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В настоящем исследовании впервые проведен сравнительный анализ локализации и структурной
организации микробных биопленок, населяющих созданную человеком своеобразную экологиче-
скую нишу, возникшую на мясоперерабатывающих заводах, отличающихся сырьем (птица, свинина,
смешанное сырье). Полноценные зрелые биопленки обнаружены как в обычных местах санитарно-
го контроля (оборудование, канализационные трапы, стены), так и необычных (потолки, нижняя
сторона мостков, колеса транспортных устройств, стены тоннеля при минусовой температуре), что
свидетельствует о высокой адаптационной способности микробных сообществ, а с практической
точки зрения делает необходимым пересмотр (дополнение) мест и протоколов санобработки. Ис-
пользование трансмиссионной электронной микроскопии позволило получить информацию о со-
ставе и разнообразии микробных биопленок в этом экотопе, а также о физиологическом состоянии
составляющих их микроорганизмов (активные клетки, покоящиеся клетки, клетки в стадии лизи-
са). Описаны также морфотипы, способствующие выживанию бактерий в этих биопленках (старые
клетки, специализированные формы покоя нескольких типов).
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Биопленочные загрязнения на предприятиях
пищевой отрасли, включающие условно-патоген-
ные и патогенные бактерии, представляют серьез-
ную опасность. Это обусловливает необходимость
исследования особенностей локализации и струк-
туры биопленок (БП) с целью профилактики их
формирования и борьбы со зрелыми биопленками.

Способ существования микроорганизмов в
виде прикрепленных к биогенным или абиогенным
поверхностям клеток, образующих полимерную
матрицу и развивающихся в ней в виде моно- или
мультивидового сообщества, известен как биопле-
ночный (Satpathy et al., 2016; Плакунов и соавт.,
2017; Muhammad et al., 2020). Высокая устойчивость
биопленочных микроорганизмов к антибиотикам и
дезинфектантам сделали биопленки центром вни-
мания не только в медицине, но и во множестве
отраслей пищевых производств, включая перера-
ботку мяса и птицы (Srey et al., 2013; Galié et al.,
2018), где возникла своеобразная, созданная, бла-
годаря деятельности человека, экологическая ни-

ша со специфическим составом микробных сооб-
ществ. Известно, что до трети всех потерь в цепочке
поставок пищевых продуктов составляет порча от
микробных заражений, что обусловливает приори-
тет изучения и профилактики биопленкообразова-
ния в пищевых отраслях (Gonzales-Rivas et al.,
2018; Sharahi et al., 2019; Yuan et al., 2020a). Выяв-
ление, ингибирование развития и удаление БП с
пищевых продуктов, а также поверхностей обору-
дования предприятий пищевой промышленно-
сти стали огромной проблемой (Gonzales-Rivas
et al., 2018; Alvarez-Ordóñez et al., 2019). Основное
внимание в изучении БП уделяется выявлению
причин их устойчивости к антибиотикам и дезин-
фектантам, среди которых рассматриваются поли-
видовой состав биопленочного населения; гори-
зонтальный перенос генов устойчивости; химиче-
ская структура и защитные свойства внеклеточного
полимерного матрикса (ВПМ) (Flemming et al., 2016;
Yuan et al., 2018). Например, получены прямые дока-
зательства защитной роли матрикса грамотрица-
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тельных бактерий при действии антибиотиков на
грамположительные бактерии в бинарных биоплен-
ках (Журина и соавт., 2019; Плакунов и соавт.,
2019). В последние годы сформировалось пони-
мание роли в устойчивости БП не только видового
разнообразия биопленочного населения, но и его
возрастной гетерогенности (включающей чувстви-
тельные к стрессорным воздействиям молодые де-
лящиеся клетки, более устойчивые клетки стацио-
нарной фазы и высоко устойчивые покоящиеся
формы), а также фенотипической гетерогенности
(включающей клетки-персистеры и мелкоколони-
альные варианты SCV) (Stewart, Franklin, 2008;
Wimpenny et al., 2020).

Целью настоящего исследования был сравни-
тельный анализ состава, локализации и структур-
ной организации биопленок, отобранных с раз-
личного оборудования и поверхностей внутренних
помещений трех мясоперерабатывающих заводов,
различающихся сырьем и технологиями его пере-
работки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. В работе исследовали
материалы, собранные с поверхностей внутренних
помещений и технологического оборудования в раз-
личных зонах трех мясоперерабатывающих пред-
приятий: мясоперерабатывающие заводы (МПЗ)
№ 1, № 2 и птицеперерабатывающий комбинат
(ППК) № 3. Образцы отбирали перед процедурой
плановой дезинфекции (ежедневная обработка всех
технологических поверхностей раствором гипохло-
рита натрия) путем соскабливания металлическим
шпателем с технологического оборудования или
поверхностей помещения (табл. 1).

Микроскопические исследования. Структурную
организацию образцов БП изучали с применением
трансмиссионной (просвечивающей) электрон-
ной микроскопии их ультратонких срезов.

Образцы, взятые перед процедурой плановой
дезинфекции, сразу помещали в 2.5% раствор
глутарового альдегида в какодилатном буфере
(0.05 М раствор какодилата натрия; рН 7.0‒7.5) и
выдерживали в течение 1 сут при 4°С, затем три-
жды промывали тем же буферным раствором в те-
чение 5 мин и фиксировали в растворе OsO4 (1%
OsO4) и в 0.7% растворе рутениевого красного в
какодилатном буфере в течение 1.5 ч при 4°С. По-
сле фиксации образцы заключали в 2% агар-агар
и последовательно выдерживали в 3% растворе
уранилацетата в 30% этиловом спирте в течение
4 ч, далее в 70% этаноле в течение 12 ч при 4°С.
Материал обезвоживали в 96% этиловом спирте
(2 раза по 15 мин), затем в абсолютном ацетоне
(3 раза по 10 мин). Образцы пропитывали смолой
ЭПОН-812 (Ероху Embedding Medium Эпон® 812,
“Sigma-Aldrich”, США), далее выдерживали сна-

чала в смеси смола–ацетон в соотношении 1 : 1
(1 ч), а затем в смеси смола–ацетон в соотноше-
нии 2 : 1 (1 ч). Полученный материал заливали в
капсулы со смолой и проводили полимеризацию
при температуре 37°С в течение 24 ч, затем при
60°С в течение 24 ч. Ультратонкие срезы получали
на микротоме LKB-III (“LKB”, Швеция) и кон-
трастировали в водном растворе 3% уранилацетата
(30 мин), а затем в водном растворе 4% цитрата
свинца (30 мин).

Для выявления кислых мукополисахаридов в
составе биопленок использовали краситель рутени-
евый красный (“Sigma”, США) при его внесении в
количестве 0.7% вместе с ОsO4. С помощью руте-
ниевого красного показано наличие внеклеточ-
ных полисахаридов в матриксе биопленок ряда
бактерий (Smirnova et al., 2010).

Полученные препараты анализировали с по-
мощью электронного микроскопа JEM 100СХII
(“Jeol”, Япония) при ускоряющем напряжении
80 кВ и рабочем увеличении 5000‒50000. Фотодоку-
ментирование материалов проводили с помощью
цифровой системы вывода оптических изображе-
ний Morada G2.

О наличии покоящихся форм судили по при-
сутствию в образцах клеток, имеющих характер-
ные признаки – утолщенную клеточную стенку,
электронно-плотную цитоплазму (Мулюкин и
соавт., 2009, 2014; Лойко и соавт., 2011, 2017; Со-
ляникова и соавт., 2017), в некоторых случаях –
компактизованный биокристаллизованный нук-
леоид (Лойко и соавт., 2017).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Биопленки с завода № 1. Для исследования бы-

ли отобраны 12 образцов с поверхностей помеще-
ний и технологического оборудования на всех
этапах обработки мяса (табл. 1).

Образцы № 1 и 2, отобранные со стенок двух
разных сливных трапов цеха накопителя туш, были
представлены скоплениями органического матери-
ала, в толще которого встречаются единичные клет-
ки бактерий, что указывает на начальный этап об-
разования БП (адсорбция органического материала
и адгезия клеток бактерий).

В образце № 3, взятом у основания колонны
цеха накопителя туш из лужи холодной воды со
льдом, клеток микроорганизмов также не было
обнаружено.

Образец № 4 – с нижней поверхности (с кон-
денсатом) лифта ящиков с мясом сырьевого цеха,
был представлен хорошо сформированной БП
(рис. 1). Биопленка характеризовалась большим
морфологическим разнообразием клеток и их
возрастной гетерогенностью: старые клетки
грамотрицательного типа с включением ПГА
(I тип); молодые грамположительные “лохма-
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тые” клетки с многочисленными пилями (II тип);
палочки с закругленными концами (III тип)
(рис. 1); крупные (~2 мкм) грамотрицательные
клетки с хорошо выраженным периплазматиче-
ским пространством (IV тип) (рис. 1б). Внеклеточ-
ный полимерный матрикс (ВПМ) хорошо сформи-
рован, включает частицы органического вещества
и множественные мембранные везикулы (МВ).
Также хорошо видны покоящиеся формы (ПФ)

двух типов – мелкие и крупные. Подобная гете-
рогенность ПФ была ранее неоднократно описа-
на для широкого круга бактерий (Мулюкин и со-
авт., 2009, 2014; Лойко и соавт., 2011; Соляникова
и соавт., 2017). МВ в биопленках обнаружены
сравнительно недавно (Schooling, Beveridge, 2006;
Smirnova et al., 2010; Журина и соавт., 2013), тем
не менее, убедительно показано, что они являют-
ся обязательным компонентом всех биопленок,

Таблица 1. Биопленки, отобранные для исследования

№ 
образца Цех, условия Объект (конкретное место) отбора пробы

Завод № 1
1 Накопитель туш; температура 1.8°С Стенка трапа (слива) в полу № 1
2 » Стенка трапа (слива) в полу № 2
3 » Основание колонны (крошащийся камень в луже 

из холодной воды со льдом)
4 Сырьевой цех, участок обвалки; температура 4°С Конденсат с нижней поверхности отпуска ящиков 

(над ящиками с мясом)
5 » Смазка конвейера
6 » Стенка трапа (слива) в полу
7 » Поверхность рамы для перевозки ящиков 

(внутренняя часть)
8 » Колеса Рохли
9 Накопитель разделанного сырья Лед с грязью с пола

10 » Пятно на колонне сверху у швеллера
11 » Потолок
12 » “Сталактит” с потолка

Завод № 2
1 Цех (обвалки и жиловки) Канализационный люк № 1
2 » Раковина трубы сливной
3 Цех разделки Канализационный люк № 2
4 » Чан для мытья полов

Завод № 3
1 Цех потрошения Трап
2 » Потолок
3 Цех дезинфекции тушек Жир с поверхности металлического шнека, 

вращающегося внутри ванны Морриса
4 » Трап на полу под ванной Морриса
5 » Нижняя сторона мостков (по которым можно 

подняться для контроля ванны Морриса)
6 » Потолок около ванны Морриса 

(участок охлаждения)
7 Тоннель охлаждения Стена в тоннеле охлаждения тушек;

температура 0°С
8 Цех упаковки Колеса тележки № 1 (тефлон) – начало цеха
9 » Колеса тележки № 2 (тефлон) – линия упаковки 

готовой продукции (конец цеха)
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Рис. 1. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с нижней поверхности лифта для ящи-
ков (над ящиками с мясом) (сырьевой цех, участок обвалки, завод № 1). Сформированная старая БП с клетками раз-
ных морфотипов: а – грамотрицательные (Г‒) и грамположительные (Г+) клетки I‒III морфотипов; б – клетки
IV морфотипа. Хорошо видны мембранные везикулы (МВ), пили (П), покоящиеся клетки (ПФ) двух типов. Масштаб-
ная линейка – 1 мкм.

Г+ II

Г+ III

Г– I

Г– I

Г– IV
ПФ II

ПФ
 

МВ

ПФ

МВ

П

(а) (б)

исследованных с помощью просвечивающей
электронной микроскопии. МВ представляют со-
бой наночастицы, состоящие из липидов разной
природы, а также периплазматических и цитоплаз-
матических белков. Они включают ДНК, РНК и
низкомолекулярные органические соединения раз-
ной природы. К их образованию способны как
грамположительные, так и грамотрицательные
бактерии. Анализ методами липидомики и протео-
мики показал, что состав МВ зависит от условий
роста микроорганизмов. Они способны осуществ-
лять горизонтальный перенос генов, в том числе
детерминант устойчивости к антибиотикам
(Nagakubo et al., 2020).

Образец № 5 – смазка конвейера. Образец
представлен вязкой темной субстанцией. Биоплен-
ки не выявлено, в образце обнаружены частицы ор-
ганического материала, отдельные клетки, капли
жира.

Образец № 6 – со стенки сливного трапа в сы-
рьевом цехе, представлен скоплениями органиче-
ского материала с включением единичных клеток
бактерий. БП нет, как в образцах № 1 и 2, взятых со
стенок сливного трапа в цехе накопителя туш.

Образец № 7, взятый с поверхности рамы для
перевозки ящиков с птицей, представлен нераз-
ложившимися мышечными волокнами, плотно
уложенными в разных плоскостях. Бактериаль-
ных клеток не обнаружено.

Образец № 8, взятый с колес тележки с дом-
кратом “Рохли” (рис. 2), представлен хорошо
сформированной слоистой биопленкой, содержа-
щей преимущественно старые клетки с включени-
ем полигидроксиалканоатов ПГА (рис. 2), двух
морфотипов, различающихся размерами: грампо-
ложительных палочек ~0.5 × 1.5 мкм и кокковидных
грамотрицателных клеток ~0.8 × 1.3 мкм, растущих
микроколониально. Матрикс грамотрицательных
бактерий содержит фибриллы полисахаридов.

Образец № 9, отобранный с пола (лед с гря-
зью) в цехе накопления разделанного сырья,
представлял собой фрагментированные мышеч-
ные волокна (В) и ядра миоцитов (ЯМ); бактери-
альных клеток практически не было.

Образец № 10, взятый сверху колонны у швел-
лера, был представлен рыхлой, сухой крошащейся
БП с плохо сформированным полимерным мат-
риксом, включал небольшие микроколонии бак-
териальных клеток грамотрицательного типа с
микрокапсулами, а также покоящиеся клетки.

Образец № 11 был отобран с потолка цеха на-
копителя разделанного сырья, содержал редкие
рыхлые органические частицы; клеток не обнару-
жено.

Образец № 12, отобранный со “сталактита”,
образовавшегося в центральной части потолка в
цехе накопителя разделанного сырья (рис. 3), не-
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Рис. 2. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с колес тележки с домкратом “Рохли”
(сырьевой цех, участок обвалки, завод № 1): а – старые грамположительные клетки первого типа с ПГА (Г+ I); б – ста-
рые грамотрицательные клетки (Г‒ II) с компактизованным нуклеоидом (КН), полисахаридным матриксом (ВПМ).
Масштабная линейка – 1 мкм.
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ожиданно был представлен хорошо развитой
многослойной пленкой (рис. 3а). Отмечено боль-
шое разнообразие морфотипов микробных клеток,
развивающихся как смешанной популяцией, так и
микроколониально. I тип ‒ грамотрицательные
клетки овоидной формы, вегетативные (рис. 3а) и
старые с компактизованным нуклеоидом (КН).
II тип – грамположительные мелкие палочки
(~0.2 × 0.8 мкм) (рис. 3а), часто растущие цепоч-
кой. III тип (рис. 3б) ‒ крупные грамотрицатель-
ные бактерии с выраженным периплазматическим
пространством. IV тип – крупные грамположи-
тельные бактерии (рис. 3в), растущие микроколо-
ниально и окруженные общим неполисаридным
матриксом. Биопленочное население было гете-
рогенно не только морфологически, но и по фи-
зиологическому возрасту клеток: часто встреча-
лись клетки автолизированные (А) – чехлы, а
также покоящиеся формы (ПФ) (нескольких ти-
пов – крупные и мелкие, различающиеся по
плотности содержимого), имеющие электронно-
плотную оболочку; в них часто хорошо виден
компактизованный биокристаллический нуклеоид
(КН), утолщенная оболочка. Обнаружена бактерия
необычной формы (рис. 3г) (~0.4 × 1.2 мкм), старая
клетка, переходящая в ПФ, с хорошо выраженны-
ми тороидальными структурами нуклеоида, харак-
терными для его биокристаллизации в старых
клетках, и окруженная мощной полисахаридной
капсулой, превосходящей толщину бактерии.

Биопленки с завода № 2. Всего было отобрано 4
образца (табл. 1).

Образец № 1, взятый из канализационного
трапа цеха обвалки и жиловки, представлен много-
слойной биопленкой (рис. 4). Первый слой, по-ви-
димому, экспонированный наружу, представлен, в
основном, участками неразложившегося органиче-
ского материала (ОМ), в котором находятся ак-
тивные бактериальные клетки (Кл). Внеклеточ-
ный полимерный матрикс отсутствует (рис. 4а).
Второй слой представляет собой зрелую БП с хо-
рошо сформированным ВПМ из полисахаридного
материала, окрашиваемый рутениевым красным,
и множественными нитями фибриллярного ма-
териала (рис. 4в). Бактериальные клетки, вклю-
ченные в матрикс, грамотрицательного типа,
тонкостенные, крупные овоиды (0.8–1.2 мкм) и
палочки (0.5–1.5 мкм), окружены синтезируемой
ими капсулой неполисахаридной природы (не
окрашивается рутениевым красным); находятся в
фазе стационарного роста – изобилуют включе-
ниями полигидроксиалканоатов ПГА (рис. 4б);
образуют внеклеточные мембранные везикулы
(МВ) – характерный признак БП (рис. 4в). Из ха-
рактерных образцов следует отметить поперечно-
полосатые мышечные волокна (МВ) и ядра мио-
цитов, высвобождаемые из мышечной ткани. На
рис. 4в хорошо видно, что мышечные волокна
разрушаются (что определяется по их просветле-
нию) под влиянием протеолитических ферментов,
выделяемых мембранными везикулами (МВ).

Образец № 2, отобранный из трубы под ракови-
ной цеха обвалки и жиловки (рис. 5), представлен
молодой поливидовой БП, с остатками неразложив-
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шегося органического материала (ОМ) (рис. 5а).
Клетки нескольких типов: грамположительные и
грамотрицательные кокки (~0.5‒1 мкм) с множе-
ством пилей разной длины (рис. 5а, 5б), окружен-
ные капсульным материалом неполисахаридной
природы. Пили служат для прикрепления к субстра-
ту. Матрикс неравномерно окрашивается рутение-
вым красным, включает участки волокнистого фиб-
риллярного полисахаридного материала (рис. 5б),
который синтезируется на специфических образо-
ваниях, условно названных “грибовидными выро-
стами” клетки.

Образец № 3, взятый из трапа канализацион-
ного люка цеха разделки сырья (рис. 6), представ-
лен хорошо сформированной БП с умеренно
окрашиваемым рутениевым красным матриксом
(рис. 6а, 6в). Биопленка гетерогенна по морфоти-
пам бактерий: грамположительные мелкие овоиды,
размножающиеся делением (0.4 × 0.6 мкм) и круп-
ные кокки (1.5 мкм) (рис. 6а); грамотрицательные
крупные овоиды, находящиеся в чехлах неполи-
сахаридной природы и формирующие единую
микроколонию (рис. 6б); крупные грамотрица-
тельные (1.0 × 1.5 мкм) клетки, лежащие в много-
слойных капсулах внешнего из полисахаридного
гранулированного материала и внутреннего не-

полисахаридного слоя (рис. 6в). Отмечены фор-
мирование множественных мембранных везикул
(рис. 6г) и возрастная гетерогенность биопленоч-
ного населения – образование покоящихся форм
(ПФ) нескольких морфотипов, идентифицируе-
мых по высокой электронной плотности и тол-
стым клеточным оболочкам.

Образец № 4, отобранный из чана для мытья
полов цеха разделки сырья (рис. 7), неожиданно
был представлен многослойной хорошо развитой
БП, формируемой участками со слабо разложив-
шимся органическим материалом (рис. 7а), с волок-
нистым полисахаридным матриксом (рис. 7б‒7е),
участками с микроколониями старых клеток с
включениями ПГА (рис. 7г). В БП доминировали
длинные грамположительные палочки (0.3 × 1.0‒
1.5 мкм) (рис. 7а‒7в, 7д), образующие многочис-
ленные короткие пили (рис. 7д) и капсулы неполи-
сахаридной природы (рис. 7а‒7в, 7д). В молодых
участках БП обнаруживаются многочисленные
мембранные везикулы (МВ) (рис. 7в).

Обнаружен интересный морфотип старой, по-
видимому, переходящей в покоящееся состояние
клетки с включениями ПГА, окруженной мощным
чехлом из волокнистого полисахаридного материа-

Рис. 3. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с потолка (“сталактит”) (накопитель
разделанного сырья, завод № 1): а – многослойная БП, клетки разных морфотипов (I, II, III); б – микроколония ста-
рых грамположительных клеток (Г+ III), мембранные везикулы (МВ), автолизированные клетки (А); в – старые клет-
ки Г+ IV морфотипа с компактизованным нуклеоидом (КН) и ПФ V морфотипа; г – старая клетка с биокристаллизо-
ванным нуклеоидом (БН) в полисахаридной капсуле (ПК).
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ла. Похожий морфотип был обнаружен в образце
№ 14 (завод № 1) (рис. 3г).

Формирование обильных моновидовых БП в
чане для мытья полов, где постоянно присутствуют
дезинфектанты, свидетельствует о селекции вы-
сокоустойчивого к ним клона бактерий, скорее
всего непатогенных, и необходимости системати-
ческой смены дезинфицирующих средств.

Биопленки с завода № 3. На птицеперерабаты-
вающем предприятии отобрано 10 образцов со
всех этапов технологического процесса.

Образец № 1, взятый из трапа в цехе потрошения,
не является БП и был представлен органическим
материалом, гетерогенным по структуре – волокни-
стым и аморфным.

Образец № 2 – с потолка цеха потрошения
(рис. 8) представлен классической зрелой поливи-
довой БП, условиями образования которой являют-
ся, по-видимому, обилие конденсата и редкая сани-
тарная обработка. Визуализируются органические

частицы, достаточно плотные, большое количество
мембранных везикул (МВ) (рис. 8а) и ПФ грам-
положительных бактерий (электронноплотные
толстостенные) (рис. 8а), автолизированные
клетки (А), а также прорастающая ПФ с частично
разрушенной оболочкой (рис. 8б). Другой мор-
фотип (Г–II) представлен очень мелкими грамот-
рицательными бактериями, растущими микроко-
лониально (рис. 8а, справа). Также обнаружены
необычные грамотрицательные мелкие клетки
(0.1−0.5 мкм) III морфотипа, окруженные сфор-
мированной полисахаридной капсулой (рис. 8в),
растущие микроколониально, где наряду с вегети-
рующими клетками присутствуют ПФ с утолщен-
ной клеточной оболочкой и тороидальными струк-
турами биокристаллического нуклеоида (рис. 8в).

Образец № 3, взятый с лопасти винта ванны
Морриса в цехе дезинфекции туш, представлен
скоплениями органического материала, среди ко-
торых доминировали жировые капли, отдельные

Рис. 4. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца № 1, взятого со стенки трапа цеха обвалки и
жиловки завод № 2. Многослойная БП: а – органический материал (ОМ), клетки I морфотипа; б – сформированная
БП, клетки I и II морфотипов, с включениями ПГА, остатки мышечных волокон (В), ядра миоцитов (ЯМ); в – клетка
с мембранными везикулами (МВ); поперечно-полосатое мышечное волокно (МВ). Масштабная линейка – 1 мкм.
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бактериальные клетки встречались крайне редко и
выглядели нежизнеспособными. Биопленки как
таковой нет.

Образец № 4 отобран из трапа на полу под ван-
ной Морриса. Биопленка не развита, визуализи-
руются органические остатки, капли жира, редко
встречаются старые бактериальные клетки не-
скольких морфотипов, по-видимому, занесенные
(рис. 9а, 9в). Обнаружены L-формы, окруженные
только цитоплазматической мембраной (рис. 9в).

Образец № 5 отобран с нижней стороны мост-
ков у ванны Морриса – еще одной нетривиальной
точки отбора. Образец представлен старой БП, со-

держащей старые вегетативные клетки с включени-
ями ПГА (рис. 10а, 10б) нескольких морфотипов:
овоидные крупные клетки грамположительного
типа (рис. 10а), растущие часто в общих капсулах
(рис. 10в), и длинные палочки (рис. 10а). При-
сутствует много автолизированных клеток и по-
коящихся форм нескольких морфотипов, разли-
чающихся структурной организацией оболочек
(рис. 10б).

Образец № 6 отобран с потолка над ванной
Морриса, и это третья точка нетрадиционного
места отбора. В нем обнаружена старая, вероятно,
функционально неактивная БП. Образец вклю-

Рис. 5. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца № 2, взятого со стенки трубы раковины цеха
обвалки и жиловки завод № 2: а – клетки Г‒ типа (Г‒ I) с пилями (П) и Г+ типа (Г+ II) с короткими пилями, органи-
ческий материал (ОМ); б – сформированный внеклеточный полимерный матрикс (ВПМ) и клетки с пилями (П) и
грибовидными выростами (ГВ).
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чает области с гетерогенным по окрашиванию ру-
тениевым красным матриксом, редкими клетка-
ми и участки с кальцинированной структурой,
без признаков БП. Обнаружены толстостенные
ПФ, с компактизованным нуклеоидом, сгруппи-
рованные в цепочку в едином чехле.

Образец № 7 отобран со стены в туннеле охла-
ждения (рис. 11) при минусовой температуре и
представлял собой замороженную массу. К удив-
лению, в нем обнаружена слоистая БП, включаю-
щая области типичной биопленки с матриксом,
характеризующиеся обилием грамотрицательных

Рис. 6. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого со стенки канализационного люка це-
ха разделки завод № 2: а – клетки Г+ I и II морфотипов; б – микроколония (МК) клеток Г+ II (обведено пунктиром);
в – Г‒ клетки III морфотипа, матрикс (ВПМ); г – ПФ двух морфотипов. МВ – мембранные везикулы.
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Рис. 7. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого со стенки чана для мытья полов цеха
разделки завод № 2: а – двуслойная БП, органический материал (ОМ), клетки Г+ I и II морфотипов, мембранные ве-
зикулы (МВ); б – микроколония Г+ клеток II морфотипа; в – слоистая БП, клетки II морфотипа с пилями (П) в не-
полисахаридных микрокапсулах, матрикс (ВПМ); г – микроколония старых грамотрицательных клеток
IV морфотипа с ПГА; д – микроколония клеток грамполжительного типа III морфотипа с микрокапсулами (МК) не-
полисахаридной природы, в полисахаридном волокнистом матриксе (ВПМ); е – старая клетка грамотрицательного
типа V с ПГА с волокнистой капсулой (К) полисахаридной природы. Масштабная линейка – 1 мкм.
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Рис. 8. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с потолка цеха потрошения завод № 3:
а – старая БП, микроколонии клеток I и II морфотипов, представленные покоящимися формами (ПФ); б – покоящи-
еся формы с кристаллизованным нуклеоидом (КН), слева – интактная, справа – прорастающая ПФ, хорошо видна
периплазма (ПП); в – ПФ клеток грамотрицательного типа (Г‒ ПФ) с биокристаллизованным нуклеоидом (БН) с то-
роидальными структурами (ТС), окруженные структурированной полисахаридной капсулой (ПК),
грамотрицательные мелкие клетки III морфотипа (Г‒III), окруженные сформированной полисахаридной капсулой
(ПК). Масштабная линейка – 1 мкм (а) или 500 нм (б и в).
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клеток одного морфотипа, очень старых с ком-
пактизованным нуклеоидом, комковатой тексту-
рой цитоплазмы (рис. 11а, 11б), и области из рых-
лого органического материала, неравномерно
окрашиваемого рутениевым красным. Очевидно,
что БП сформирована психрофильным микроор-
ганизмом.

Образец № 8, отобранный с колес тележек в на-
чале цеха готовой продукции (рис. 12), был пред-
ставлен БП с развитым, неоднородно окрашивае-
мым рутением рыхлым органическим материалом.
Бактериальная компонента была представлена
клетками различных по строению клеточной
стенки морфотипов и с пилями. Клетки, как пра-
вило, были окружены капсульным материалом
неполисахаридной природы.

Образец № 9, отобранный также с колес теле-
жек в цехе готовой продукции, но в зоне упаковки
продукции, был представлен зрелой БП, с хоро-
шо развитым гранулярным матриксом (рис. 13а),
включающим клетки с короткими пилями. Поко-
ящиеся формы разной степени созревания с
утолщенной клеточной оболочкой и биокристал-
лизованным нуклеоидом (рис. 13б) окружены
капсулой неполисахаридной природы, отграни-
ченной от ВПМ слоем, образованным грануляр-
ными полисахаридными частицами. Биопленка,
по-видимому, старая и мало функциональная. В
целом, биопленки на колесах тележек были похо-
жими.

ОБСУЖДЕНИЕ
Биопленочная микробная контаминация со-

зданной человеком экониши, а именно, помеще-
ний, оборудования и продукции пищевых произ-
водств, представляет серьезную опасность как
причина порчи продуктов (Yuan et al., 2020a), а
также как резервуар для сохранения и распро-

странения патогенных бактерий (Alvarez-Ordonez
et al., 2019). Основной причиной постоянной
биопленочной контаминации является высокая
устойчивость БП к дезинфицирующим средствам
(Yuan et al., 2018, 2020b). БП в этой нише обладают
многими отличительными свойствами, и одним из
них является способность к формированию и росту
в присутствии высоких концентраций бактерицид-
ных дезинфектантов (что обусловлено выработ-
кой принципиально новых механизмов рези-
стентности, требующих специальных подходов
для их детального изучения). Полное избавление
от таких БП практически недостижимо, но мож-
но снизить их количество путем оптимизации эф-
фективности санобработки. Для этого нужна как
можно более объективная информация о микро-
биологическом состоянии на пищевых производ-
ствах: уровне распространения БП, биоразнооб-
разии биопленочных микроорганизмов, физио-
логической активности БП, ‒ с одной стороны,
как причины биологической порчи продукции, а
с другой – как резервуара для микробной конта-
минации помещений и пищевых продуктов. Эти
результаты расширяют и углубляют представления
об адаптационной способности МБ и возможностях
их распространения в новых местах обитания, свя-
занных, в частности, с производственной деятель-
ностью человека. С этих позиций и была проведена
сравнительная оценка биопленочной микробиоло-
гической контаминации помещений и оборудова-
ния на трех мясоперерабатывающих предприятиях,
отличающихся перерабатываемым сырьем.

Отличительными чертами сравнительного ис-
следования были: а) расширение спектра точек
отбора образцов БП, включая нетривиальные и
не подвергаемые ежедневной санитарной обра-
ботке места: потолки, туннель охлаждения с тем-
пературой ≈0°С, чан для мытья полов, где всегда
растворяют дезинфектанты, нижняя сторона

Рис. 9. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого со стенки трапа под ванной Морриса
цеха дезинфекции тушек завод № 3: а – единичная клетка грамотрицательного типа (Г‒) в остатках органического ма-
териала (ОМ); б ‒ капли жира (Ж); в – старые L-формы (L-ф) с включениями ПГА, окруженные цитоплазматической
мембраной (ЦПМ). Масштабная линейка – 500 нм.
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мостков, колеса тележек, ролики транспортеров;
б) микроскопическая оценка (трансмиссионная
электронная микроскопия) БП, позволяющая
оценить степень их зрелости и функциональной
активности по таким показателям, как развитость
и природа матрикса, разнообразие морфотипов
бактерий, их возрастная гетерогенность.

Во всех отобранных образцах БП с завода № 2
(перерабатывающего смешанное сырье ‒ свинина,
говядина) были обнаружены молодые или зрелые
БП с развивающимся или хорошо развитым мат-
риксом, разнообразием морфотипов бактерий
(рис. 4‒7), среди которых часто встречались клетки
с пилями разной длины (рис. 5а, 5б), служащими,

как правило, для прикрепления к поверхностям и
другим клеткам. Образование структур с контакт-
ной функцией характерно для биопленочных
бактерий и было описано ранее (Smirnova et al.,
2010; Chapman, 2015). Неожиданным было обна-
ружение в чане для мытья полов, где постоянно
присутствуют антисептики, зрелой БП (рис. 7),
сформированной клетками одного морфотипа,
который, по-видимому, селекционировался в
условиях постоянного давления дезинфектанта.
Это первое сообщение о селекции фенотипа пи-
щевого контаминанта, способного к размноже-
нию и биопленкообразованию. Важно понять,
какого характера эта устойчивость ‒ фенотипи-

Рис. 10. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с нижней стороны мостков, ведущих
к ванне Морриса цеха дезинфекции тушек завод № 3: а – старые клетки грамположительного типа двух морфотипов
(Г+ I и II); б ‒ ПФ разных типов, различающиеся структурой клеточных оболочек; в – старые клетки с ПГА в общей
полисахаридной капсуле и покоящаяся клетка II типа. А – автолизированные клетки. Масштабная линейка – 1 мкм.
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ческого или генотипического (van den Bergh et al.,
2016; Levin-Reisman et al., 2017), так как в послед-
нем случае возможен горизонтальный перенос
детерминант устойчивости к другим видам пище-
вых контаминантов, и это будет влиять на эффек-
тивность применяемых дезинфектантов.

Микроскопический анализ бактериальной
контаминации на заводе № 3 позволил заклю-
чить, что в таких тривиальных местах отбора, как
сливные трапы или сливы под раковинами,
биопленки не были обнаружены; отобранные об-
разцы представлены органическим материалом с
очень редким заносом клеток. Отсутствие БП в
трапах канализационной системы свидетельствует
о хорошем санитарном состоянии предприятия.
В образцах, взятых из нетрадиционных мест от-
бора (нижняя часть мостков у ванны Морриса
(рис. 10) или потолок в цехе потрошения (рис. 8),
где имеют место обилие конденсата и затруднена

дезинфекция), были обнаружены старые БП,
бактериальное население которых представлено
старыми клетками с включениями ПГА или тол-
стостенными покоящимися клетками разных
морфотипов. Это предполагает низкую физиоло-
гическую активность таких БП, но не снимает во-
прос о них как резервуарах биопленочной конта-
минирующей микрофлоры. Также важным было
обнаружение моновидовой (по морфотипу кле-
ток) БП в образце, взятом со стены тоннеля охла-
ждения с температурой ~0°С (рис. 11). Это ставит
вопрос о биопленочном развитии психрофильной
пищевой микробиоты, среди которой встречаются
патогены, и необходимости усиления санитарной
обработки на этих участках и их включении в пере-
чень мест систематического микробиологическо-
го анализа.

Еще одним нетрадиционным местом отбора
образцов были потолки, достаточно редко подвер-

Рис. 11. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого со стенки туннеля охлаждения
завод № 3 (~0°С): а – моновидовая пленка грамотрицательных бактерий, старых с компактизованным нуклеоидом
(КН) и мембранными везикулами (МВ); б – зона рыхлого органического материал (ОМ). Масштабная линейка –
1 мкм.
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МВ
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(а) (б)

Рис. 12. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с колес тележки № 1 (начало цеха
упаковки готовой продукции завод № 3). Отдельные клетки трех морфотипов (Г– I, Г+ II, Г– III): а – клетки Г‒ I с
короткими пилями (П) в неполисахаридной микрокапсуле (МК); б – клетки Г+ II в неполисахаридной капсуле (К) с
мембранными везикулами; в ‒ клетки Г+ III с длинными пилями. Масштабная линейка – 1 мкм.
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гаемые дезинфекции (рис. 8). В них были визуали-
зированы старые БП, включающие, в основном,
покоящиеся формы разных морфотипов. Отметим,
что ПФ были представлены только цистоподоб-
ными клетками, споры нигде не обнаруживались
по причине или отсутствия в БП спорообразую-
щих бактерий, или репрессии процессов споро-
образования.

Таким образом, напрашивается вывод о необ-
ходимости пересмотра практики санитарного
контроля (отбора проб для микробиологического
анализа), практики дезинфекции – анализа эф-
фективности и периодической смене дезинфек-
тантов.

В половине образцов, отобранных на заводе № 1
(перерабатывающем свинину), сформировавшихся
БП не было выявлено, что свидетельствует о хо-
рошем санитарном состоянии предприятия. Зре-
лая поливидовая БП была обнаружена в образце с
нижней поверхности спуска ящиков с мясом
(рис. 1). Функциональная активность этой БП
подтверждается обилием МВ. В этой БП обнару-
жены бактерии со множественными пилями. Еще
одна БП выявлена в образце, взятом с колес те-
лежки Рохли в сырьевом цехе (рис. 2). БП сфор-
мирована клетками двух морфотипов, основной

из которых представлен палочками с включения-
ми ПГА, то есть старыми клетками с низкой фи-
зиологической активностью, ПФ и автолизиро-
ванными клетками. В нескольких образцах, взя-
тых с потолка, БП не были обнаружены. Однако в
центре потолка в цехе − накопителе разделанного
сырья в месте возможной протечки (“сталактит”)
была обнаружена хорошо сформированная поли-
видовая БП (рис. 3) с микробным населением
различного возраста, вегетативными и автолизи-
рованными клетками и ПФ. Эта БП может быть
источником контаминации, в связи с труднодо-
ступностью для санобработки этого нетривиаль-
ного места отбора, а также может вызывать био-
коррозию материала в области развития БП.

Поливидовой состав биопленок на пищевых
предприятиях (Burmølle et al., 2014; Yuan et al.,
2019) и их фенотипическая гетерогенность описа-
ны ранее (Sadiq et al., 2017). Полученные нами ре-
зультаты и расширяют представление о гетеро-
генности биопленок также и по физиологическому
состоянию, и по их структуре.

Общий сравнительный микроскопический ана-
лиз образцов биопленочных обрастаний поверх-
ностей внутренних помещений, сливных труб и
оборудования, взятых с общепринятых мест от-

Рис. 13. Электронно-микроскопический снимок тонких срезов образца, взятого с колес тележки № 2 (линия упаковки
цеха упаковки завод № 3): а – старая БП, с плотным матриксом (ЭПМ) полисахариной природы, грамположительные
клетки (Г+) с короткими пилями (П), некоторые окружены капсулой неполисахаридной природы (К); б – ПФ разных
морфотипов, различающихся толщиной клеточной оболочки, с компактизованным нуклеоидом (КН), окруженные
двухкомпонентной капсулой из неполисахаридного материала (К) и полисахаридных гранул (ПГ). Масштабная ли-
нейка – 1 мкм.
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бора и с нетривиальных точек отбора, позволил
сделать следующие выводы:

а) отсутствие БП в местах традиционного от-
бора образцов (столы, трапы, сливные трубы) может
свидетельствовать об эффективности санобрабо-
ток, а наличие БП – напротив, о недостатках сани-
тарных мероприятий по выбору мест обработки, по
временнóму алгоритму санитарной обработки,
возможно, по выбору дезинфектантов;

б) полноценные БП обнаружены в таких не-
тривиальных местах, как чан для мытья полов, сте-
ны тоннеля охлаждения, потолок, нижняя сторона
мостков, колеса тележек, что указывает на необ-
ходимость расширения точек отбора образцов
для контроля и санобработки и этих мест пище-
вых предприятий;

в) обнаружение сформированных БП в чане
для мытья полов и на стене тоннеля охлаждения
свидетельствует о 1) селекции бактериального
фенотипа, устойчивого к данному дезинфектан-
ту, и необходимости периодической замены по-
следнего, и 2) о развитии психрофильных бакте-
рий, биопленки которых могут служить резервуа-
ром для контаминации пищевых продуктов, в том
числе патогенами-психрофилами, что представ-
ляет определенную опасность;

г) микроскопический анализ пищевых БП
позволил получить новую информацию о морфо-
типах выживания бактерий в БП. В различных
образцах, таких как чан для мытья полов (завод № 2;
рис. 7), потолок (завод № 3; рис. 8), потолок (за-
вод № 1; рис. 3), взятых из нетривиальных точек
отбора на всех трех МПЗ, были обнаружены старые
клетки, созревающие в ПФ, окруженные мощными
полисахаридными капсулами различного строе-
ния (рис. 3ж; 7е и 8д). Так как таких “капсулиро-
ванных” старых клеток, созревающих в ПФ, ра-
нее не наблюдали, можно предположить, что это
своеобразный морфотип покоя у некоторых
биопленочных бактерий, наряду с биопленочны-
ми ПФ с известной структурной организацией;

д) только анализ с применением трансмиссион-
ной электронной микроскопии может предоста-
вить информацию о физиологическом состоянии
БП и дифференцировать молодые растущие БП от
старых и “законсервированных” БП. Эти харак-
теристики “физиологической активности” или
“законсервированности” могут быть определены
достаточно условно, но они дают информацию об
адаптационных способностях МБ, а также об эф-
фективности санитарных мер на пищевом пред-
приятии или необходимости их усиления.

Таким образом, примененный электронно-
микроскопический анализ дает важную инфор-
мацию о наличии и состоянии биопленок в новой
антропогенной нише (пищевых производствах),
свидетельствует о разнообразии их состава и ар-
хитектуры и может быть рекомендован для сани-

тарно-эпидемиологического мониторинга пище-
вых предприятий.
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Abstract—Localization and structural organization of microbial biofilms developing in anthropogenic eco-
logical niches of meat-processing plants using different basic materials (poultry, pork, or mixed materials)
was investigated. Mature biofilms were revealed both at the sites subject to routine sanitary control (equip-
ment, sewage traps, and walls) and at other locations (ceilings, reverse (lower) side of bridges, vehicle wheels,
and tunnel walls at subzero temperatures), indicating high adaptability of microbial communities. This find-
ing indicates the urgency of modification (extension of the list of cleansing sites and of the relevant protocols.
The information on the composition and diversity of microbial biofilms in this ecotope, as well as on the
physiological state of component microorganisms (active, dormant, and lysing cells, etc.) was obtained using
transmission electron microscopy. The morphotypes facilitating bacterial survival in these biofilms are de-
scribed (old cells and several types of specialized dormant forms).

Keywords: biofilms, bacteria, meat-processing facilities, biofilm structure, biofilm localization, transmission
electron microscopy
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