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Универсальная толерантность бактериальных биопленок обусловливает 
ряд проблем, связанных с лечением хронических инфекционных заболеваний, 
дезинфекцией медицинских приборов, бытовых и промышленных вод и водно-
инженерных сооружений (Lappin-Scott et al., 2003). Рост бактерий в форме 
биопленки значительно повышает степень устойчивого разнообразия клеток 
(Boles et al., 2004). Гетерогенность (неоднородность признаков) клеток бак-
териальной популяции — одна из основных причин экстремальной толерант-
ности биопленок (Lappin-Scott et al., 2003). Вариации фенотипов возникают 
в результате разнообразных физиологических и генетических процессов и 
обеспечивают выживание популяции в условиях стрессов и изменений среды 
(Zgur-Bertok, 2007; Boles et al., 2004).

Показано, что бактерии, обладающие мутаторным фенотипом, т. е. де-
монстрирующие повышенную частоту спонтанных мутаций, характеризу-
ются значительным адаптивным потенциалом, позволяющим преодолевать 
различные стрессы и стимулировать формирование устойчивости к химио-
терапевтическим соединениям (Taddei et al., 1997). Однако интенсивный му-
тагенез приводит к накоплению негативных мутаций, поэтому в природных 
бактериальных популяциях поддерживается оптимальное для данных условий 
среды соотношение частот мутаций (Sniegowski et al., 1997). Обнаружение 
среди клинических штаммов Escherichia coli высокой частоты встречаемости 
слабого мутаторного фенотипа привело к предположению о превалирующем 
значении в микроэволюции бактерий именно слабого и умеренного, но не 
экстремального гипермутагенеза (Baquero et al., 2004).

Настоящее исследование направлено на изучение гетерогенности попу-
ляций микробиоценоза системы плавательных бассейнов. Выбор объекта 
объясняется тем, что исследуемый биотоп сочетает в себе относительную 
простоту и стабильность физико-химических условий, практическую важ-
ность рассматриваемых микроорганизмов и частичную схожесть системы с 
моделью хронической инфекции, характеризующейся продолжительной экс-
позицией бактерий с антибиотиками, окислительным стрессом и постоянным 
отсевом планктонных клеток.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение гетерогенности бактериальной популяции системы бассейнов 
по признаку частоты возникновения мутаций, ее взаимосвязи с активностью 
образования биопленки и адаптацией к селективному давлению.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение бактериальных штаммов
Отбор образцов производили в пределах одного водно-инженерного со-

оружения, включающего в себя три плавательных бассейна и их системы 
очистки, каждые 3 месяца в течение периода с февраля 2007 по июль 2009 гг. 
В качестве проб брали смывы с различных поверхностей, образцы воды из 
чаш бассейнов, переливного потока, механических и сорбционных фильтров. 
Изоляты получали из морфологически различающихся колоний, выросших 
при рассеве проб на агаризованных средах Luria-Bertani (LB) и M9 (Atlas, 
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2004). Чистые культуры засевали в пробирки со скошен-
ным агаром и хранили при 4 °С. Отбор изолятов для про-
ведения скрининга популяции P. aeruginosa на предмет 
поиска бактерий с гипермутаторным фенотипом (час-
тотой возникновения спонтанных мутантов более 10–6) 
осуществляли с помощью высева проб на селектив-
ную агаризованную среду с 0,3 ‰ цетримида (Sigma-
Aldrich, США) (Atlas, 2004). Колонии с характерной для 
P. aeruginosa морфологией изолировали и использовали 
для экспресс-теста на гипермутагенез.

Культивирование бактерий
Культивирование бактерий осуществляли при темпе-

ратуре 37 °С, в LB-бульоне на орбитальном шейкере при 
100 об./мин либо на агаризованной среде LB в термоста-
те. Ночную культуру засевали в LB-бульон в пропорции 
1:100. Рабочую культуру растили до стадии середины ло-
гарифмического роста (ОП600=1.0–1.3).

Идентификация микроорганизмов
Идентификацию бактерий проводили на основе фено-

типического тестирования и секвенирования последова-
тельностей фрагментов 16S рДНК. Для идентификации 
использовали таблицы, представленные в руководствах 
Берги по систематике и детерминации бактерий (Берк-
ли и др., 1997а, 1997б; Garrity, 2005), стандартные мик-
робиологические методы (Герхардт и др., 1984) и среды 
(Atlas, 2004). В качестве контрольных использовали му-
зейные штаммы Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
(American Type Culture Collection, США), E. coli K12S 
(E. coli Genetic Stock Center, США), Staphylococcus 
epidermidis 33 (Коллекция ГНИИСК им. Тарасевича). 
Фрагменты 16S рДНК трех представителей каждого 
вида амплифицировали с помощью вырожденных прай-
меров («Евроген», Россия) 342F-GAY ACG GYC CAG 
ACT CCT, 1373R-CTA GCG AYT CCR MCT TCA (для 
грамотрицательных микроорганизмов) и 390F-GGG 
AGG CAG CAG TRG GGA A, 1168R-CGC TCG TTR 
CGG GAC TTA (для грамположительных микроорганиз-
мов); клонировали в плазмиду pUC19 («СибЭнзим», 
Россия) с помощью стандартных методов молекулярной 
биологии (Маниатис и др., 1984) и секвенировали с по-
мощью M13–20 праймеров («СибЭнзим», Россия) на 
секвенаторе MegaBACE™ 1000 согласно рекомендаци-
ям производителя. Выравнивание последовательностей 
ДНК производили с помощью алгоритма BLAST на сайте 
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Определение частоты спонтанных мутантов 
(ЧСм)

ЧСМ определяли на агаризованной среде LB с ри-
фампицином (Sigma-Aldrich, США) 300 мкг/мл ме-
тодом, описанным ранее (Mena et al., 2008). Здесь и 
далее в качестве контрольных использовали штаммы 
P. aeruginosa ATCC 27853 и S. epidermidis 33. Клетки 

5 мл рабочей культуры осаждали и ресуспендировали в 
500 мкл фосфатно-солевого буфера (Atlas, 2004). Для 
каждой суспензии готовили последовательные десяти-
кратные разведения и высевали по 100 мкл исходных 
суспензий и первых двух разведений на LB-агар с ри-
фампицином в трех повторностях. Исследовали три не-
зависимые рабочие культуры каждого изолята. Частоту 
мутантов определяли как отношение среднего количес-
тва выросших на агаре с рифампицином колоний к ис-
ходному количеству высеваемых клеток, определяемому 
методом подсчета колониеобразующих единиц (КОЕ). 
Экспресс-скрининг изолятов P. aeruginosa на предмет 
поиска бактерий с гипермутаторным фенотипом произ-
водили с помощью рассева рабочих культур по 10 капель 
объемом 5 мкл на LB-агар с рифампицином 300 мкг/мл. 
В случае формирования 10 и более колоний штаммы от-
бирали для более точного измерения частоты мутантов 
методом, указанным выше.

Определение активности биопленкообразования 
(АБО)

Интенсивность формирования биопленки определя-
ли колориметрическим методом (Merritt et al., 2005), с 
использованием генцианвиолета («Реахим», Россия). 
Каждую культуру изолята засевали в 3 лунки планшета. 
Планшеты инкубировали в термостате в течение 48 ч. 
Оптическую плотность спиртовых элюатов генцианвио-
лета измеряли при 570 нм. 

Определение чувствительности к биоцидам 
и антибиотикам

В качестве показателя чувствительности к антибио-
тикам и применяемым в практике обработки исследу-
емой системы биоцидам использовали минимальную 
ингибирующую концентрацию (МИК) антибиотика или 
биоцида. Определение МИК производили стандартным 
методом двукратных разведений на 96-луночном план-
шете (Watts et al., 2008). В качестве исходных раство-
ров для приготовления последовательных двукратных 
разведений использовали 22,5 % хлорид гидроксипропи-
лендиметиламмония (препарат Desalgine® Jet, Bayrol), 
20 % полигексаметиленгуанидин гидрохлорид (препарат 
«Биопаг-Д», Международный институт эколого-тех-
нологических проблем), 3 % гипохлорит натрия («Реа-
хим»); рифампицин — 15 мг/мл (Sigma-Aldrich, США), 
стрептомицин — 25 мкг/мл (Sigma-Aldrich, США), ци-
профлоксацин — 5 мг/мл (Sigma-Aldrich, США). Здесь 
и далее исследовали по три представителя каждой субпо-
пуляции либо каждого морфотипа P. aeruginosa.

Удельная скорость роста (УСР)
Для определения УСР изолятов P. aeruginosa строи-

ли кривые роста стандартными методами (Герхардт и др., 
1984). УСР вычисляли на участке кривой роста, соот-
ветствующем логарифмической фазе по формуле:
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УСР = 

∆ОП600
ОП600·t  , 

где ОП600 — начальная оптическая плотность (λ=600 
нм); ∆ОП600 — изменение оптической плотности за вре-
мя t (Oliver et al., 2002).

Полуколичественное определение продукции 
рамнолипидов

Для сравнения продукции рамнолипидов представи-
телей различных фенотипических групп P. aeruginosa 
использовали агар с метиленовым голубым и цетрими-
дом (Siegmund et al., 1991). После высева и инкубации 
в течение 72 ч измеряли радиус образовавшегося темно-
голубого гало при наблюдении в дневном свете (с точ-
ностью до 1 мм).

Определение подвижности клеток изолятов
Подвижность «роения» (swarming motility) определя-

ли с помощью метода, описанного ранее (Caiazza et al., 
2005). Чашки Петри инкубировали 16 ч при 37 °С, затем 
32 ч — при комнатной температуре, после чего измеря-
ли средний радиус зон миграции клеток колонии.

Определение чувствительности к пероксиду 
водорода

Чувствительность планктонной культуры к H2O2 оп-
ределяли методом, разработанным ранее (Bjarnsholt et 
al., 2005).

методы статистики
Статистическую обработку параметров производили 

при помощи программы Microsoft® Excel 2002 и пакета 
программ STATISTICA 6.0. Достоверность отличий па-
раметров (ЧСМ, АБО, УСР, МИК, радиусов подвиж-
ностей роения и преципитации метиленового голубого) 
изолятов различных субпопуляций определяли с приме-
нением непараметрического U критерия Манна–Уитни. 
В случае p<0,05 отличия параметров двух независимых 
групп считали достоверными. Корреляцию уровней АБО 
и ЧСМ вычисляли с помощью непараметрического ко-
эффициента ранговой корреляции Спирмена. Подсчет 
средних значений и стандартных отклонений, а также 
построение диаграмм осуществляли с помощью про-
граммы Microsoft® Excel 2002.

Все эксперименты выполняли в трех повторностях 
для каждого изолята.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

выделение, идентификация и отбор бактерий. 
В процессе работы отобрали 208 изолятов бактерий; 
92 % идентифицированных изолятов принадлежали 8 
резидентным видам, то есть видам, являющимся ста-
бильными компонентами микрофлоры системы (обна-

руженным в пробах пяти и более дат отбора образцов). 
Для исследования структуры популяции выбирали виды, 
отвечающие следующим условиям: 1) сравнимые скоро-
сти роста; 2) широкая распространенность в рассматри-
ваемом биотопе; 3) условная патогенность; 4) отсутствие 
устойчивости к рифампицину. В ряду таких видов иденти-
фицированы P. aeruginosa, Bacillus sp. (группа Bacillus 
cereus), Acinetobacter lwoffii, Pseudomonas alcaligenes.

Скрининг частоты мутагенеза изолятов. Произво-
дили с целью установить моду распределения и процент 
штаммов с мутаторным фенотипом. К последним отно-
сили изоляты, ЧСМ которых в 10 и более раз превы-
шала ЧСМ контрольных штаммов: P. aeruginosa ATCC 
27853, (2,8 ± 0,9) × 10–8 (для видов P. aeruginosa, A. 
lwoffii, P. alcaligenes), и S. epidermidis 33, (4 ± 1,2) 
× 10–8 (для Bacillus sp.). Сравнение полученных рас-
пределений ЧСМ (рис. 1 А, Б) с данными публикаций 
результатов скрининга изолятов P. aeruginosa (Kenna 
et al., 2007), E. coli (Baquero et al., 2004) и Bacillus 
simplex (Sikorski et al., 2005) показывает заметное 
смещение модальных частот в сторону больших зна-
чений ЧСМ (моды ЧСМ в 2–4 раза превышают ана-
логичные величины для ранее описанных популяций). 
Смещение пика частот максимально в группе изолятов 
P. aeruginosa, мода частоты мутантов которых прибли-
зительно в 10 раз превышает показатель, полученный 
в работах Kenna и соавторов ((0,8–2,0) × 10–8) (Kenna 
et al., 2007). Подобное явление описано для штам-
мов, выделенных из легких больных муковисцидозом. 
В данном случае причинами смещения пиков частот 
мутантов считают селективный пресс антибиотиков, 
гетерогенность колонизируемой среды, воздействие 
окислительного стресса, вызванного активизацией 
иммунного ответа, и первичную селекцию мутаторных 
штаммов при заражении (Kenna et al., 2007; Oliver, 
2002). Аналогичные факторы действуют в исследуемой 
системе: роль селективного пресса антибиотиков вы-
полняют биоциды, используемые в дезинфекции, тогда 
как окислительный стресс обусловлен хлорированием 
и озонированием воды.

Содержание вариантов со слабым и умеренным мута-
торным фенотипом в популяциях A. lwoffii и P. alcaligenes 
составляют соответственно 11,5 % и 10 %, тогда как в 
группах изолятов P. aeruginosa и Bacillus sp. — 14 % 
и 17 % (рис 1 А, Б). Полученные значения превышают 
аналогичные показатели, выявленные ранее для при-
родных и клинических штаммов P. aeruginosa (5 %) 
(Kenna et al., 2007) и клинических изолятов E. coli (4 %) 
(Baquero et al., 2004) и природных штаммов B. simplex 
(3–11 %) (Sikorski et al., 2005). В рамках экспресс-
скрининга 125 изолятов P. aeruginosa выявлен один 
изолят бактерий с гипермутаторным фенотипом. ЧСМ 
штамма составляет 2,4 × 10–6 и превышает контрольный 
уровень приблизительно в 80 раз. Встречаемость гипер-
мутаторного фенотипа в исследованной популяции соот-
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рис. 1. Распределение частот мутантов в популяциях исследуемых видов: А — P. aeruginosa ( ) и P. alcaligenes ( ); Б — A. 
lwoffii ( ) и Bacillus sp. ( ).

ветствует таковой среди клинических штаммов E. coli и 
Salmonella (Baquero et al., 2004), тогда как в популяци-
ях P. aeruginosa, обусловливающих хронические инфек-
ции дыхательных путей, составляет от 5 % (на ранних 
стадиях развития инфекции) до 50 % (через 15–20 лет 
развития) (Kenna et al., 2007).

Зависимость распределения ЧСм и АБО
При измерении уровней интенсивности формирова-

ния биопленок выявлено зависимое распределение па-
раметров ЧСМ и АБО. Наблюдается либо положитель-
ная корреляция параметров (A. lwoffii, рис. 2 А), либо 
дробление популяции на подгруппы с выраженными 

различиями указанных признаков (Bacillus sp., рис. 3 А; 
P. aeruginosa, рис. 3. Б). При этом для P. alcaligenes 
(рис. 2 Б) выявляется как корреляция параметров ЧСМ 
и АБО изолятов, так и дифференциация популяции на две 
субпопуляции. Коэффициент корреляции АБО и ЧСМ в 
группе изолятов A. lwoffii составляет 0,85 (p=0,004), в 
группе изолятов P. alcaligenes — 0,62 (p=0,004). Диф-
ференциация на субпопуляции в пределах P. alcaligenes, 
P. aeruginosa, Bacillus sp. подтверждена с помощью 
методов непараметрической статистики. Результаты U-
теста Манна–Уитни указывают на статистическую до-
стоверность различий интенсивностей мутагенеза либо 
биопленкообразования в популяциях исследуемых ви-
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дов. Представителей различных субпопуляций обнару-
живали на протяжении всего периода исследования, то 
есть выявленная дискретная гетерогенность популяций 
является стабильной во времени.

Можно выделить три группы гипотез, призванных 
объяснить наблюдаемое распределение параметров: 
1) дискретная гетерогенность популяций отражает раз-
нообразие штаммов, первично заселивших исследуе-
мый биотоп; 2) фенотипически различные субпопуляции 

микроорганизмов возникли в результате кладогенеза на 
ранних стадиях колонизации биотопа; 3) субпопуляции 
представляют собой варианты, постоянно появляющиеся 
в популяции. Первая и вторая гипотезы не согласуются 
с принципом конкурентного исключения Гаузе, согласно 
которому два фенотипически близких варианта организ-
мов не могут длительно существовать в пределах одного 
биотопа. В рамках третьей гипотезы в качестве причины 
возникновения описанных субпопуляций предположи-

рис. 2. Зависимость распределения интенсивностей мутагенеза и биопленкообразования в популяциях: А — P. alcaligenes, 
Б — A. lwoffii. Указаны средние значения и стандартные отклонения
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ли последовательное и взаимообусловленное развитие 
соответствующих фенотипов, направление которого 
диктуется экологическими условиями и особенностями 
физиологии микроорганизмов. Для анализа способов 
формирования наблюдаемой неоднородности фенотипов 
взяли вид P. aeruginosa, наиболее изученный в контекс-
те биопленкообразования и мутагенеза (Cornelis, 2008). 
Вероятными претендентами на роль факторов, опре-

деляющих развитие выявленных фенотипов, являются 
системы чувства кворума. Ранее зарегистрирована кор-
реляция встречаемости в клетках мутаторных мутаций и 
мутаций в генах lasR и rhlR, кодирующих регуляторные 
белки систем межклеточного сообщения P. aeruginosa. 
Явление объясняют последовательным развитием кон-
ститутивного мутаторного фенотипа на базе повышения 
чувствительности к АФК, вызванного нарушением сис-

рис. 3. Зависимость распределения интенсивностей мутагенеза и биопленкообразования в популяциях: А — Bacillus sp.; 
Б — P. aeruginosa. Указаны средние значения и стандартные отклонения. Номерами (1–4) на диаграммах обозначены выяв-
ленные субпопуляции изолятов, различающихся величиной указанных параметров
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тем чувства кворума (Bjarnsholt et al, 2010). Для провер-
ки предположения измерили экспрессию ряда функций, 
регулируемых системами las и rhl.

Функции, зависимые от активности систем чувства 
кворума. Представители субпопуляции 4 (бактерии с му-
таторным фенотипом) выявили резкое снижение чувстви-
тельности клеток к действию пероксида водорода (рис. 4 Д), 

тогда как продукция рамнолипидов (рис. 4 Е) и подвижность 
«роения» (рис. 4 Г) достоверно не отличались от парамет-
ров контрольной субпопуляции 2. Результаты подтверждают 
предположение об обусловленности развития мутаторного 
фенотипа нарушением антиоксидантной защиты микроор-
ганизмов, однако, по-видимому, гены системы чувства кво-
рума здесь участия не принимают. По сравнению с субпопу-

рис. 4. Фенотипические свойства изолятов выявленных субпопуляций P. aeruginosa: А — активность биопленкообразова-
ния; Б — частота мутантов, устойчивых к рифампицину; В — удельная скорость роста в среде М9; Г — подвижность «роения»; 
Д — чувствительность к окислительному стрессу; Е — продукция рамнолипидов. Указаны средние значения и стандартные 
отклонения параметров. * — достоверное отличие от параметров субпопуляции 1; ** — достоверное отличие от параметров 
субпопуляции 2; *** — достоверное отличие от параметров субпопуляции 3.
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ляцией 2, фенотипически соответствующей контрольному 
штамму P. aeruginosa ATCC 27853, субпопуляции 1 и 3 де-
монстрировали достоверно более высокие уровни развития 
признаков, зависимых от социального поведения и межкле-
точного сообщения (рис. А, Г, Д, Е). Наблюдаемое явление 
можно объяснить последовательным развитием признаков: 
сначала активного биопленкообразования (развитие суб-
популяции 1 из субпопуляции 2), а затем конститутивного 
гирпермутагенеза (субпопуляция 3 из субпопуляции 1). При 
этом связующим звеном, по-видимому, выступает интенси-
фикация мутагенеза за счет стресс-индуцируемых механиз-
мов, активизирующихся в условиях роста в составе биопле-
нок (Lappin-Scott et al., 2003).

морфотипические варианты p. aeruginosa
Масштабы гетерогенности природных популяций вида 

P. aeruginosa по признаку активности биопленкообразова-

ния могут различаться. В условиях длительного роста в со-
ставе биопленок бактерии продуцируют ряд разнообразных 
морфотипов, т. е. вариантов, отличающихся морфологией 
колоний, образуемых на агаризованной среде (Boles et al., 
2004). Возникновение морфотипов связывают с фазовыми 
вариациями (Webb et al., 2004), то есть соответствующие 
мутации происходят с высокой частотой и являются адап-
тивными для данных условий среды. В период исследования 
выделено три ранее описанных (Cornelis, 2008) морфоти-
па P. aeruginosa: «морщинистый» (далее WСV); вариант 
с мелкими колониями (далее SCV); вариант дикого типа 
(WT). Оба нетипичных варианта обладали выраженной 
биохимической инертностью и медленным ростом в пита-
тельной среде (рис. 5 А). Изоляты WСV демонстрировали 
исключительно высокую способность к образованию био-
пленки (рис. 5 Б) и интенсивную автоагрегацию в жидких 
средах. Уровень биопленкообразования варианта, опреде-

рис. 5. Физиологические свойства морфотипов P. aeruginosa: А — удельная скорость роста в LB-бульоне; Б — активность 
биопленкообразования; В — чувствительность к биоцидам:  — гидроксипропилендиметиламмония хлориду,  — полигек-
саметиленгуанидин гидрохлориду,  — гипохлориту натрия; Г — чувствительность к антибиотикам:  — ципрофлоксацину,  

— стрептомицину,  — рифампицину. АТСС 27853 — контрольный коллекционный штамм; WT — штаммы дикого типа; 
SCV — изоляты вариантов с мелкими колониями; WCV — изоляты вариантов с «морщинистыми» колониями. * — достовер-
ные отличия от параметров контрольного штамма АТСС 27853; ** — достоверные отличия от параметров дикого типа.
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ленного в данной работе как SCV, оказался ниже соответс-
твующего параметра дикого типа, тогда как SCV-варианты, 
изолируемые из легких больных муковисцидозом, как пра-
вило, отличаются повышенной активностью формирова-
ния биопленки (Cornelis, 2008). Объективная оценка ЧСМ 
морфотипов SCV и WСV затруднена ввиду значительных 
различий уровней чувствительности к антибиотикам, ис-
пользуемым для определения частоты мутантов (рис. 5 В). 
Минимальные МИК культур клеток SCV-морфотипа обус-
лавливают низкие частоты формирования колоний на сре-
де с рифампицином, в то время как экстремально высокие 
МИК, характерные для WCV-варианта, приводят к значи-
тельной переоценке ЧСМ при рутинном скрининге. Изо-
ляты морфотипов SCV и WCV выявили наиболее высокие 
уровни МИК биоцидов (рис. 5 Г). Морфотипы SCV и WCV 
P. aeruginosa преобладали в пробах, отобранных после аг-
рессивной обработки бассейнов препаратами Desalgine® 
Jet и NaClO, когда большая часть культивируемой микро-
флоры погибала. По-видимому, SCV- и WCV-варианты P. 
aeruginosa, являются формами, приспособленными к пе-
реживанию сильных стрессов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стабильное присутствие в популяции вариантов с 
низкой конкурентоспособностью в обычных условиях 
обеспечивает выживание всей популяции при стрессе 
либо резком изменении факторов среды. В текущей ра-
боте исследовали биотоп, имеющий промежуточное по-
ложение между природной и лабораторной системами. 
Гетерогенность популяций исследованных видов реали-
зуется посредством как специфических (фазовые вари-
ации), так и неспецифических механизмов; стабильна 
во времени и является как результатом, так и средством 
адаптации целой популяции к условиям существования.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ, 
проект № 07-04-96000-р_урал_а (2007–2009).
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GENEtIc aNd morphotypIc hEtEroGENEIty 
of SwImmING pooL bactErIaL popuLatIoNS

L. A. Magdanova, N. V. Golyasnaya

Summary ` : the populations of resident bacterial species of the 

swimming pool community such as Pseudomonas aeruginosa, Ba-

cillus sp., Acinetobacter lwoffii and Pseudomonas alcaligenes were 

analyzed. all these species showed stable in time heterogeneity by spon-

taneous mutation frequency and biofilm forming ability. there was no-

tably high occurrence of mutators in all investigated populations. our 

results show high level of genetic plasticity and adaptivity under condi-

tions of starvation and exposure to biocides. 

k ` Ey wordS: population heterogeneity; mutagenesis; tolerance to 

biocides; biofilm.
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