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Представлены результаты изучения устойчивости к дезинфицирующему средству изолятов рода Pseudomonas, выделенных 
из молочного продукта с органолептическими изменениями (синий цвет) и с объектов производственной среды. Штаммы 
микроорганизмов изучали  в планктонном и в биопленочном состоянии. Исследовано 5 штаммов. Наблюдали различия 
в устойчивости к дезинфицирующему средству среди исследованных штаммов в зависимости от форм (планктонная 
или биопленочная). Большинство изолятов демонстрировали устойчивость к дезинфицирующему средству в состоянии 
биопленки. Проявление устойчивости штаммов Pseudomonas brenneri, Pseudomonas synxantha и Pseudomonas libanensis 
напрямую было связана с их способностью образовывать биопленки. Таким образом, при выборе дезинфицирующих средств 
для профилактического обеззараживания объектов производственной среды необходимо учитывать их антибактериальную 
активность в отношении биопленочных форм, а также  пересмотреть подходы к санитарной обработке на пищевых предприятиях.
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Введение
Порча молока и молочных продуктов причиняет зна-
чительный экономический ущерб не только про-
мышленным предприятиям, но и экономике страны 
в целом [1]. Это влияет на прибыльность бизнеса, 
доверие потребителей и конкурентоспособность 
компаний на рынке [2, 3]. Порча молочных продук-
тов чаще всего связана с развитием психротоле-
рантных грамотрицательных бактерий рода Pseu-
domonas [4, 5, 6], которые попадают в молоко при его 
получении на молочных фермах или в процессе тех-
нологического процесса изготовления молочной 
продукции. Они вызывают порчу молока и молоч-
ных продуктов за счет выработки липолитических 
и протеолитических ферментов. Большинство этих 
ферментов выдерживают применяемые в молоч-
ной промышленности режимы пастеризации молока 
практически полностью, сохраняя свою активность 
при охлаждении. Их действие негативно сказыва-
ется на органолептических свойствах и, соответ-
ственно, на сроке годности молочных продуктов [7]. 

Порча молочной продукции, связанная с загрязне-
нием бактериями рода Pseudomonas, проявляется 
в процессе хранения. [8, 9, 10, 11]. Из-за вероятно-
сти контаминации молока и молочных продуктов 
извне необходимо контролировать объекты окружа-
ющей среды на наличие микроорганизмов порчи [12].

Причиной синего окрашивания молочных продук-
тов (порча), в частности сыра, выступают неко-
торые представители группы P. fluorescens [13]. 
Известно, что они образуют синий пигмент в опре-
деленных условиях, особенно при нарушении 
рекомендованных режимов хранения [14, 15].

Помимо секреции ферментов и выработки синего 
пигмента, P. fluorescens также обладают способ-
ностью образовывать биопленки в резервуа-
рах и на объектах сыроварни (трубы, творожные 
чаны, столы и прессы для сыра) [16], что обес-
печивает защиту их от неблагоприятных усло-
вий, таких как процессы обеззараживания [17].
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На различных поверхностях объектов произ-
водственной среды предприятий по перера-
ботке молока формируются как моновидовые 
биопленки, так и многовидовые, что обеспечи-
вает более высокую устойчивость микроорга-
низмов к дезинфицирующим средствам (ДС) 
по сравнению с моновидовыми биопленками. 
Биопленки могут быть сформированы в самых 
неожиданных местах. Например, на стенках 
пастеризатора они были образованы термо-
фильными микроорганизмами [18, 19, 20, 21].

Борьба с биопленками включает в себя ежеднев-
ную чистку и дезинфекцию оборудования, в том 
числе пастеризаторов, трубопроводов и емко-
стей. При этом важно использовать моющие 
и дезинфицирующие средства, специально раз-
работанные для удаления биопленок [22].

Однако кроме активных мер по удалению био-
пленок, важно предотвращать их образова-
ние. Для этого следует регулярно проводить 
профилактическое обслуживание оборудова-
ния, повысить качество используемого сырья, 
использовать эффективные ДС в отноше-
нии планктонных и биопленочных форм микро-
биоты, вызывающей порчу продукции.

Оценивая устойчивость штаммов микроорганиз-
мов колонизирующих объекты производственной 
среды, которые в конечном итоге являются причи-
ной порчи пищевой продукции, можно будет пред-
отвращать порчу продукции. В данной работе пред-
ставлены результаты такого исследования. 

Объекты и методы исследования 
В качестве объектов исследования были выбраны 
штаммы Pseudomonas fluorescens № 2968, Pseu-
domonas tolaasii № 2971, Pseudomonas libanen-
sis № 2936, Pseudomonas synxantha № 2941 и Pseu-
domonas brenneri № 2975, которые были выделены 
из продукта (творожное зерно) с измененным цве-
том (синий цвет) и объектов производственной 
среды молочного предприятия. Штаммы изучали 
в планктонном и биопленочном состоянии.

Устойчивость этих штаммов изучали к 0,5 и 0,8 % рабо-
чим растворам дезинфицирующего средства (ДС) 
следующего состава: азотная кислота – 18,55 %, 
органический комплексообразователь, органиче-
ские кислоты и ряд функциональных компонентов.

Изучение устойчивости планктонных форм микроор-
ганизмов к ДС проводили согласно Р 4.2.53676-20 сус-
пензионным методом. Для приготовления рабочей 
культуры использовали микроорганизмы, выращен-
ные на твердой питательной среде TSA (Himedia, Индия) 
при температуре 30 °С в течение 18–24 часов. Для при-
готовления бактериальной взвеси смывали культуру 
с агара стерильной водой и доводили концентрацию 
до 1 × 109 КОЕ/см3. Рабочий раствор ДС разливали в сте-
рильные пробирки по 4,5 см3, добавляли 0,5 см3 взвеси 
исследуемого микроорганизма и тщательно переме-
шивали. Через 15 мин, по 0,5 см3 взвеси «тест-микро-
организм + дезинфицирующее средство» добавляли 
к 4,5 см3 нейтрализатора, снова тщательно переме-
шивали и оставляли на 5 мин. В качестве нейтрали-
затора использовали универсальный нейтрализатор 
по P 4.2.3676-20. Затем отбирали из нее 1 см3 и вносили 
в пробирки с 5 см3 жидкой неселективной питатель-
ной среды TSB (Himedia, Индия), а также на поверхность 
плотной питательной среды TSA. В контрольных пробах 
вместо рабочих растворов ДС использовали стериль-
ную дистиллированную воду. Посевы инкубировали 
в термостате при температуре 37 °С в течение 24–48 ч. 
Штамм считали устойчивым к действию ДС, если 
наблюдали выраженный рост на питательных средах.

Определение способности образовывать био-
пленки. Способность к образованию биопленок 
изучали in vitro в микротитровальных планшетах 
согласно ранее описанному методу с небольшими 
модификациями [23]. Для этого ночную бульон-
ную культуру бактерий, разводили 1:100 в LB буль-
оне (Becton Dickinson, США) и вносили по 150 мкл 
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в лунки 96-ти луночного плоскодонного полистиро-
лового планшета (Corning, США). После инкубации 
в термостате (Binder, Германия) при 37 °С во влаж-
ной камере, интенсивность роста культуры оцени-
вали в фотометре (Multiskan FC, Thermo Scientific, 
США) при длине волны 540 нм. Затем удаляли планк-
тонные клетки и в лунки вносили по 150 мкл 0,1 % 
раствора кристаллического фиолетового (Servicebio, 
Китай) с экспозицией 1 час для окраски сформи-
ровавшихся биопленок. После окраски биопленки 
трижды промывали дистиллированной водой 
с последующим внесением 150 мкл 96 % этанола 
для экстракции связавшегося с биопленками кра-
сителя. По истечении 1 часа измеряли оптическую 
плотность (ОП) красителя, экстрагированного спир-
том, при длине волны 540 нм. Контролем служили 
лунки, заполненные стерильным бульоном. Пре-
вышение оптической плотности кристаллического 
фиолетового над контролем свидетельствовало 
об образовании бактериями биопленок. Способ-
ность штаммов к образованию биопленок класси-
фицировали с использованием следующей шкалы: 
нет биопленкообразования (OП = 0)→ очень сла-
бое (0 < OП < 0,2) → слабое (0,2 < OП < 0,4) → силь-
ное (0,4 < OП < 1,0) → очень сильное (OП > 1,0).

Изучение устойчивости биопленочных форм 
микроорганизмов к ДС. Для формирования бак-
териальной биопленки использовали 12-луноч-
ный планшет с 2 см3 бульона BHI (Merck, Germany) 
с добавлением 20 мкл суспензии микроорганизма 
в планктонном состоянии в концентрации 1 × 109 
КОЕ/см3 [23]. Затем посевы инкубировали в течение 
72 час при температуре 30 °С. С помощью прибора 
аспиратор FTA-1 Aspirator (Biosan, Латвия) отбирали 
культуральную жидкость из планшета. В освобо-
жденные лунки добавляли стерильную питьевую 
воду для смывания остатков культуры. В лунки 
с биопленками вносили рабочий раствор ДС. В одну 

из лунок, которую использовали, как положитель-
ный контроль, не добавляли рабочий раствора 
ДС, имитировали его стерильной водой. Выдер-
живали экспозицию 30 мин. По окончанию вре-
мени экспозиции  удаляли ДС и трижды промывали 
лунки с помощью стерильной воды. Для установ-
ления факта гибели микроорганизмов в биопленке 
и для ее смывания из лунок планшета, сначала вно-
сили физиологический раствор и в течение 30 минут 
периодически суспендировали его, а затем прово-
дили высев из лунки 100 мкл жидкости на TSA агар 
(Himedia, Индия) и растирали шпателем. Инкубиро-
вали в течение 24 час при температуре 30 °С. Про-
вели подсчет колоний, выросших на поверхности 
агара контрольных и опытных образцов. Коли-
чество колоний контрольного образца прини-
мали за 100 %. Количество колоний контрольного 
и опытного образца использовали в расчетах % 
гибели бактериальных клеток в биопленках.

Результаты и их обсуждение
На первом этапе работы была проведена оценка 
устойчивости планктонных форм бактерий 
рода Pseudomonas к дезинфицирующим сред-
ствам (ДС). Результаты представлены в таблице 1.

Из приведенных в таблице 1 данных видно, что 
штаммы Pseudomonas fluorescens № 2968, Pseu-
domonas tolaasii № 2971, Pseudomonas libanensis 
№ 2936, Pseudomonas synxantha № 2941 и Pseudomonas 
brenneri № 2975 в планктонной форме не устой-
чивы к действию 0,5 и 0,8 % рабочих растворам ДС.

Хотя планктонные формы микроорганизмов чув-
ствительны к действию антимикробных веществ, 
микробные клетки имеют механизмы, способ-
ствующие выживанию, например, способность 
формировать биопленочные сообщества.

Таблица 1
Результаты оценки роста бактерий рода Pseudomonas в планктонном состоянии  
после обработки дезинфицирующим средством

Концен-трация рабочего 
раствора по массе, %

Экспозиция, 
мин

Количество клеток, КОЕ/см3

Pseudomonas 
fluorescens № 2968

Pseudomonas 
tolaasii № 2971

Pseudomonas 
libanensis № 2936

Pseudomonas 
synxantha № 2941

Pseudomonas 
brenneri № 2975

0,5 5 мин 0 0 0 0 0

0,8 5 мин 0 0 0 0 0

Контроль 5 мин 1 × 109 1 × 109 1 × 109 1 × 109 1 × 109

Ю ши н а Ю.  К .  [ И  д р. ]  И з у че ни е у с т о йчи в о с т и ми к р о о р га ни зм о в п о р чи р о д а P s e u d o m o n a s  к  д е й с т в и ю.. .
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Микроорганизмы обладают способностью адап-
тироваться и вырабатывать защитные механизмы 
для выживания в стрессовых условиях. Одним 
из таких механизмов является их способность фор-
мировать биопленки, что может угрожать без-
опасности пищевых продуктов [24]. Формирование 
биопленки дает преимущества при защите от физи-
ческого и химического стресса. Слои поверхност-
но-колонизированных биопленок могут блокиро-
вать проникновение растворов ДС во внутренние 
слои биопленок и тем самым защищать  бактерии 
в этих слоях от воздействия дезинфектантов [25].

Особая обеспокоенность возникает при формирова-
нии биопленок микроорганизмов порчи продуктов. 
Среди бактерий порчи, которые влияют на качество 
и соответственно на срок годности пищевых продуктов, 
в том числе молочных, преобладают псевдомонады. 
Этот род один из родов бактерий с наибольшим коли-
чеством видов, вызывающих порчу пищевых продук-
тов, включая мясо и мясные продукты, готовые к упо-
треблению овощи, молоко и молочные продукты [26].

Снижение циркуляции псевдомонад на предприя-
тиях по переработке молока необходимо не только 
из-за их потенциала порче, но способности образо-
вывать биопленки на различных поверхностях в про-
изводственной среде, т. к. они устойчивы к исполь-
зуемым режимам санитарной обработки [27].

Была изучена способность, штаммов рода 
Pseudomonas формировать биопленки. 
Результаты представлены на рисунке 1. 

Штаммы Pseudomonas synxantha № 294, Pseudomonas 
brenneri № 2975, Pseudomonas fluorescens № 2968 и Pseu-
domonas libanensis № 2936 уже через 48 часов инку-
бирования сформировали биопленки. ОП каждого 
из штамма при длине волны 540 нм была выше 0,5 еди-
ниц, что по шкале классификации способности штамма 
к образованию биопленок можно отнести к сильным 
биопленкообразователям. С увеличением времени 
инкубирования до 72 часов оптическая плотность (ОП) 
биопленки, образованной Pseudomonas libanensis уве-
личилась до 1,001 единицы, что указывает на очень 
сильную способность сформировывать более плот-
ные биопленки. Все изученные штаммы Pseudomonas 
обладали способностью к формированию биопленок.

Была изучена устойчивость штаммов, в составе 
биопленок к 0,5 и 0,8 % рабочим растворам ДС. 
Результаты представлены на рисунках 2–6.
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Рисунок 1. Результаты формирования 
биопленки бактериями рода Pseudomonas
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Pseudomonas libanensis № 2936, Pseudomonas synxantha 
№ 2941 и Pseudomonas brenneri № 2975, находящиеся в био-
пленочном состоянии проявляли, устойчивость к обеим 
концентрациям ДС (рис. 2, 3 и 4), а Pseudomonas fluorescens 
№ 2968 наоборот был очень чувствителен к обеим концен-
трациям ДС (рис. 5). Pseudomonas tolaasii № 2971 в составе 
биопленки был менее устойчив к 0,5 % рабочему рас-
твору ДС (рис. 6), чем Pseudomonas libanensis № 2936, Pseu-
domonas synxantha № 2941 и Pseudomonas brenneri № 2975, 
но более устойчив чем Pseudomonas fluorescens № 2968.

В таблице 2 представлены результаты количествен-
ной оценки роста бактерий рода Pseudomonas в био-
пленочном состоянии после обработки ДС.

Концентрация 
дезинфицирующего 

средства 0,5 %

Концентрация 
дезинфицирующего 

средства 0,8 %

Контроль 
положительный

Рисунок 5. Результаты оценки роста Pseudomonas fluorescens 
№ 2968 в биопленочном состоянии после воздействия 0,5 и 0,8 % 
рабочих растворов дезинфицирующего средства
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дезинфицирующего 
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Концентрация 
дезинфицирующего 
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Контроль 
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Рисунок 6. Результаты оценки роста Pseudomonas tolaasii № 2971 
в биопленочном состоянии после воздействия 0,5 и 0,8 % рабочих 
растворов дезинфицирующего средства
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дезинфицирующего 
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Рисунок 4. Результаты оценки роста Pseudomonas brenneri № 2975 
в биопленочном состоянии после воздействия 0,5 и 0,8 % рабочих 
растворов дезинфицирующего средства
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Рисунок 3. Результаты оценки роста Pseudomonas synxantha № 2941 
в биопленочном состоянии после воздействия 0,5 и 0,8 % рабочих 
растворов дезинфицирующего средства

Таблица 2
Результаты оценки роста бактерий рода Pseudomonas в биопленочном состоянии  
после обработки дезинфицирующим средством

Концен-трация рабочего 
раствора по массе, %

Экспозиция, 
мин

Количество клеток, КОЕ/см3

Pseudomonas 
fluorescens № 2968

Pseudomonas 
tolaasii № 2971

Pseudomonas 
libanensis № 2936

Pseudomonas 
synxantha № 2941

Pseudomonas 
brenneri № 2975

0,5 15 мин 0 9 × 101 6 × 105 1 × 107 9,3 × 106

0,8 15 мин 0 0 2 × 105 5,6 × 106 4,9 × 106

Контроль 15 мин 1,5 × 109 2,1 × 109 1,2 × 109 1 × 109 1,4 × 109

Концентрация 
дезинфицирующего 

средства 0,5 %

Концентрация 
дезинфицирующего 

средства 0,8 %

Контроль 
положительный

Рисунок 2. Результаты оценки роста Pseudomonas libanensis № 2936 
в биопленочном состоянии после воздействия 0,5 и 0,8 % рабочих 
растворов дезинфицирующего средства
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Использованные концентрации рабочих растворов 
ДС обладали 100 % эффективностью только в отноше-
нии биопленочных форм штаммов Pseudomonas flu-
orescens № 2968 и в концентрации 0,8 % в отношении 
Pseudomonas tolaasii № 2971. Биопленки, образован-
ные Pseudomonas brenneri № 2975, Pseudomonas libanen-
sis № 2936 и Pseudomonas synxantha № 2941, сложно 
будет уничтожить с помощью химических средств 
из-за их устойчивости к рабочим концентрациям ДС.

Выводы
Причиной порчи зерненого творога (творожного зерна) 
могут быть различные виды Pseudomonas за счет того, 
что образуют биопленки, устойчивые к воздействию 
дезинфицирующих средств (ДС). Полученные данные 
коррелируют с результатами других исследователей. 
Bryers J. D. и др. [28] доказали способность микроорга-
низмов рода Pseudomonas образовывать биопленку 
на поверхностях, контактирующих с пищевыми про-
дуктами и устойчивость к ДС с различными действую-
щими веществами. Выбранные для исследования ДС 
приводили только к уменьшению количества КОЕ в био-
пленке, что увеличивало вероятность контаминации 
пищевых продуктов. Повышение концентраций рабо-
чих растворов ДС и время обработки изменяло коли-
чество КОЕ жизнеспособных клеток.  При окрашива-
нии обработанной ДС биопленки (окраска Live/Dead) 
было выявлено большое количество нежизнеспо-
собных клеток (красного цвета) на 90 % поверхно-
сти  матрикса. Однако клетки, заключенные внутри 
матрикса биопленки, оставались живыми (зеленого 
цвета) [29]. Учеными из Италии также была подтвер-
ждена устойчивость к ДС биопленок, образованных 
бактериями рода Pseudomonas [30]. Для повышения 
устойчивости к стрессовым воздействиям микроор-
ганизмы образуют симбиотические консорциумы [31]. 
Патогенные микроорганизмы и бактерии порчи  фор-
мируют бинарные биопленки повышенной устойчи-

вости, в т. ч. и на поверхности объектов производ-
ственной среды, что является риском контаминации 
производимой продукции представителями биопленок.

В борьбе с биопленками важна не только эффектив-
ность ДС, но способы мойки и обеззараживания. Было 
описано, что протирание является более эффективным 
способом воздействия на биопленку, ввиду физического 
воздействия и разрушения матрикса, в то время как оро-
шение и замачивание – менее эффективные способы, 
особенно при обработке труднодоступных мест [30].

Устойчивость к ДС различных видов Pseudomonas 
зависит от скорости образования и состава матрикса. 
У них отмечается наличие гена, отвечающего за обра-
зование биопленки. Повышение концентрации рабо-
чих растворов ДС может снизить концентрацию клеток 
на 1,21 log10 КОЕ/см2, но не приводит к полному подав-
лению жизнеспособности микроорганизмов [32].

На примере пяти разных штаммов одного рода Pseu-
domonas, выделенных с одного производства и изучен-
ных как в планктонном состоянии, так и в биоплен-
ках наглядно было продемонстрировано, что они 
имеют разную устойчивость к ДС. В то время как бак-
терии в планктонном состоянии были чувствительны 
к ДС, бактерии в составе биопленки проявляли частич-
ную или полную устойчивость. Это вызывает сложно-
сти при выборе ДС и концентраций рабочих раство-
ров. Современные методы исследования микробиоты 
производства и пищевых продуктов позволяют обос-
новать ненадежность современной оценки антибак-
териальной эффективности ДС, способов проведения 
профилактической дезинфекции на пищевых пред-
приятиях и входного контроля сырья. Выбор более 
эффективных ДС должен быть основан на их способ-
ности оказывать действие на биопленку: растворять 
матрикс биопленки, проникать в несколько слоев био-
пленки и нарушать целостность клеточной мембраны. 

Food Spoilage by Pseudomonas spp.: Disinfectant Tolerance 
Yuliya K. Yushina1, Dagmara S. Bataeva1, Nazarbaj A. Nasyrov1, Elena. V.  Zaiko1, Olesya. А. Stakhanova1, Grigorij. N. Rogov2 
1Gorbatov Federal Research Center for Food Systems, Moscow
2All-Russian Research Institute of Butter and Cheese Production, Gorbatov Federal Scientific Center for Food Systems, Uglich

original article

This research featured the resistance of isolates of Pseudomonas spp. to disinfectants. The samples were isolated from a dairy product 
with visible sensory changes, i.e., blue discoloration, as well as from objects of dairy production environment. As a result, five strains in 
planktonic and biofilm states were tested for disinfectant tolerance. Most isolates demonstrated more tolerance as biofilms than as plankton. 
The disinfectant tolerance in Pseudomonas brenner, Pseudomonas synxantha, and Pseudomonas libanensis correlated with their ability to form 
biofilms. Antibacterial activity against biofilm is an important indicator when choosing an optimal preventive disinfectant for dairy production 
facilities. The research results make it necessary to reconsider the current approaches to sanitary treatment in the food industry.
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