-зеленого цвета. Колонии C. parapsilosis, 
не имеющие указанного фермента, формировали на 
среде синие колонии (рис. 1b).

давали положительную реакцию с метиловым красным, 
дезаминировали фенилаланин, не декарбоксилирова-
ли лизин, различались по способности утилизировать 
цитрат натрия. Энтеробактеры не образовывали индол 
и сероводород, ферментировали глюкозу, лактозу, рам-
нозу, ксилозу, мальтозу, сорбит, арабинозу, рафинозу, 
утилизировали цитрат, малонат натрия, гидролизовали 
желатин, различались по способности утилизировать 
инозит, дульцит, салицин, адонит (табл. 2).

При учете дифференциальных признаков из 20 вы-
деленных грамотрицательных чистых культур микроор-
ганизмов было идентифицировано 19 (95,0%) изолятов 
бактерий семейства Enterobacteriaceae, из них 13 (65,0%)
составили Escherichia coli, 4 (20,0%) – Klebsiella pneumoniae, 
2 (10,0%) – Proteus vulgaris, 1 (5,0%) – Enterobacter cloacae. 

При определении серологической принадлеж-
ности из 13  (65,0%) идентифицированных изолятов 
E.  coli  3  (15,0%) положительно реагировали с  поли-
валентной сывороткой группы  №  1 (серогруппы  О2, 
О78, О33); 4 (20,0%) – с сывороткой группы № 2 (серо-
группы О9, О15, О26, О111), 2 (10,0%) – с сывороткой 
группы № 3. Четыре культуры микроорганизмов про-
дуцировали адгезивные антигены: О33:F41 – 1 (5,0%), 
О111:А20 – 1 (5,0%), О2:A20 – 1 (5,0%), О9:А20 – 1 (5,0%). 

Увеличение количества микроорганизмов при болез-
нях органов пищеварения наблюдали также и на среде 
Cetrimide Agar: опыт – 2,84 ± 0,11 – 3,03 ± 0,16; контроль – 
1,01 ± 0,12 – 2,01 ± 0,10; индекс колонизации – 0,356%. 
Из 6 выделенных микроорганизмов идентифицирован 
1 изолят (16,7%) грамотрицательных аэробных бактерий 
Pseudomonas aeruginosa. Указанные бактерии восстанав-
ливали нитриты в нитраты, обладали протеолитической 
активностью (разжижали желатин и свернутую кровя-
ную сыворотку, гидролизовали казеин), свертывали 
лакмусовое молоко и расщепляли сгусток, не фермен-
тировали мальтозу, не образовали индол и сероводород. 

Количество микроорганизмов увеличивалось 
и  на среде Yolk Salt Agar, содержащей 10,0% натрия 
хлорида: опыт  – 0,83  ±  0,07  – 1,36  ±  0,09; контроль  – 
0,21 ± 0,11 – 0,82 ± 0,10; индекс колонизации – 0,253%. 
Из  6  выделенных микроорганизмов идентифициро-
вали 2 изолята (33,3%) грамположительных бактерий 
Staphylococcus spp.: S. aureus – 1 (16,7%), S. epidermidis – 
1 (16,7 %). Указанные бактерии формировали выпуклые 
непрозрачные колонии белого, золотистого, оранжево-
го, желтого цветов диаметром 2,0–2,5 мм. Отмечали на-
личие плазмокоагуляции сыворотки крови, содержащей 
1,0–4,0% цитрата натрия, с образованием на предметном 
стекле сгустка, наблюдали рост в присутствии 15,0% хло-
рида натрия или 40,0% желчи. Микроорганизмы фер-
ментировали глюкозу, маннит в анаэробных условиях, 
продуцировали аммиак, свертывали и пептонизировали 
молоко, не ферментировали дульцит, салицин, инулин. 

Количество колоний микроорганизмов на сре-
де HiCrome Candida Agar также увеличивалось: 
опыт – 4,14 ± 0,12 – 5,01 ± 0,08; контроль – 1,74 ± 0,13 – 
2,18 ± 0,03; индекс колонизации – 0,420%. Из 6 выделен-
ных микроорганизмов идентифицировали 3 изолята 
(50,0%) дрожжеподобных грибов: Candida albicans  – 
2  (33,3%), Candida parapsilosis  – 1  (16,7%). Микроор-
ганизмы на агаре Сабуро с  глюкозой формировали 
гладкие, выпуклые, белого цвета, мягкой равномер
ной консистенции колонии (S-форма). На хромогенной 
среде микроскопические грибы C. albicans за счет рас-
щепления ферментом β-N-ацетилгалактозаминидазы 
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Таблица 2
Дифференциация энтеробактерий по биохимическим свойствам
Table 2
Differentiation of enterobacteria by their biochemical properties

Биохимические 
признаки

Вид бактерий

Escherichia  
coli

Klebsiella 
pneumoniae

Proteus  
vulgaris

Enterobacter 
cloacae

Оксидаза – – – –

Каталаза + + + +

Лактоза + + – +

Индол + – + –

Сорбит + + – +

Сероводород – – + –

Цитрат – + + +

Мочевина – + + –

Желатин – – + +

Реакция Фогеса – 
Проскауэра – + + +

«+» – положительный тест (positive test result);  
«–» – отрицательный тест (negative test result).

Таблица 3
Дифференциация дрожжеподобных грибов Candida spp. 
по биохимическим свойствам
Table 3
Differentiation of yeast-like fungi Candida spp. by their biochemical 
properties

Углеводы
Вид микроорганизмов

C. albicans C. parapsilosis

Уреаза – –

Мелибиоза – –

Лактоза – –

Мальтоза + +

Сахароза + +

Галактоза + –

Целлобиоза – –

Инозит – –

Ксилоза + +

Дульцит – –

Рафиноза – –

Трегалоза + –

«+» – положительный тест (positive test result);  
«–» – отрицательный тест (negative test result).
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Согласно полученным результатам, значения 
абсолютных величин оптической плотности  (ODs) 
P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans составили 0,454 ± 0,09 – 
0,526 ± 0,08, интенсивность формирования биопленок – 
I ≥ 0,3–0,4, следовательно, данные культуры являются 
сильными продуцентами биопленок.

При выявлении способности к  образованию био-
пленки у  культур E.  coli, K.  pneumonia, C.  parapsilosis 
определили, что оптическая плотность (ODs) была 
в диапазоне 0,391 ± 0,07 – 0,571 ± 0,05, интенсивность 

Дрожжеподобные грибы Candida spp. были способ-
ны расти в присутствии циклогексимида, сбраживали 
сахарозу, мальтозу, ксилозу, уреазной активностью не 
обладали. Микроорганизмы C. albicans сбраживали га-
лактозу, C. parapsilosis не сбраживали трегалозу (табл. 3).

Денситометрические показатели биопленок ми-
кроорганизмов. Распределение изученных видов ми-
кроорганизмов по интенсивности формирования био-
пленки проводили согласно измерениям оптической 
плотности через 48 ч культивирования. 
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Таблица 4
Оценка интенсивности формирования биопленок бактериями по оптической плотности
Table 4
Determination of the bacterial biofilm formation intensity by optic density

Культуры
микроорганизмов Размеры клеток, нм

Оптическая плотность

ODs
ODc td

1 2 3

E. coli (1,4–3,8) × (0,5–0,8) 0,542 0,571 0,550 0,098 4,2

K. pneumoniae (0,6–6,0) × (0,3–1,0) 0,514 0,493 0,502 0,099 4,4

P. vulgaris (1,0–3,0) × (0,4–0,8) 0,284 0,279 0,275 0,097 4,2

E. cloacae (0,6–1,0) × (1,2–3,0) 0,246 0,256 0,267 0,099 3,6

P. aeruginosa (1,5–5,0) × (0,5–1,4) 0,458 0,462 0,454 0,098 3,9

S. aureus (1,5–1,6) 0,481 0,485 0,477 0,098 4,4

C. albicans (2,0–3,0) × (3,0–5,0) 0,520 0,532 0,526 0,099 4,5

C. parapsilosis (1,7–2,0) × (3,0–4,0) 0,391 0,397 0,403 0,097 4,2

ODS – исследуемый образец (tested sample); ODC – контроль (control); td – коэффициент достоверности (confidence factor).

Рис. 2. Морфология биопленок микроорганизмов (рост при 37 °С, 48 ч, МПБ):
а – бактерии K. pneumoniae. Окрашивание метиленовым синим, ок. 10, об. 100, иммерсия;
b – дрожжеподобные грибы C. parapsilosis. Окрашивание метиленовым синим, ок. 10, об. 100, иммерсия

Fig. 2. Morphology of microbial biofilms (growth at 37 °С, 48 hours, MPB):
a – K. pneumoniae bacteria. Staining with methylene blue, oc. 10, obj. 100, immersion;
b – yeast-like fungi C. parapsilosis. Staining with methylene blue, oc. 10, obj. 100, immersion 

ba
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aureus – 1, Staphylococcus  epidermidis – 1, Candida albi-
cans – 2, Candida parapsilosis – 1.

Через 18–48 ч культивирования при 37 °С с помощью 
оптической микроскопии выявили формирования ге-
терогенной структуры биопленок изученных изолятов 
грамотрицательных и грамположительных бактерий, 
а также дрожжеподобных грибов Candida spp. 

За счет взаимодействия флуоресцентных красителей 
с полисахаридами клеточной стенки в составе биопленок 
дифференцировали структуры метаболически активных 
клеток: зеленый спектр люминесценции – жизнеспособ-
ные клетки и красный – нежизнеспособные клетки. 

формирования биопленок – I ≥ 0,2–0,3. Таким образом, 
данные микроорганизмы были отнесены к группе уме-
ренных продуцентов биопленок. 

Установлено, что микроорганизмы P.  vulgaris, 
E. cloacae обладали слабой способностью образовывать 
биопленку: оптическая плотность (ODs) – 0,246 ± 0,03 – 
0,284 ± 0,08, интенсивность формирования биопленок – 
I ≥ 0,1–0,2 (табл. 4). 

Морфометрические показатели биопленок микро-
организмов. Через 18–48 ч культивирования при 37 °С 
с  помощью оптической микроскопии препаратов, 
окрашенных генцианвиолетом, метиленовой синью 
и по Граму, были выявлены гетерогенные структуры 
биопленок изученных изолятов грамотрицательных 
и  грамположительных бактерий, а  также дрожжепо-
добных грибов Candida spp. (рис. 2).

Реализация процессов межклеточной коммуника-
ции происходила поэтапно: седиментация (оседание); 
фиксация (первичное прикрепление); формирование 
монослоя, межклеточных связей (коагрегация), рост 
микроколоний; формирование кластеров и архитек-
тоники зрелых биопленок; дисперсия. 

При разрушении межклеточного матрикса и отде-
лении бактериальных и дрожжевых клеток от микро-
колоний дисперсия выявлялась в виде обособленных 
разветвленных структур, колонизирующих свободные 
от микроорганизмов участки субстрата.

Формирование трехмерной структуры биопленок 
в  виде плотной сети, состоящей из грамотрицатель-
ных и грамположительных бактерий, дрожжевых кле-
ток, гифальных и псевдогифальных форм, происходит 
за счет синтеза межклеточного полимерного матрикса. 
Как правило, в поливидовых биопленках наблюдали 
адгезию грамотрицательных и  грамположительных 
бактерий к  дрожжевым формам микроскопических 
грибов. Наличие бластоспор микроскопических гри-
бов обусловливало увеличение количества адгезиро-
ванных к субстрату клеток, формировались биопленки, 
состоящие из бактериальных клеток, удерживающихся 
на дрожжевых клетках (рис. 3). 

При люминесцентной микроскопии через 18–72 ч 
культивирования динамика изменений жизнеспо-
собных структур характеризовалась чередующимися 
периодами снижения и  увеличения интенсивности 
формирования биопленок. В исследуемых культурах 
микроорганизмов выявляли клетки, характеризующи-
еся способностью к активному росту и размножению, 
образующие сменяющие друг друга субпопуляции. 
Смена периодов интенсивности роста микроорга-
низмов обусловлена наличием различных диссоциа
тивных вариантов, получающих преимущество при 
формировании архитектоники биопленок. За счет 
взаимодействия флуоресцентных красителей с поли-
сахаридами клеточной стенки в составе биопленок 
дифференцировали структуры метаболически актив-
ных клеток: зеленый спектр люминесценции  – жиз-
неспособные клетки и красный – нежизнеспособные 
клетки (рис. 4). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При болезнях органов пищеварения ягнят из 38 вы-

деленных микроорганизмов было идентифицировано 
26 изолятов, в том числе:  Escherichia coli – 13,  Klebsiella 
pneumoniae – 4, Proteus vulgaris – 2, Enterobacter cloa-
cae – 1,  Pseudomonas  aeruginosa – 1, Staphylococcus 
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Рис. 3. Морфология биопленок микроорганизмов  
(рост при 37 °С, 48 ч, МПБ): бактерии P. aeruginosa 
и дрожжеподобные грибы C. albicans. 
Окрашивание по Граму, ок. 10, об. 100, иммерсия

Fig. 3. Morphology of microbial biofilms  
(growth at 37°С, 48 hours, MPB):
P. aeruginosa bacteria and yeast-like fungi C. albicans. 
Gram staining, oc. 10, obj. 100, immersion 

Рис. 4. Морфология биопленок бактерий K. pneumonia 
(рост при 37 °С, 72 ч, МПБ). Комплекс красителей  
Live/Dead, ок. 10, об. 200, иммерсия

Fig. 4. Morphology of K. pneumonia biofilms  
(growth at 37 °С, 72 hours, MPB).
Live/Dead stains, oc.10, obj. 200, immersion 
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