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Система для изучения механизмов флокуляции и автоагрегации бактерий, 
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Цель работы  – оценка применимости системы, основанной на магнитной левитации, для изучения автоагрега-
ции грамотрицательных и грамположительных патогенных бактерий и выяснения механизмов, контролирующих 
автоагрегацию. Материалы и методы. В работе были использованы вирулентные штаммы Escherichia coli O157:H7, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus и Listeria monocytogenes. Количество живых бактерий определяли 
с использованием дифференциального красителя Live/Dead®. Окраску курлей E. coli проводили красителем конго 
красный. Результаты. Все 4 протестированных вида бактерий в использованных нами условиях формировали авто-
агрегаты, которые левитировали в объеме жидкости в течение до 72 часов (время наблюдения). Количество жи-
вых бактерий в автоагрегатах через 72 часа составляло от 82 (E. coli) до 99% (L. monocytogenes). С использованием 
описанной системы было показано, что формирование автоагрегатов E. coli зависит от продукции курлей – повер-
хностных структур, играющих большую роль также и в формировании биопленок. Заключение. Предложена система 
магнитной левитации, позволяющая изучать молекулярные механизмы автоагрегации и флокуляции патогенных 
бактерий.
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Objective. To evaluate the potential of magnetic levitation systems when studying the autoaggregation of gram-negative 
and gram-positive pathogenic bacteria and elucidating mechanisms controlling autoaggregation. Materials and methods. 
Escherichia coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and Listeria monocytogenes were used. The num-
ber of alive bacteria was determined using a Live/Dead® dye. E. coli curli were stained with Congo red. Results. All four tested 
bacterial species formed autoaggregates that levitated within the liquid volume for up to 72 hours (observation time). 
After 72 hours, the number of alive bacteria in the autoaggregates ranged from 82% (E. coli) to 99% (L. monocytogenes). The 
formation of E. coli autoaggregates was shown to depend on the production of curli, which represent surface structures 
playing an important role in biofilm formation. Conclusion. The proposed system of magnetic levitation can be used to study 
molecular mechanisms of bacterial autoaggregation and flocculation.
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Принято считать, что бактерии существуют в двух 
состояниях: одиночные планктонные клетки и по-
верхностно-ассоциированные клеточные агрегаты, 

известные как биопленки. Бактериальные биоплен-
ки представляют собой ассоциированные с повер-
хностью трехмерные (3D) многослойные структуры, 
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образованные бактериями и самопродуцируемым 
матриксом, состоящим из экзополисахарида, белков, 
внеклеточной ДНК и липидов [1]. Механизмы защи-
ты, обеспечиваемые биопленками, такие как ограни-
ченная диффузия антибиотиков, накопление в мат-
риксе ферментов, модифицирующих антибиотики, 
формирование клеток-персистеров, обеспечивают 
бактериям в биопленках в сотни раз более высокую 
устойчивость к антибиотикам и другим микробицид-
ным средствам по сравнению с планктонными бакте-
риями. Биопленки, образованные патогенными бакте-
риями, играют важную роль в клинической патологии. 
Для изучения биопленок было разработано много 
экспериментальных подходов, включая использование 
микротитровальных планшетов, биоферментеров и ex 
vivo препаратов. 

Развитие методов микроскопии позволило прово-
дить анализ биопленок непосредственно в образцах, 
полученных из слизистых оболочек и эпителиальных 
тканей, суставов и хронических ран. Во многих случаях 
биопленки, связанные с хроническими заболеваниями, 
не были напрямую связаны с поверхностями тканей 
человека, а скорее левитировали в объеме физиоло-
гических жидкостей [2–4]. Такие не прикрепленные 
к поверхности агрегаты, образованные бактериями, 
внедренными в полимерный матрикс, были описаны 
для широкого круга патогенных бактерий, включая 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter 
spp., Mycobacterium abscessus, Borrelia spp., Actinobacillus 
pleuropneumoniae и Staphylococcus aureus.

Для изучения свойств неприкрепленных агрегатов 
в последние годы появляется все больше моделей in 
vitrо: проводится мониторинг агрегации бактерий 
в культурах без встряхивания в высоковязких средах, 
в блоках агара или в присутствии физиологических 
жидкостей [5]. Основным ограничением для моделей 
неприкрепленных агрегатов in vitro является седимен-
тация агрегатов даже в высоковязких средах под дейст-
вием гравитации, что ограничивает время наблюдения.

Ранее нами был предложен оригинальный подход 
к длительному наблюдению неприкрепленных агрега-
тов – использование системы магнитной левитации [6]. 
В результате воздействия неоднородного магнитного 
поля на атомные и молекулярные электроны вещество 
может притягиваться к магниту (пара- и ферромагне-
тики) или отталкиваться (диамагнетики). Вода и все 
живые существа диамагнитны. Если магнитная сила, 
действующая на диамагнитный объект, направлена 
вверх и достаточно сильна, чтобы уравновесить грави-
тационную силу, то достигается состояние магнитной 
левитации, которое схоже с состоянием невесомости 
[7]. Магнитная левитация широко используется в ис-
следованиях и промышленности для создания условий, 
при которых объект подвешивается без поддержки, 
кроме магнитных полей, противодействующих грави-
тационным эффектам. 

В этой работе мы использовали недавно разра-
ботанную систему магнитной левитации, которая 

предназначена для обеспечения биофабрикации тка-
невых сфероидов и ранее была использована нами 
для получения неседиментирующих автоагрегатов 
E. coli [6, 8]. Целью данной работы была оценка приме-
нимости системы для изучения автоагрегации грам-
отрицательных и грамположительных патогенных 
бактерий и выяснения механизмов, контролирующих 
автоагрегацию. 

Материалы и методы

Штаммы, использованные в работе
В работе были использованы следующие штаммы 

из коллекции НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи: E. coli O157:H7 
ATCC43890, P. aeruginosa Pa103, Listeria monocytogenes 
EGDe, S. aureus Sa78. Все штаммы хранились в 10% гли-
церине при -70 °С и были разморожены перед началом 
экспериментов. Рутинно E. coli и P. aeruginosa культи-
вировали на среде LB (Amresco, Испания), L. monocy-
togenes и S. aureus на среде BHI (BD, США) при 37 °С. 

Выращивание бактерий в биоассемблере
Ночную культуру, выращенную в соответствую-

щем питательном бульоне при 37 °С и шутелировании 
180 об/мин в течение 16–18 часов, разводили в 100 раз 
в 2 мл питательного бульона, содержащего 20 мМ 
Гадовист® (непатентованное название гадобутрол 
([10-[2,3-dihydroxi-1-(hydroxymethyl)propil]-1,4,7,10-
tetraazacyclododexan-1,4,7-triacetin(3-)-N1, N4, N7, 
N10,O1, O4, O7]gadolinium)), стерильно добавленный 
непосредственно перед засевом. Емкость с культурой 
заклеивали парафином и помещали в биоассемблер, 
создающий условия необходимые для магнитной ле-
витации. 

Устройство биоассемблера было подробно описано 
в наших работах и работах наших коллег [6, 8]. 

Биоассемблер вместе с культурой бактерий помеща-
ли в термостат на температуру 37 °С и инкубировали 
в течение указанного в тексте времени. Для наблюдения 
за формированием агрегатов биоассемблер доставали 
из термостата и визуально или при помощи камеры 
фиксировали появление агрегата через специально 
сделанное смотровое отверстие, расположенное напро-
тив области минимума магнитного поля. Для высевов 
среду отбирали иглой, проколов парафильм. Агрегат 
суспендировали в 2 мл физиологического раствора 
(150 мМ NaCl). Серийные 10-кратные разведения высе-
вали на питательный агар, инкубировали 24 ч и прово-
дили подсчет колоний, определяя абсолютные значения 
колониеобразующих единиц (КОЕ) в агрегате и в среде.

Окраска бактерий в агрегате дифференциальным 
красителем

Бактерии выращивали в биоассемблере, как опи-
са но выше, определяли объем агрегата, добавляли 
равный объем красителя Filmtracer™ LIVE/DEAD™ 
Biofilm Viability Kit (ThermoFisher Scientific, США). 
Окрашивание проводили в течение 30 мин в темноте. 
Окрашенные агрегаты изучали с помощью флуорес-
центного микроскопа Axiovert (Carl Zeiss, Германия). 
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Подсчет зеленых и красных клеток осуществляли с по-
мощью нейросети, как описано в [9].

Окраска бактерий на агаре и в агрегатах конго 
красным

Связывание конго красного использовали для вы-
явления амилоидных белков курлей. Конго красный 
добавляли в агар LB до конечной концентрации 
25 мкг/мл. Бактерии высевали с помощью бактери-
ологической петли и инкубировали в течение 24 ч 
при 37 °С. Связывающие конго красный колонии вы-
глядели на агаре красными, не связывающие – белы-
ми. Для окраски бактерий в агрегатах перед засевом 
бактерий в бульон, содержащий 20 мМ гадобутрол, 
добавляли конго красный до концентрации 25 мкг/мл. 
Выращивали бактерии в агрегате в течение 72 часов, 
осаждали бактерий центрифугированием в течение 
10 минут при 4200 об/мин, удаляли среду, как описа-
но выше, и тщательно ресуспендировали в 2 мл 50% 
этанола, после чего еще раз осаждали бактерий цен-
трифугированием в течение 10 минут при 4200 об/мин. 
Выход конго красного в спирт определяли с помощью 
спектрофотометра при длине волны 450 нм. 

Получение мутантов клонов E. coli с увеличенной 
способностью к продукции курлей

Десятикратные разведения ночной культуры штам-
ма E. coli ATCC43890 высевали на агар LB, содержащий 
25 мкг/мл конго красного. Инкубировали при 37 °С. 
Через 24–48 часов культуру рассматривали на предмет 
появления красных колоний среди белых. Красные 
колонии аккуратно отбирали и пересевали на такой же 
агар. Клоны, сохраняющие красную окраску после трех 
пересевов, оставляли для дальнейших экспериментов.

Статистика
Все эксперименты повторяли не меньше трех раз. 

Средние и квадратичные отклонения обсчитывали в про-
грамме Excel. Для определения достоверности различий 

применяли критерий Стьюдента. Достоверными счи-
тали различия с p < 0,05.

Результаты исследования

Формирование неприкрепленных автоагрегатов 
патогенными бактериями

В работе использовали 4 штамма патогенных бакте-
рий, включая грамположительные S. aureus и L. mono-
cytogenes и грамотрицательные P. aeruginosa и E. coli 
O157:H7. Согласно ранее полученным с E. coli данным, 
после помещения равномерной суспензии в биоас-
семблер видимые агрегаты в центре рабочего объема 
появляются в течение 12–24 часов [6]. Действительно, 
спустя 24 часа все протестированные штаммы собра-
лись в центре рабочего объема (рис. 1). Продолжение 
инкубации в течение дополнительных 48 часов не из-
меняло внешний вид автоагрегатов. 

Для того чтобы проанализировать жизнеспособ-
ность бактерий в автоагрегатах, проводили окраску ав-
тоагрегатов дифференциальным красителем Filmtracer™ 
LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit (рис. 2). Окраска 
дифференциальным красителем показала, что про-
цент живых бактерий в автоагрегатах составлял от 82 
(E. coli) до 99% (L. monocytogenes). 

Для характеристики относительного количества 
живых бактерий в автоагрегате и вне его были сделаны 
высевы разведений суспензии, полученной из авто-
агрегата, сформированного E. coli (рис. 3). Согласно 
высевам, количество живых бактерий в агрегате со-
ставляло 1,2 × 108 КОЕ, а в среде – 0,7 × 108 КОЕ. 

Увеличенная продукция курлей увеличивает эффек-
тивность формирования неприкрепленных автоагре-
гатов E. coli

Мы поставили задачу на основе штамма E. coli 
O157:Н7 ATCC43890 отобрать продуцирующий курли, 
но не формирующий биопленки мутант. Неспособность 
формировать биопленки мутантом необходима была 
для выявления механизмов, влияющих на формиро-
вание агрегатов, но не биопленок. С целью получения 
такого мутанта разведения ночной культуры высева-
ли на питательный агар, содержащий конго красный 
и отбирали красные колонии среди белых колоний 
родительского штамма, не продуцирующего курли. 
Красные колонии отбирались с частотой 2 на 1000 бе-
лых колоний. 4 из 16 отобранных колоний сохраняли 
красный цвет при последовательных пересевах (рис. 4). 
Ни один из отобранных мутантов не формировал био-
пленки так же, как и родительский штамм ATCC43890 
(данные не показаны). В дальнейших экспериментах 
был использован один из 4 отобранных мутантов.

Мутантный и родительский штаммы были выра-
щены в биоассемблере. Для оценки продукции курлей 
при формировании автоагрегатов использовали конго 
красный, который был добавлен в среду роста (см. ма-
териалы и методы). Связанный с агрегатом краситель 
был затем смыт, и его количество определяли фото-
метрически. Количество конго красного, связанного 

Рис. 1. Неприкрепленные агрегаты, сформированные 
четырьмя видами патогенных бактерий через 72 часа после 

начала эксперимента.

S. aureus L. monocytogenes

E. coliP. aeruginosa
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агрегатами, сформированными мутантом, превышало 
количество красителя, связанного агрегатами дикого 
штамма, в 2,3 раза (рис. 4). Этот результат свидетель-
ствует о том, что при формировании неприкреплен-
ных агрегатов мутантом наблюдалась повышенная 
продукция курлей. 

Увеличенная продукция курлей сопровождалась 
существенным увеличением доли бактерий в агрегате 
относительно свободноплавающих бактерий. Если у ди-
кого типа отношение количества бактерий в агрегате 
и в среде составляло 1,8, то у мутанта это соотношение 
равнялось 12,1. Таким образом, полученные данные 
указывают, что увеличение производства курлей уве-
личивает эффективность формирования автоагрегатов.

Обсуждение полученных данных

Отсутствие внешней опорной поверхности 
при формировании неприкрепленных агрегатов явля-
ется важным отличием, указывающим на ограничения 
существующих моделей биопленок in vitro [10]. Скорее 
такие автоагрегаты, сформированные одним видом 
бактерий и не прикрепленные к поверхности, напо-
минают флокулы, хорошо известные микробиологам, 
изучающим поведение бактерий в естественных водо-
емах. Бактериальная флокуляция в объеме жидкости – 
процесс, типичный для природных водных экосистем, 
который используется в промышленности для очистки 
сточных вод и других приложений [11]. Природные 
флокулы обычно включают несколько/много видов 
микроорганизмов. Однако структурно неприкре-
пленные (авто)агрегаты, формируемые патогенными 
бактериями в организме человека, и поливидовые 

флокулы природных водоемов имеют характеристики, 
общие с прикрепленными к поверхности биопленками, 
являясь трехмерными структурами, включающими 
бактериальные клетки и внеклеточный матрикс [2]. 
Как и биопленки, неприкрепленные агрегаты обес-
печивают повышенную устойчивость к противоми-
кробным препаратам [5]. С другой стороны, такие 
особенности, как потребность в бактериальной под-
вижности, состав матрикса и механизмы регуляции, 
могут различаться между неприкрепленными агрега-
тами и классическими биопленками [10]. 

Для выращивания неприкрепленных бактери-
альных агрегатов мы использовали ранее описан-
ную систему магнитов, названную биоассемблер [6, 
8]. Магнитное поле в этой системе уменьшается к цен-
тру рабочего объема, что оказывает эффект на диа-
магнитные объекты, такие как бактерии, перемещая 
их в направлении уменьшения поля и обеспечивая 

Рис. 3. Количество живых бактерий в агрегате, 
сформированном E. coli, и в окружающей агрегат среде. 

Показаны средние значения и среднеквадратичные 
отклонения. * р < 0,05
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Рис. 2. Относительное количество живых и мертвых бактерий в агрегате через 72 часа после начала 
эксперимента. Показана окраска агрегата, сформированного E. coli, красителем Live/Dead. Для других 

видов приведены только численные данные.
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концентрацию в центре рабочего объема. В боль-
шинстве аналогичных используемых систем магнит-
ной левитации магниты разнесены в пространстве, 
что определяет альтернативную конфигурацию гра-
диента магнитного поля, которая не собирает клетки 
в центре объеме, а, напротив, позволяет им разделить-
ся в соответствии с их плавучестью [12].

Биоассемблер включал два специально сконфигури-
рованных постоянных магнита из сплава NdFeB (нео-
дим-железо-бор). Неодимовые магниты, хотя и самые 
сильные среди постоянных магнитов, не позволяют 
получить значения плотности магнитного потока выше 
2 Т и сами по себе не могут создать магнитную силу, 
достаточную для магнитной левитации [8]. Проблема 
магнитной левитации с использованием относитель-
но слабых магнитных полей, создаваемых постоян-
ными магнитами, была ранее успешно решена путем 
включения в состав питательных сред парамагнитных 
или супермагнитных жидкостей [6, 8]. В данной работе 
мы использовали раствор гадобутрола – комплексно-
го соединения редкоземельного элемента гадолиния. 
Гадобутрол под торговой маркой Гадовист® и другими 
используется при проведении МРТ, и его низкая ток-
сичность была неоднократно протестирована [8]. 

Нашей целью было использование разработанной 
системы для анализа регуляторных механизмов, контр-
олирующих формирование автоагрегатов патогенными 
бактериями. В частности, нас интересовало, как будут 
влиять на формирование автоагрегатов мутации, вли-
яющие на выработку курлей, поверхностных структур, 

состоящих из амилоидных белков и играющих важную 
роль в формировании биопленок E. coli [1]. 

Токсинпродуцирующие E. coli, относящиеся к се-
ротипу О157:Н7, не формируют биопленки и не про-
дуцируют курли. Это связано с тем, что кодирую-
щий Шига-подобный токсин stx1профаг расположен 
в кодирующей области гена mlrA, нарушая тем самым 
продукцию регуляторного белка [13]. Однако неодно-
кратно было показано, что E. coli O157:H7 с высокой ча-
стотой выщепляют мутации, приводящие к продукции 
курлей [13, 14]. Некоторые из этих мутаций связаны 
с утратой профага, и тогда полностью восстанавлива-
ется не только продукция курлей, но и способность 
штамма формировать биопленки [13]. В других случаях 
мутант получает способность продуцировать курли, 
но биопленки не формирует, что обычно связано с му-
тациями в альтернативных частях генома [14]. 

Полученные в данной работе данные указывают 
на то, что курли влияют на формирование непри-
крепленных автоагрегатов E. coli O157:H7; а также 
что увеличение производства курлей, не влияющее 
на способность E. coli O157:H7 формировать био-
пленки, увеличивает эффективность формирования 
автоагрегатов. Эти результаты подтверждают ранее 
сделанные нами выводы о том, что способность фор-
мировать биопленки и способность формировать не-
прикрепленные автоагрегаты у E. coli регулируются 
независимо [6], хотя с большой вероятностью можно 
утверждать, что контролирующие эти процессы регу-
ляторные пути пересекаются. На последнее указывает 

Рис. 4. Характеристика штаммов E. coli дикого типа и мутантного. Связывание конго красного при выращивании на агаре LB, 
связывание конго красного при выращивании в неприкрепленном агрегате, количество бактерий в агрегате и в среде. Показаны 

средние значения и среднеквадратичные отклонения. * р < 0,05; ** p < 0,01.
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то, что курли, вовлеченные в формирование неприкре-
пленных агрегатов, также являются существенным эле-
ментом биопленок, формируемых штаммами других 
серотипов E. coli, а также S. typhimurium. 

Заключение

Приведенные результаты показывают, что исполь-
зованная нами система позволяет получить левитиру-
ющие в объеме жидкости неприкрепленные автоагре-
гаты, сформированные как грамотрицательными, так 
и грамположительными бактериями. Бактерии, нахо-
дясь в составе агрегатов, длительное время сохраняют 
жизнеспособность. Используя разработанную систему 
и модель энтеропатогенной E. coli O157:H7, мы пока-
зали, что автоагрегаты E. coli включают амилоидные 
белки курлей, а мутации, влияющие на производство 
курлей, влияют на эффективность формирования ав-
тоагрегатов. Описанный метод создания автоагрегатов, 
не прикрепленных к поверхности, вместе с предло-
женными количественными методами может быть 
использован в будущем для исследования механизмов 
автоагрегации и флокуляции бактерий.
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