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Wybrane techniki fluorescencyjne
w badaniach stanu fizjologicznego
i przezywania komorek bakteryjnych w zywnosci
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Miks M. H., Warminska-Radyko I.

Selected fluorescent techniques in the research of the physiological state and viability
of bacteria cells in food

Summary

Modern fluorescent techniques and the possibilities of their application in food research are presented.
Fluorescent dyes, fluorofores, are applied to the physiological state and viability research at the level of the
single bacteria cell. DNA intercalators such as diamidino-2-phenylindole (DAPI) are frequently used for the
enumeration of the bacteria population in food and plasma membrane integrity determination. Fluorogenic
substrates allow the detection of the activity of the intercellular enzymes: esterases and dehydrogenases. The
commercial set of fluorescent dyes LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes Inc)
provides a simple assay for discriminating viable, metabolically active bacteria cells from injured and dead
bacteria cells. The technique of fluorescent in situ hybridization (FISH) with the use of 16S rRNA or 23S
rRNA-targeted fluorescent labelled oligonucleotide probes seems to be a promising tool for contemporary
food microbiology. It can be used for the detection and identification of pathogenic bacteria in food or bacteria
used in food production, such as lactic and propionic acid bacteria.
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Techniki fluorescencyjne z powodzeniem stosowane
sa w badaniach mikroflory §rodowisk naturalnych. Za-
stosowanie tych technik w badaniach zywnosci jest
w stadium poczatkowym. Wymaga dopracowania metod
wstepnego przygotowania probki polegajacych na elu-
acji komorek z matrycy produktu Spozywczego bez in-
gerencji w ich stan fizjologiczny. Badanie przezywania
1 stanu fizjologicznego mikroorganizméw stosowanych
w przemysle spozywczym jest kluczowe z punktu wi-
dzenia szeroko rozumianej kontroli jako$ci.

Prowadzenie procesu produkcji zywnosci fermento-
wanej sprowadza si¢ do ciaglego sterowania aktywnos-
cia mikroorganizméw. Narzedziami sa parametry proce-
su, jak: temperatura, czas, ciSnienie, poziom tlenu oraz
aktywnos$¢ wody. Pozwalaja na namnazanie kultur star-
terowych, ukierunkowanie ich metabolizmu lub inakty-
wacje¢ podczas obrobki termicznej. Parametry te deter-
minuja stan fizjologiczny mikroflory oraz jej przezywal-
no$¢ na poszcezegdlnych etapach produkeji. Zatem wpty-
waja na wydajnos¢ produkeji, skutecznos¢ utrwalania
termicznego produktu czy jakos$¢ produktu.

Badania stanu fizjologicznego komaérek bakterii

Komorka bakteryjna znajdujaca si¢ w naturalnym sro-
dowisku zmuszona jest do ciaglej adaptacji do nowych,

zmieniajacych si¢ warunkoéw bytowania. Istotnym wskaz-
nikiem oceny stanu fizjologicznego i aktywnos$ci meta-
bolicznej komorki bakterii jest jej blona cytoplazmatycz-
na. Stanowi ona naturalng barierg, selektywnie pobiera-
jaca substraty z otoczenia i wydalajaca produkty meta-
bolizmu komoérki. Woda, gazy rozpuszczalne w wodzie
jak CO,, tlen i czasteczki rozpuszczalne w ttuszczach
przenikaja przez btong cytoplazmatyczna na drodze dy-
fuzji (transport pasywny). Jony rozpuszczalne w wodzie,
przechodza przez niewielkie pory o $rednicy mniejszej
niz 0,8 nm, natomiast pozostate substancje wnikaja do
komorki na drodze transportu aktywnego. W blonie cy-
toplazmatycznej zlokalizowane sa enzymy szlakow ener-
getycznych komorki bakteryjnej. W zachytkach btony —
mezosomach — zachodza reakcje tancucha przenoszenia
elektrondw, syntezy i hydrolizy ATP. Mezosomy rowniez
pehnia funkcje w replikacji DNA nukleoidu i tworzeniu
przegrody podczas podziatu komorki. Dlatego tez zacho-
wanie nieuszkodzonej, spolaryzowanej btony cytoplaz-
matycznej umozliwiajace sprawne jej funkcjonowanie jest
niecodzownym warunkiem utrzymania aktywnos$ci meta-
bolicznej komoérki bakteryjnej (3).

Badania dotyczace zdolnos$ci przezywania bakterii
w roéznych §rodowiskach pozwolity wyodrebnié cztery
grupy komorek charakteryzujacych si¢ odmiennym sta-
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sowan w badaniach stanu fizjo-
logicznego komorki, m.in. w ba-
danich potencjatu i ciagltosci bto-
ny cytoplazmatycznej. Mozna
rowniez oznaczy¢ aktywnos$¢ en-
zymOw wewnatrzkomorkowych,
pH wewnatrzkomorkowe oraz li-
czebno$¢ komorek poprzez zwia-
zanie barwnika z DNA komorki
| (3,21, 25).

Stan fizjologiczny komorki
bakteryjnej zaleZy od aktyw-
nosci jej enzymow. Stosujac tech-
niki fluorescencyjne mozna
oznaczy¢ aktywnos$¢ niektorych
enzymow, wykorzystujac sub-
straty fluorogeniczne, tzw. pre-

Komérki martwe

cytoplazmatycznej

e

Ryec. 1. Podzial komérek bakteryjnych w oparciu o ich aktywnos$¢ fizjologiczna (13)

nem fizjologicznym (13). Najbardziej aktywna metabo-
licznie grupg okreslono jako bakterie zywe — zdolne do
rozwoju na podtozach laboratoryjnych. Bakterie takie
w okreslonych warunkach, np. w procesie pasteryzacji
mleka (18), moga przej$¢ w tzw. odwracalny stan ana-
biozy, w ktorym, pozostajac zywymi, nie zdolne sa do
wzrostu na podtozach syntetycznych (VBNC, viable but
non-culturable). Komoérki w stanie VBNC charakteryzu-
je bardzo niski poziom aktywnosci metabolicznej, karlo-
wacieja, wykazuja zaburzenia w transporcie blonowym,
ale po resuscytacji odzyskuja zdolno$¢ wzrostu na pod-
tozach hodowlanych (28). Badania mikroflory oligotro-
ficznych i1 mezotroficznych $rodowisk wodnych wyka-
zaty, ze zaledwie okoto 0,001-0,3% ogoétu tworzacych ja
komorek bakterii wykazuje zdolno$¢ wzrostu na podto-
zach laboratoryjnych (2). Kolejna grupg stanowia bakte-
rie martwe, nie wykazujace aktywnos$ci metaboliczne;j,
o nieuszkodzonej blonie cytoplazmatycznej, natomiast
ostatniag — komoérki martwe po lizie btony cytoplazma-
tycznej (3, 21, 25). Wobec przedstawionego podziatu tra-
dycyjne plytkowe metody badania przezywalnosci bak-
terii nie sg wystarczajace. Juz samo wyznaczenie wyraz-
neJ granlcy pomlqdzy stanami komorki okreslanymi jako
»Zywa” 1 ,,martwa” wymaga, obok metod plytkowych,
zastosowania nowych, bardzo doktadnych technik, takich
jak mikroskopia epifluorescencyjna czy cytometria prze-
ptywowa. Techniki te sa uzytecznym narzedziem bada-
nia liczebnosci 1 ﬁZ_]OlOgll populacji bakterii, poniewaz
pozwalaja oznaczac rézne parametry ﬁzyczne i bioche-
miczne, dostarczajace informacji o ich fizjologicznej he-
terogenicznosci (6).

Badania takie wymagaja zastosowania specyficznych
barwnikow fluorescencyjnych — fluoroforéw. Sa to sub-
stancje selektywnie absorbujace i emitujace Swiatto
o okreslonej dhugosci fali. Po wniknigciu do komorki bak-
teryjnej wzbudzony barwnik emituje $wiatto, ktorego
kolor zalezy od wlasciwosci fluoroforu, np. fluoresceina
emituje $wiatlo zielone, rodamina — czerwone; Cy5 —
podczerwone, Cy3 — z6tte, DAPI — niebieskie. Barwniki
fluorescencyjne pozwalaja na wizualizacj¢ w mikrosko-
pie epifluorescencyjnym komorek bakterii, ich struktur
oraz innych molekut pozostajacych w otoczeniu mikro-
organizmu. Oferujg szczegolnie szeroki wachlarz zasto-

fluorofory, ktoére po wniknigciu
do komorki bakteryjnej pod
wplywem dziatania enzymoéw wewnatrzkomorkowych
przeksztatcaja si¢ w emitujace $wiatto — fluorofory. Do-
tychczas stosuje si¢ jedynie badania aktywnosci enzy-
mow z grupy dehydrogenaz i esteraz w celu okreslenia
stanu fizjologicznego komorek bakteryjnych

Aktywno$¢ dehydrogenaz oznaczy¢ mozna na podsta-
wie redukcji soli tetrazolowej przez enzymy tancucha
oddechowego zlokalizowane w blonie cytoplazmatycz-
nej komorki. Bezbarwny prefluorofor — chlorek 5-cyja-
no-2,3-ditotylo tetrazolowy (CTC) podczas przenikania
przez blong cytoplazmatyczna, ulega przeksztatceniu
w fluoryzujacy na czerwono formazan jako wynik ak-
tywnos$ci kompleksu enzymatycznego. Zdolno$¢ reduk-
cji CTC w komorkach jest wigc kryterium podziatu bak-
terii na zywe i martwe (9).

Aktywno$¢ esteraz oznacza si¢ na podstawie zdolno-
$ci komorki do akumulacji barwnika fluoresceiny, ktora
nastgpuje jedynie w komoérkach o nienaruszonej btonie
cytoplazmatycznej oraz wykazujacych aktywnos¢ enzy-
matyczna esteraz (10). Dioctan fluoresceiny (FDA) jest
prekursorem — prefluoroforem, ktoéry po wniknigciu do
komorki bakterii zostaje przeksztalcony w wyniku
hydrolizy do fluoroforu — fluoresceiny. Niepozadanym
zjawiskiem jest niekontrolowany wyciek barwnika z ko-
morki. Stwierdzono, ze stosujac pochodna fluoresceiny
(FDA) — dioctan karboksyfluoresceiny (CFDA), mozna
uzyska¢ doktadniejsze wyniki. Zwiazek ten w wyniku
reakcji hydrolizy z udziatem niespecyﬁcznych esteraz
uwalnia karboksyfluoresceing, ktora posiada ujemne ta-
dunki, przez co lepiej utrzymuje si¢ we wngtrzu komorki
(19, 24) Precyzja tej metody zalezy od budowy Sciany
kom(')rkowej, np. u bakterii Gram-ujemnych ogranicza
ona przenikalno$¢ makromolekut i substancji hydro-
fobowych do wnetrza komorki. W celu zwigkszenia
przenikalnos$ci dioctanu karboksyfluoresceiny (CFDA)
stosuje si¢ wstepna permeabilizacje blon biologicznych
roztworem EDTA lub glutaraldehydem (20, 27). Stwier-
dzono, ze wyciek karboksyfluoresceiny z komorek bak-
terii Escherichia coli znacznie utrudnit rozroznienie
komorek zywych 1 martwych, nawet przy zastosowaniu
cytometrii przeptywowej (20).

Nowoczesna metoda oznaczania liczby komorek drob-
noustrojow sa instrumentalne techniki fluorescencyjne
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wykorzystujace barwniki, z ktorych najczgsciej stosowa-
nym jest fluorofor diamidino-2-fenyloindol (DAPT) (19).
Barwnik ten selektywnie wiaze si¢ na zasadzie interkala-
cji z parami zasad adenina-tymina DNA komorki bakte-
rii. W mikroskopie epifluorescencyjnym DAPI jest wzbu-
dzany swiattem ultrafioletowym, dzigki czemy uzysku-
jemy wizualizacjg genomowego DNA. Niebieska fluores-
cenCJa barwnika DAPI umozliwia jednoczesne zastoso-
wanie innych barwnikéw np. w celu uwidocznienia struk-
tur komoérkowych — poniewaz ich emisje nie pokrywaja
si¢ (21). Fluorofor DAPI wybarwia komorki o nieuszko-
dzonych btonach biologicznych, jak réwniez komorki
z uszkodzonymi blonami, np. po wstgpnej permeabilizacji.
Przyktadem innych barwnikow wiazacych si¢ specyficz-
nie z DNA komorki, zwanych interkalatorami DNA, sa:
jodek propidyny (IP), bromek etydyny (EB), PO-PRO-3
oraz SYTOX Green. Saq one powszechnie stosowane do
badania spdjnosci btony cytoplazmatycznej bakterii, po-
niewaz przenikaja jedynie przez uszkodzone btony bio-
logiczne komorek (9).

Na podstawie zaobserwowanych réznic w przenikal-
nosci fluoroforéw przez btony o zré6znicowanej struktu-
rze (uszkodzonej lub nieuszkodzonej) opracowano tech-
nike szybkiego oznaczania komoérek zywych i martwych.
W tym celu stosuje sig¢ zestaw barwnikow fluorescencyj-
nych SYTO®9 i IP znanych pod nazwa LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes Inc).
Roznica zabarwienia komorek martwych i zywych jest
nastgpstwem uszkodzenia struktury ich btony cytoplazma-
tycznej. Zielony fluorochrom SYTO®™9 o niskiej masie
czasteczkowej (~ 10 Da) moze z powodzeniem penetro-
wac przez nieuszkodzona blong cytoplazmatyczng ko-
morki, podczas gdy czerwony fluorochrom IP o wyzszej
masie czasteczkowej (668 Da) przenika jedynie przez
uszkodzenia w ciaglosci btony (19, 26). Badania poréw-
nawcze zdolnos$ci przezywania bakterii z wykorzystaniem
innych zestawow barwnikow fluorescencyjnych, np.
CTC/DAPI, CTC/SYTO®"9 (8), FDA/EB, FDA/IP,
CFDA/IP (13, 24) potwierdzity wysoka efektywnos$¢
barwienia zestawem komercyjnym LIVE/DEAD® Bac-
Light™,

Zastosowanie techniki LIVE/DEAD® BacLight™ po-
zwala na szybka oceng stanu fizjologicznego komodrek
bakteryjnych wyeluowanych np. z: seréw dojrzewaja-
cych, mleka i fermentowanych produktéw mleczarskich
(10, 17, 22, 26). Technika ta znalazla zastosowanie
w badaniu jakosci probiotycznych produktow niemlecz-
nych i farmaceutycznych oraz w oznaczaniu liczby zy-
wych komorek réznych gatunkow pateczek rodzaju Lac-
tobacillus: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plan-
tarum 1 Lactobacillus reuteri (24). Barwniki LIVE/
DEAD® BacLight™ wykorzystano do badania przezy-
walnosci bakterii fermentacji octowej na roznych etapach
produkcji octu (4) oraz do oznaczenia liczby bakterii prze-
chodzacych w stan VBNC w mleku po procesie pastery-
zacji (18).

Lahtinen i wsp. (22) poréwnali wyniki oznaczania licz-
by probiotycznych bakterii z rodzaju Bifidobacterium
w zywnosci uzyskane klasyczna metoda ptytkowa do uzy-
skanych metodami cytologicznymi, tj.: LIVE/DEAD®
BacLight™, FISH oraz real-time PCR. Wyniki sugeruja,
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Tab. 1. Charakterystyka wybranych barwnikow fluorescen-
cyjnych oméwionych w tekscie (19, 21)

. .. Masa
Skrot Nazwa barwnika AT 2L czasteczkowa
(nm) (nm) (Da)

Aktywno$¢ dehydrogenaz (substrat fluorogeniczny — prefluorochrom)

5-cyjano-2,3-ditotylo

B chlorek tetrazolowy

450 580-660 332

Aktywno$¢ esteraz (substrat fluorogeniczny - prefluorochrom)
FDA dioctan fluoresceiny 473 514 416

CFDA Ll LT 492 | 512 460
karboksyfluoresceiny

Wyciek barwnika
EB bromek etydyny \ 518 \ 605 \ 304

Spdjnos¢ btony cytoplazmatycznej / barwniki specyficznie wigzace DNA
komarki

SYTO® - - - ~10

IP jodek propidyny 535 617 668

Sytox Green - 502 523 600

P0O-PRO-3 - 539 567 605
4’,6-diamidyno-2’-

DAPI -fenyloindol 340 488 350
dichlorowodorek

ze real-time PCR oraz FISH moga z powodzeniem by¢
stosowane do oznaczania ogdlnej liczby mikroorganiz-
mow. Zastrzezenia budzi nie do$¢ precyzyjna ocena tymi
metodami komorek zywych i martwych. Przypuszcza sig,
ze martwe komorki moga zawiera¢ resztkowe ilosci
rRNA, wystarczajace jednak do ich wizualizacji po zwia-
zaniu ze znakowana sonda molekularna. Szybsza i nie-
wqtpliwie lepsza metoda badania przezywania bakterii
okazalo si¢ barwienie LIVE/DEAD® BacLight™, wyko-
rzystujace oceng stanu btony cytoplazmatycznej. Stwier-
dzono, ze liczba komorek okreslona ta technika jest
0 0,7 10g wigksza w porownaniu do wynikéw uzyska-
nych metoda ptytkowa, co sugeruje, ze cz¢s¢ komorek
w populacji utracita zdolno$¢ wzrostu na podtozach syn-
tetycznych. Podobne relacje obserwowano réwniez ba-
dajac przezywanie bakterii z rodzaju Lactobacillus, Strep-
tococcus oraz Bifidobacterium w przechowywanych fer-
mentowanych napojach mlecznych (26). Opracowano
réwniez szybka metodg badania zdolnosci przezywania
komorek bakterii Staphylococcus aureus, Escherichia coli
i1 Pseudomonas fluorescens w mleku UHT z zastosowa-
niem barwienia SYTO®9/IP oraz CTC/OXN (bis-(1,3-
-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol) (18). Zestaw
barwnikow CTC/OXN umozliwil rozréznienie w hodowli
bakterii Pseudomonas fluorescens dwdch subpopulacji,
charakteryzujacych sig odmiennym potencjatem btony cy-
toplazmatyczne;.

Barwienie z zastosowaniem LIVE/DEAD® BacLight™
moze sta¢ si¢ nieocenionym narzedziem w badaniach
wplywu niektorych czynnikow na zdolnos¢ rozwoju ko-
morek bakterii w roznych $rodowiskach. Ta technika
mozna oceni¢ zdolno$¢ przezycia bakterii w warunkach
przewodu pokarmowego, jak rowniez w produktach spo-
zywcezych.
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Ryec. 2. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego preparatu przygotowanego technika FISH z za-
stosowaniem sondy oligonukleotydowej 16S rRNA S-D-Bact-0338-a-A-18. (A) na powierzchni
mikroskrawkéw sera Silton, strzalka wskazuje paleczki, 5 Am; (B) w zawiesinie bakteryjnej
z sera Silton w PBS, 3 Am (15)

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(FISH, fluorescence in situ hybridization)

W pismiennictwie istnieje dotychczas ograniczona licz-
ba informacji na temat zastosowania techniki FISH do
badan zywnosci (7, 14, 15, 29), podczas gdy znajduje
ona szerokie zastosowanie w mikrobiologii §rodowiska,
histopatologii, histoimmunologii, cytogenetyce. Pierwot-
nie zostata ona rozwinigta do identyfikacji 1 oznaczania
liczby komorek bakteryjnych w srodowiskach ekosyste-
mow wodnych (32), osadach, ryzosferze i glebie. W prze-
ciwienstwie do metod barwienia fluorescencyjnego po-
zwala na okreslenie bior6znorodnosci mikroflory w wy-
branych niszach ekologicznych (33).

Technika FISH polega na hybrydyzacji sekwencji
rRNA unieruchomionych komorek sonda oligonukleoty-
dowa 16S rRNA znakowana fluorescencyjnie. Sondy mo-
lekularne specyficznie wiaza si¢ z rRNA w rybosomach
komorek docelowych, identyfikujac je na réznych pozio-

Tab. 2. Zestawienie sond oligonukletydowych specyficznych dla bakterii fer-
mentacji mlekowej stosowanych w technice FISH z uwzglednieniem sondy

uniwersalnej i niespecyficznej (6, 7, 16, 23)
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mach taksonomicznych.
Celem sondy jest ryboso-
malny rRNA, poniewaz
jego zawartos¢ w komor-
ce jest niepordéwnywalnie
wigksza niz w z genach
rRNA zlokalizowanych
w chromosomie bakteryj-
nym, co czyni t¢ technike
bardziej czula. Ze wzgle-
du na zakres specyflcz—
nosci sondy wyrdznia sig
sondy: uniwersalne, np.
EUB338, specyﬁczne dla
domeny Bacteria z wyjat-
kiem rzedu Planctomyce-
tales, nonsensowne, np.
NON388 do wykrywania
niespecyficznego wigzania
sondy oraz sondy specy-
ficzne, np. dla wybranych klas mikroorganizmow (32).
W wielu osrodkach naukowych prowadzone sg rowniez
ciagte poszukiwania nowych sond oligonukleotydowych
i sprawdzanie ich specyficznosci wzgledem okreslonych
rodzajow, a nawet gatunkow bakterii, w tym rowniez bak-
terii fermentacji mlekowej (7, 16, 23). Technika FISH
moze by¢ stosowana do badania stanu fizjologicznego
komorek, oznaczania liczby oraz identyfikacji bakterii.
Metoda FISH z zastosowaniem fluorescencyjnie zna-
kowanych sond oligonukleotydowych 16S rRNA ozna-
cza si¢ liczbe tylko fizjologicznie aktywnych komorek,
poniewaz okres pottrwania rRNA jest krotszy niz DNA,
co czyni rRNA potencjalnie lepszym wskaznikiem ich
aktywnosci. W rybosomach szybko rosnacych komoérek
znajduje si¢ liczba kopii rRNA, zwykle ponad 1000, co
wystarcza do indukcji sygnalu sw1etlnego po zwiazaniu
wyznakowanej sondy (1). Po $mierci komorki nastgpuje
rozpad rRNA, a jego szybko$¢ zalezy, migdzy innymi,
od koncentracji enzymow — RNAz, a takze od ciaglosci
btony cytoplazmatycznej (22). Komorki
wolno rosnace lub metabolicznie nieaktyw-
ne, zawierajace niewielka liczbg kopii ry-
bosomow, emituja $wiatlo o stabym natgze-

niu. Nowe, czulsze modyfikacje techniki

I wiazanip::zzlc:::?%ozvcia) Sekwencja (5>3) FISH powoduja amplifikacjg sygnatu (TSA-
-FISH znany réwniez jako CARD-FISH)
EUB338  |Bakieryjny 16 rRNA (338-355) GCTGCCTCCCGTAGGAGT stajac sie uzytecznym narzedziem w rekach
NON338 |Niespecyficzne wiazanie ACTCCTACGGGAGGCAGC wspolczesnej mikrobiologii (33). Sondy
Lu2 Leuconostoc sp. (221-242) GATCCATCTCTAGGTGACGCCG %ﬁ%?g%ﬁigtiygoz":&gc%\;gl? rflggio‘é‘;aage
CREMG62 | Lactococcus lactis subsp. cremoris (62-80) | CCAATCTTCATCGCTCAA 44 kDa, ﬂuorescemq 330 kDa) pozwalaja
LAC62 | Lactococcus lactis subsp. factis (62-80) | CCAACCTTCAGCGCTCAA na wizualna oceng stopnia permeabilizacji
sciany komorkowej na zasadzie réznicy
LEUC1026 | Leuconostoc sp. (1026-1043) CACTTTGTCTCCGAAGAG w przenikaniu barwnikéw do wnetrza ko-
Lab158 | Bakterie fermentacii mlekowej GGTATTAGCA(C/T)CTGTTTCCA morki. B B B
LbpV3 Lactobacillus plantarum CCGTCAATACCTGAACAG koggjl(isn\zg}(eagészli)evl;};rfzrﬁvgﬁlgg lz{cnslr?a-(
LAC722 | Bakterie fermentacji mlekowej YCACCGCTACACATGRAGTTCCACT | hybrydyzacje in situ dwoma sondami mole-
Lpland47 | Lactobacillus plantarum (447-465) CTCTCAGATATGTTCTTC kularnymi, sondq LU2 znakowana fluo-
Strcd93 | Lactococcus-Streplococcus (493-512) GTTAGCCGTCCCTTTCTGG resceing oraz Lplan znakowana rodamina,
oznaczajac odpowiednio: Lactobacillus
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plantarum oraz Leuconostoc mesenteroides (7). W ba-
daniach mezofilnych kultur starterowych zaprojektowa-
no trzy nowe sondy oligonukleotydowe pozwalajace na
wizualizacje bakterii Lactococcus lactis subsp. cremoris
—sonda CREMG62, Lactococcus lactis subsp. lactis oraz
Lactococcus lactis subsp. lactis dv. diacetylactis — sonda
LAC62, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
1 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides — son-
da LEUC1026. W Japonii Sakai i wsp. zastosowali tech-
nike¢ FISH do identyfikacji bakterii fermentacji mleko-
wej rozwijajacych si¢ w spontanicznie fermentowanych
odpadach organicznych z gospodarstwa domowego (31).
Zaprojektowano dwie sondy specyficzne dla grup bakte-
rii: pierwsza LAC722(L) — specyficzna dla rodzajow:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc 1 Weisella oraz
druga Lplan477 — specyficzna dla gatunku Lactobacillus
plantarum i pokrewnych np. Lactobacillus pentosus (31).
Sonda LAC722(L) zostala nastgpnie wykorzystana do
monitorowania dynamiki rozwoju mikroflory towarzy-
szacej w procesie fermentacji odpaddéw organicznych,
uzytych jako substrat w produkcji kwasu poli-L-mleko-
wego przez szczep Bacillus coagulans NBRC 12583 (30).

Interesujacym zastosowaniem techniki FISH jest wi-
zualizacja komorek bakterii z uzyciem sondy niespecy-
ficznej EUB338 bezposrednio na mikroskrawkach sera
dojrzewajacego (14, 15). Pozwala ona pozyskaé¢ wiele
istotnych informacji o rozwoju i rozmieszczeniu baterii
w strukturach matrycy zywnosci fermentowane;j o statej
konsystencji.

Instrumentalne techniki fluorescencyjne w potaczeniu
znowoczesnymi fluoroforami, substratami fluorogenicz-
nymi oraz z sondami molekularnymi 16S rRNA wnosza
nieograniczony potencjat analityczny w dziedzinie mi-
krobiologii zywnosci. Wydaje si¢, ze poznanie bioroz-
norodnosci mikroflory serow dojrzewajacych, kiszonek
lub fermentowanych napojow mlecznych, jest tylko kwes-
tia czasu. Techniki molekularne umozliwia rowniez se-
lektywny monitoring przezywania okreslonych szczepow
probiotycznych w produktach mlecznych oraz w prze-
wodzie pokarmowym czlowieka. Pozwola rowniez oce-
ni¢ wplyw poszczegélnych rodzajow bakterii na two-
rzenie charakterystycznego smaku i zapachu zywnosci
fermentowanej. Opracowanie szybkich metod analizy
mikrobiologicznej zywnosci z zastosowaniem fluorescen-
cji znacznie skroci czas i koszty prowadzenia analiz.
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