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Исследование направлено на анализ скорости 
проникновения антибиотика «Гентамицин» через 
биопленки бактерий Escherichia coli и Escherichia 
albertii с использованием конфокальной лазерной 
сканирующей микроскопии (КЛСМ). Актуальность 
работы обусловлена глобальной проблемой анти-
биотикорезистентности, усугубляемой защитными 
свойствами биопленок, которые в 10-1000 раз сни-
жают эффективность антибиотиков по сравнению с 
планктонными клетками. Целью работы являлось 
оценить глубину и скорость проникновения флуо-
ресцентного комплекса «Гентамицин-акридиновый 
оранжевый» в биопленки штаммов E. coli АТСС 
25922, E. coli М-17 ГКПМ 240418 и впервые выде-
ленной в РФ E. albertii. Биопленки выращивали  
48-92 ч на покровных стеклах. Комплекс «Гентами-
цина-акридиновый оранжевый» (конц. гентамицина 
2,5 мг/см³) наносили на биопленки на 5, 15, 30 и  
60 мин. при 37°C. Проникновение визуализировали и 
измеряли с помощью КЛСМ (LSM 800 ZEISS). Глуби-
на проникновения комплекса увеличивалась со вре-
менем экспозиции для всех штаммов. Наиболее 
медленная диффузия наблюдалась у E. albertii 
(15,4±0,5 мкм за 5 мин.; 19,5±0,5 мкм за 60 мин.). 
Значимо более быстрое проникновение отмечено у 
E. coli АТСС 25922 (18,5±0,7 мкм за 5 мин.;  
23,5±0,6 мкм за 60 мин.) и особенно у E. coli М-17 
(15,6±0,3 мкм за 5 мин.; 30,2±0,3 мкм за 60 мин.; 
p<0,05). Для достижения глубины 4 мкм E. albertii 
требовалось 55 мин., тогда как E. coli АТСС 25922 и 
М-17 достигали 5 и 15 мкм за это же время соответ-
ственно. 

The study is aimed at analyzing the rate of penetra-

tion of the gentamicin antibiotic through biofilms of 

Escherichia coli and Escherichia albertii bacteria by us-

ing confocal laser scanning microscopy (CLSM). The 

relevance of the study is due to the global problem of 

antibiotic resistance aggravated by the protective prop-

erties of biofilms which reduce the effectiveness of anti-

biotics 10-1000 times as compared to planktonic cells. 

The research goal was to evaluate the depth and rate of 

penetration of the fluorescent complex “gentamicin-

acridine orange” into biofilms of E. coli ATCC 25922,  

E. coli M-17 GKPM 240418 and E. albertii which was 

first isolated in the Russian Federation. The biofilms 

were grown for 48-92 hours on cover glasses. The gen-

tamicin-acridine orange complex (gentamicin concentra-

tion 2.5 mg cm³) was applied to biofilms for 5, 15, 30 and 

60 min at 37°C. The penetration was visualized and 

measured using CLSM (LSM 800 ZEISS). The penetra-

tion depth of the complex increased with exposure time 

for all strains. The slowest diffusion was observed for  

E. albertii (15.4 ± 0.5 μm in 5 min; 19.5 ± 0.5 μm in  

60 min). Significantly faster penetration was observed 

for E. coli ATCC 25922 (18.5 ± 0.7 μm in 5 min;  

23.5 ± 0.6 μm in 60 min) and especially for E. coli M-17 

(15.6 ± 0.3 μm in 5 min; 30.2 ± 0.3 μm in 60 min;  

p < 0.05). E. albertii required 55 min to reach a depth of 

4 μm, while E. coli ATCC 25922 and M-17 reached 5 μm 

and 15 μm in the same time, respectively. 
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Введение 
В последние годы все больше появляется 

сведений об обнаружении полирезистентных 
штаммов бактерий, что становится глобальной 
проблемой человечества. 

Установлено, что бактерии вида E. coli при 
постоянном контакте с антибиотиком в лабора-
торных условиях способны развить резистент-
ность к нему за 11 сут. В естественной среде 
полная устойчивость бактерий к новому анти-
биотику наблюдается через 5 лет, частичная 
адаптация – в срок до года [1]. 

По данным ВОЗ, в результате возникающей 
устойчивости бактерий к антибиотикам ежегодно 
умирает 25 тыс. человек [2]. 

В животноводстве по причине резистентности 
происходит ранняя выбраковка животных, что 
влечет большие экономические потери [3]. 

В последнее время увеличилась доля анти-
биотикорезистентных штаммов микроорганиз-
мов разных семейств, которые находятся в объ-
ектах окружающей среды и диких животных  
[4, 5]. 
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Бактерии рода Escherichia относятся к услов-
но-патогенным микроорганизмам. Отдельные 
представители E. coli способны вызывать 
острую инфекционную болезнь молодняка жи-
вотных и птиц, протекающую в септической (ко-
лисептицемия) или энтеритной (колидиарея) 
формах [6-8]. 

E. coli являются основным санитарно-
показательным микроорганизмом, используе-
мым для характеристики безопасности пищевой 
продукции. E. coli входит в состав нормофлоры 
кишечника, накапливается в больших количе-
ствах в помещениях для содержания животных 
и часто является причиной вторичной (секун-
дарной) инфекции.  

До 90,0% бактерий способны образовывать 
биопленки. Микроорганизмы в состоянии био-
пленок по сравнению с планктонными бактерия-
ми того же вида способны переносить действие 
антибиотиков в дозировке выше в 10-1000 раз. 
Для борьбы с микроорганизмами используются 
антибиотики. Одним из наиболее часто исполь-
зуемых препаратов является «Гентамицин», ко-
торый входит в класс аминогликозидов и явля-
ется бактерицидным. Он связывается с 30S-
субъединицей бактериальной рибосомы, нега-
тивно влияя на синтез белка. Механизм дей-
ствия гентамицина заключается в нарушении 
способности рибосомы различать правильные 
взаимодействия транспортной и матричной РНК. 
Неправильная тРНК соединяется с кодоном 
мРНК в аминоацильном сайте рибосомы, адено-
зины 1492 и 1493 исключаются из взаимодей-
ствия и втягиваются, сигнализируя рибосоме об 
отторжении аминоацилированной тРНК [9]. Ме-
ханизм влияния антибиотиков на планктонные 
формы бактерий и биопленки существенно от-
личается. Для изучения данного явления требу-
ются разработки новых высокотехнологичных и 
наукоемких методов и методологии. Такими ме-
тодами может служить использование меченых 
флорохромами антибиотиков, флуоресцентная 
и конфокальная микроскопия. Флуоресцентные 
красители имеют способность избирательно 
проникать в живые или мертвые клетки прока-
риот, специфически связываться с определен-
ными структурами-мишенями клетки (например, 
ДНК, РНК), благодаря чему можно дифферен-
цировать клетки бактерий по их физиологиче-
скому состоянию, а также оценивать числен-
ность «живых» и «мертвых» клеток, определять 
их физиологическую активность. Метод лазер-

ной сканирующей конфокальной микроскопии 
позволяет получать трехмерные реконструкции 
биопленок, окрашенных флюоресцентными кра-
сителями, с целью изучения морфологического 
строения [10, 11]. 

Цель исследования – подготовить флуорес-
центный комплекс «Гентамицин-акридиновый 
оранжевый» для обработки бактериальных био-
пленок; оценить глубину проникновения Гента-
мицина в сформированные биопленки штаммов 
E. coli АТСС 25992, E. coli М-17 ГКПМ 240418 и 
впервые выделенной на территории Российской 
Федерации E. albertii методом лазерной скани-
рующей конфокальной микроскопии с течением 
времени.  

 
Материалы и методы 

Работа выполнена с 2021 по 2024 гг. в ФГБУ 
«ВГНКИ». Для исследования использовали ком-
мерческие питательные среды HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited (Индия): Nutrient Agar 
(М001), Nutient Broth (М002), Endo Agar (M029), 
Mueller Hinton Agar (М173), тест-штаммы E. coli 
ATCC 25922, E. coli М-17 ГКПМ 240418, выде-
ленная нами из содержимого кишечника кур 
культура бактерий вида E. albertii. Для приготов-
ления растворов использовали деионизирован-
ную воду, дистиллированную воду, фосфатно-
солевой буфер (PBS) рН 7,4, гентамицина суль-
фат (порошок), акридиновый оранжевый. Для 
проведения исследований использовали: тер-
мостат «Binder ВD-53», Германия, ламинарные 
шкафы II класса защиты Holten Safe 2010, Гер-
мания; конфокальный микроскоп LSM 800 
ZEISS, Германия (программное обеспечение 
Zen 2,6 (blue edition). 

Формирование биопленок. Подготовленные 
суточные бульонные культуры бактерий дово-
дили до концентрации 0,5 ЕД Макфарланда [12]. 
Биопленки выращивали на покровных стеклах, 
помещенных в 6-луночные планшеты, в течение 
48-92 ч при температуре (37,0±1,0)оС, не допус-
кая перемешивания среды с бактериями. 

Подготовка меченого антибиотика. Подго-
тавливали флуоресцентный комплекс «Гента-
мицин-акридиновый оранжевый» с конечной 
концентрацией гентамицина 2,5 мг/см3. 

Обработка биопленок меченым антибиоти-
ком. Удаляли Nutient Broth из лунок планшета с 
биопленками. Промывали биопленки от планк-
тонных клеток фосфатно-солевой буфер (PBS). 
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В четыре лунки планшета с биопленками на 
стеклах добавляли 2,0 см3 флуоресцентного 
комплекса, в пятую лунку – 2,0 см3 рабочего 
раствора гентамицина (контроль самофлуорес-
ценции), в шестую лунку – 2,0 см3 раствора ак-
ридин оранжевого (контроль флюоресценции). 
Планшеты инкубировали 5, 15, 30, 60 мин. при 
(37,0±1,0)оС.  

Визуализацию проводили на конфокальном 
лазерном сканирующем микроскопе. Параметры 
сканирования: (Z-стеки (шаг 1 мкм) для  
3D-реконструкции биопленки, разрешение: 
1024×1024 пикселей).  

Оценка результатов. Измеряли интенсив-
ность флуоресценции акридинового оранжевого 
в разных слоях биопленки. Гентамицин, мечен-
ный акридиновым оранжевым, виден как «зеле-
ная флуоресценция» в биопленке; глубина про-
никновения показывала, насколько эффективно 
антибиотик достигает внутренних слоев; срав-
нение с контролем для оценки специфичности и 
эффективности проникновения гентамицина.  

 
Результаты 

Диско-диффузионным методом установлена 
чувствительность бактерий к гентамицину (со-
держание в диске, 10 мкг). У E. albertii, E. coli 

ATCC 25922 E. coli М-17 ГКПМ 240418 зона ин-
гибиции роста составила 21, 24, 23 мм, при нор-
мативном значении установления чувствитель-
ности 17 мм.  

Структура биоплёнки была визуализирована 
с помощью конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии (КЛСМ). 

КЛСМ биопленок штамма E. albertii, обрабо-
танных флуоресцентным комплексом «Гентами-
цин-акридин оранжевый», показывает низкую 
скорость проникновения гентамицина в клетки, 
расположенные глубоко внутри биопленки. Ско-
рость проникновения (диффузии) флуоресцент-
ного комплекса представлена изменением 
окраски срезов с интервалом 1,0 мкм (рис. 1). 

Через 5 и 60 мин. после окрашивания глуби-
на проникновения флуоресцентного комплекса в 
биопленку E. albertii составила 15,4 и 19,5 мкм 
соответственно (рис. 2). Интенсивность диффу-
зии на достоверную величину меньше, чем  
E. coli ATCC 25922, на 3,1 и 4 мкм соответствен-
но (p<0,05). 

Глубина проникновения флуоресцентного 
комплекса в биопленку E. coli ATCC 25922  
(рис. 3), обработанную флуоресцентным ком-
плексом, составила от 18,5 до 23,5 мкм. 

 

   
а б в 

Рис. 1. Конфокальная микроскопия биопленок E. albertii:  
а – проекция в формате 2,5D; б – проекция в формате 2D; в – ортогональная проекция 

 

  
а б 
Рис. 2. Конфокальная микроскопия биопленок E. albertii: 

а – экспозиция 5 мин.; б – экспозиция 60 мин. 
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а б 

Рис. 3. Конфокальная микроскопия биопленок E. coli ATCC 25922:  
а – экспозиция 5 мин.; б – экспозиция 60 мин. 

 

  
а б 

Рис. 4. Конфокальная микроскопия биопленок E. coli М-17:  
а – экспозиция 5 мин.; б – экспозиция 60 мин. 

 
Глубина проникновения флуоресцентного 

комплекса в биопленку E. coli М-17 (рис. 4), об-
работанную флуоресцентным комплексом, со-
ставила от 15,0 до 30,0 мкм. 

По результатам КЛСМ установлено, что во 
всех исследованных штаммах наблюдается 
прямая зависимость между временем экспози-
ции и глубиной проникновения антибиотика. Чем 
дольше биоплёнка контактирует с флуоресцент-
ным комплексом, тем глубже гентамицин прони-
кает в её структуру. E. albertii демонстрирует 
наименьшую проницаемость, особенно на ран-
них этапах (5-15 мин.), что указывает на высо-
кую плотность и защитные свойства её биоплён-
ки (табл.). E. coli ATCC 25922 показывает уме-
ренную проницаемость, глубина проникновения 
увеличивается равномерно. E. coli М-17 отлича-
ется наибольшей глубиной проникновения, осо-
бенно после 30 и 60 мин. Это говорит о меньших 

барьерных свойствах её биоплёнки или более 
рыхлой структуре. 

Во всех временных точках глубина проникно-
вения у E. coli ATCC и М-17 достоверно выше, 
чем у E. albertii. Начиная с 30 мин., глубина про-
никновения в E. coli М-17 также достоверно вы-
ше, чем у ATCC 25922, что подчёркивает особую 
чувствительность биоплёнки этого штамма к 
гентамицину. 

На рисунке 5 представлена графическая ви-
зуализация зависимости глубины проникновения 
флуоресцентного комплекса гентамицина от 
времени экспозиции для трёх штаммов бакте-
рий, где чётко видно, что E. albertii демонстриру-
ет наименьшую проницаемость. 

E. coli M-17 обладает наибольшей глубиной 
проникновения, особенно после 30 и 60 мин. 

Все штаммы показывают рост проницаемо-
сти с увеличением времени (рис. 5). 

Таблица  
Глубина проникновения флуоресцентного комплекса в зависимости от времени экспозиции 

 

Время экспозиции  
флуоресцентного комплекса, 

мин. 

Глубина проникновения флуоресцентного комплекса, мкм 

E. albertii 
E. coli 

ATCC 25922 
E. coli М-17 

ГКПМ 240418 

5 15,4±0,5 18,5±0,7a,c 15,6±0,3 

15 16,5±0,7 19,6±0,8a 19,5±0,5a 

30 18,7±0,3 20,5±0,4a 24,7±0,2a,b 

60 19,5±0,5 23,5±0,6a,c 30,2±0,3a,b 

Примечание. Статистическая значимость p<0,05, a – E. аlbertii, b – E. coli ATCC 25922, c – E. coli М-17 ГКПМ 
240418. 
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Рис. 5. График зависимости глубины проникновения флуоресцентного комплекса в биопленки 

 
Периферийные клетки биопленки быстрее 

подвергались воздействию гентамицина, бакте-
рии в более глубоких слоях биоплёнки подвер-
гались воздействию постепенно из-за его сни-
женной скорости проникновения. Такое посте-
пенное воздействие может позволить бактериям 
биоплёнки претерпеть вызванные стрессом ме-
таболические или транскрипционные измене-
ния, которые повышают устойчивость к анти-
биотику.  

Заключение 
Проведённое исследование подтвердило 

эффективность применения флуоресцентной и 
конфокальной лазерной сканирующей микро-
скопии для оценки скорости и глубины проник-
новения гентамицина в бактериальные биоплён-
ки. Установлено, что проницаемость биоплёнок 
различных штаммов бактерий рода Escherichia 
для флуоресцентно меченого гентамицина ва-
рьируется и зависит от времени экспозиции. 
Минимальная глубина проникновения наблюда-
лась у биоплёнок E. albertii, что указывает на 
более выраженные барьерные свойства данной 
структуры по сравнению с биоплёнками E. coli 
ATCC 25922 и E. coli М-17 ГКПМ 240418. 

Динамика флуоресценции показала, что ан-
тибиотик проникает в биоплёнку постепенно, 
достигая максимальной глубины при увеличении 
времени экспозиции до 60 мин. Эти данные сви-
детельствуют о потенциальной способности 
бактерий, находящихся в глубоких слоях био-
плёнки, избегать действия антибиотика в тече-
ние значительного времени, что может способ-
ствовать формированию устойчивости. Полу-
ченные результаты подчеркивают важность учё-

та биоплёночной формы роста микроорганизмов 
при разработке новых антимикробных терапев-
тических подходов и вносят вклад в понимание 
механизмов антибиотикорезистентности. 
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