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Artyku³ przegl¹dowy Review

Techniki fluorescencyjne z powodzeniem stosowane
s¹ w badaniach mikroflory �rodowisk naturalnych. Za-
stosowanie tych technik w badaniach ¿ywno�ci jest
w stadium pocz¹tkowym. Wymaga dopracowania metod
wstêpnego przygotowania próbki polegaj¹cych na elu-
acji komórek z matrycy produktu spo¿ywczego bez in-
gerencji w ich stan fizjologiczny. Badanie prze¿ywania
i stanu fizjologicznego mikroorganizmów stosowanych
w przemy�le spo¿ywczym jest kluczowe z punktu wi-
dzenia szeroko rozumianej kontroli jako�ci.

Prowadzenie procesu produkcji ¿ywno�ci fermento-
wanej sprowadza siê do ci¹g³ego sterowania aktywno�-
ci¹ mikroorganizmów. Narzêdziami s¹ parametry proce-
su, jak: temperatura, czas, ci�nienie, poziom tlenu oraz
aktywno�æ wody. Pozwalaj¹ na namna¿anie kultur star-
terowych, ukierunkowanie ich metabolizmu lub inakty-
wacjê podczas obróbki termicznej. Parametry te deter-
minuj¹ stan fizjologiczny mikroflory oraz jej prze¿ywal-
no�æ na poszczególnych etapach produkcji. Zatem wp³y-
waj¹ na wydajno�æ produkcji, skuteczno�æ utrwalania
termicznego produktu czy jako�æ produktu.

Badania stanu fizjologicznego komórek bakterii
Komórka bakteryjna znajduj¹ca siê w naturalnym �ro-

dowisku zmuszona jest do ci¹g³ej adaptacji do nowych,

zmieniaj¹cych siê warunków bytowania. Istotnym wska�-
nikiem oceny stanu fizjologicznego i aktywno�ci meta-
bolicznej komórki bakterii jest jej b³ona cytoplazmatycz-
na. Stanowi ona naturaln¹ barierê, selektywnie pobiera-
j¹c¹ substraty z otoczenia i wydalaj¹c¹ produkty meta-
bolizmu komórki. Woda, gazy rozpuszczalne w wodzie
jak CO

2
, tlen i cz¹steczki rozpuszczalne w t³uszczach

przenikaj¹ przez b³onê cytoplazmatyczn¹ na drodze dy-
fuzji (transport pasywny). Jony rozpuszczalne w wodzie,
przechodz¹ przez niewielkie pory o �rednicy mniejszej
ni¿ 0,8 nm, natomiast pozosta³e substancje wnikaj¹ do
komórki na drodze transportu aktywnego. W b³onie cy-
toplazmatycznej zlokalizowane s¹ enzymy szlaków ener-
getycznych komórki bakteryjnej. W zachy³kach b³ony �
mezosomach � zachodz¹ reakcje ³añcucha przenoszenia
elektronów, syntezy i hydrolizy ATP. Mezosomy równie¿
pe³ni¹ funkcjê w replikacji DNA nukleoidu i tworzeniu
przegrody podczas podzia³u komórki. Dlatego te¿ zacho-
wanie nieuszkodzonej, spolaryzowanej b³ony cytoplaz-
matycznej umo¿liwiaj¹ce sprawne jej funkcjonowanie jest
nieodzownym warunkiem utrzymania aktywno�ci meta-
bolicznej komórki bakteryjnej (3).

Badania dotycz¹ce zdolno�ci prze¿ywania bakterii
w ró¿nych �rodowiskach pozwoli³y wyodrêbniæ cztery
grupy komórek charakteryzuj¹cych siê odmiennym sta-
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nem fizjologicznym (13). Najbardziej aktywn¹ metabo-
licznie grupê okre�lono jako bakterie ¿ywe � zdolne do
rozwoju na pod³o¿ach laboratoryjnych. Bakterie takie
w okre�lonych warunkach, np. w procesie pasteryzacji
mleka (18), mog¹ przej�æ w tzw. odwracalny stan ana-
biozy, w którym, pozostaj¹c ¿ywymi, nie zdolne s¹ do
wzrostu na pod³o¿ach syntetycznych (VBNC, viable but
non-culturable). Komórki w stanie VBNC charakteryzu-
je bardzo niski poziom aktywno�ci metabolicznej, kar³o-
waciej¹, wykazuj¹ zaburzenia w transporcie b³onowym,
ale po resuscytacji odzyskuj¹ zdolno�æ wzrostu na pod-
³o¿ach hodowlanych (28). Badania mikroflory oligotro-
ficznych i mezotroficznych �rodowisk wodnych wyka-
za³y, ¿e zaledwie oko³o 0,001-0,3% ogó³u tworz¹cych j¹
komórek bakterii wykazuje zdolno�æ wzrostu na pod³o-
¿ach laboratoryjnych (2). Kolejn¹ grupê stanowi¹ bakte-
rie martwe, nie wykazuj¹ce aktywno�ci metabolicznej,
o nieuszkodzonej b³onie cytoplazmatycznej, natomiast
ostatni¹ � komórki martwe po lizie b³ony cytoplazma-
tycznej (3, 21, 25). Wobec przedstawionego podzia³u tra-
dycyjne p³ytkowe metody badania prze¿ywalno�ci bak-
terii nie s¹ wystarczaj¹ce. Ju¿ samo wyznaczenie wyra�-
nej granicy pomiêdzy stanami komórki okre�lanymi jako
�¿ywa� i �martwa� wymaga, obok metod p³ytkowych,
zastosowania nowych, bardzo dok³adnych technik, takich
jak mikroskopia epifluorescencyjna czy cytometria prze-
p³ywowa. Techniki te s¹ u¿ytecznym narzêdziem bada-
nia liczebno�ci i fizjologii populacji bakterii, poniewa¿
pozwalaj¹ oznaczaæ ró¿ne parametry fizyczne i bioche-
miczne, dostarczaj¹ce informacji o ich fizjologicznej he-
terogeniczno�ci (6).

Badania takie wymagaj¹ zastosowania specyficznych
barwników fluorescencyjnych � fluoroforów. S¹ to sub-
stancje selektywnie absorbuj¹ce i emituj¹ce �wiat³o
o okre�lonej d³ugo�ci fali. Po wnikniêciu do komórki bak-
teryjnej wzbudzony barwnik emituje �wiat³o, którego
kolor zale¿y od w³a�ciwo�ci fluoroforu, np. fluoresceina
emituje �wiat³o zielone, rodamina � czerwone; Cy5 �
podczerwone, Cy3 � ¿ó³te, DAPI � niebieskie. Barwniki
fluorescencyjne pozwalaj¹ na wizualizacjê w mikrosko-
pie epifluorescencyjnym komórek bakterii, ich struktur
oraz innych moleku³ pozostaj¹cych w otoczeniu mikro-
organizmu. Oferuj¹ szczególnie szeroki wachlarz zasto-

sowañ w badaniach stanu fizjo-
logicznego komórki, m.in. w ba-
danich potencja³u i ci¹g³o�ci b³o-
ny cytoplazmatycznej. Mo¿na
równie¿ oznaczyæ aktywno�æ en-
zymów wewn¹trzkomórkowych,
pH wewn¹trzkomórkowe oraz li-
czebno�æ komórek poprzez zwi¹-
zanie barwnika z DNA komórki
(3, 21, 25).

Stan fizjologiczny komórki
bakteryjnej zale¿y od aktyw-
no�ci jej enzymów. Stosuj¹c tech-
niki fluorescencyjne mo¿na
oznaczyæ aktywno�æ niektórych
enzymów, wykorzystuj¹c sub-
straty fluorogeniczne, tzw. pre-
fluorofory, które po wnikniêciu
do komórki bakteryjnej pod

wp³ywem dzia³ania enzymów wewn¹trzkomórkowych
przekszta³caj¹ siê w emituj¹ce �wiat³o � fluorofory. Do-
tychczas stosuje siê jedynie badania aktywno�ci enzy-
mów z grupy dehydrogenaz i esteraz w celu okre�lenia
stanu fizjologicznego komórek bakteryjnych.

Aktywno�æ dehydrogenaz oznaczyæ mo¿na na podsta-
wie redukcji soli tetrazolowej przez enzymy ³añcucha
oddechowego zlokalizowane w b³onie cytoplazmatycz-
nej komórki. Bezbarwny prefluorofor � chlorek 5-cyja-
no-2,3-ditotylo tetrazolowy (CTC) podczas przenikania
przez b³onê cytoplazmatyczn¹, ulega przekszta³ceniu
w fluoryzuj¹cy na czerwono formazan jako wynik ak-
tywno�ci kompleksu enzymatycznego. Zdolno�æ reduk-
cji CTC w komórkach jest wiêc kryterium podzia³u bak-
terii na ¿ywe i martwe (9).

Aktywno�æ esteraz oznacza siê na podstawie zdolno-
�ci komórki do akumulacji barwnika fluoresceiny, która
nastêpuje jedynie w komórkach o nienaruszonej b³onie
cytoplazmatycznej oraz wykazuj¹cych aktywno�æ enzy-
matyczn¹ esteraz (10). Dioctan fluoresceiny (FDA) jest
prekursorem � prefluoroforem, który po wnikniêciu do
komórki bakterii zostaje przekszta³cony w wyniku
hydrolizy do fluoroforu � fluoresceiny. Niepo¿¹danym
zjawiskiem jest niekontrolowany wyciek barwnika z ko-
mórki. Stwierdzono, ¿e stosuj¹c pochodn¹ fluoresceiny
(FDA) � dioctan karboksyfluoresceiny (CFDA), mo¿na
uzyskaæ dok³adniejsze wyniki. Zwi¹zek ten w wyniku
reakcji hydrolizy z udzia³em niespecyficznych esteraz
uwalnia karboksyfluoresceinê, która posiada ujemne ³a-
dunki, przez co lepiej utrzymuje siê we wnêtrzu komórki
(19, 24). Precyzja tej metody zale¿y od budowy �ciany
komórkowej, np. u bakterii Gram-ujemnych ogranicza
ona przenikalno�æ makromoleku³ i substancji hydro-
fobowych do wnêtrza komórki. W celu zwiêkszenia
przenikalno�ci dioctanu karboksyfluoresceiny (CFDA)
stosuje siê wstêpn¹ permeabilizacjê b³on biologicznych
roztworem EDTA lub glutaraldehydem (20, 27). Stwier-
dzono, ¿e wyciek karboksyfluoresceiny z komórek bak-
terii Escherichia coli znacznie utrudni³ rozró¿nienie
komórek ¿ywych i martwych, nawet przy zastosowaniu
cytometrii przep³ywowej (20).

Nowoczesn¹ metod¹ oznaczania liczby komórek drob-
noustrojów s¹ instrumentalne techniki fluorescencyjne
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Ryc. 1. Podzia³ komórek bakteryjnych w oparciu o ich aktywno�æ fizjologiczn¹ (13)
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wykorzystuj¹ce barwniki, z których najczê�ciej stosowa-
nym jest fluorofor diamidino-2-fenyloindol (DAPI) (19).
Barwnik ten selektywnie wi¹¿e siê na zasadzie interkala-
cji z parami zasad adenina-tymina DNA komórki bakte-
rii. W mikroskopie epifluorescencyjnym DAPI jest wzbu-
dzany �wiat³em ultrafioletowym, dziêki czemy uzysku-
jemy wizualizacjê genomowego DNA. Niebieska fluores-
cencja barwnika DAPI umo¿liwia jednoczesne zastoso-
wanie innych barwników np. w celu uwidocznienia struk-
tur komórkowych � poniewa¿ ich emisje nie pokrywaj¹
siê (21). Fluorofor DAPI wybarwia komórki o nieuszko-
dzonych b³onach biologicznych, jak równie¿ komórki
z uszkodzonymi b³onami, np. po wstêpnej permeabilizacji.
Przyk³adem innych barwników wi¹¿¹cych siê specyficz-
nie z DNA komórki, zwanych interkalatorami DNA, s¹:
jodek propidyny (IP), bromek etydyny (EB), PO-PRO-3
oraz SYTOX Green. S¹ one powszechnie stosowane do
badania spójno�ci b³ony cytoplazmatycznej bakterii, po-
niewa¿ przenikaj¹ jedynie przez uszkodzone b³ony bio-
logiczne komórek (9).

Na podstawie zaobserwowanych ró¿nic w przenikal-
no�ci fluoroforów przez b³ony o zró¿nicowanej struktu-
rze (uszkodzonej lub nieuszkodzonej) opracowano tech-
nikê szybkiego oznaczania komórek ¿ywych i martwych.
W tym celu stosuje siê zestaw barwników fluorescencyj-
nych SYTO®9 i IP znanych pod nazw¹ LIVE/DEAD®

BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecular Probes Inc).
Ró¿nica zabarwienia komórek martwych i ¿ywych jest
nastêpstwem uszkodzenia struktury ich b³ony cytoplazma-
tycznej. Zielony fluorochrom SYTO®9 o niskiej masie
cz¹steczkowej (~ 10 Da) mo¿e z powodzeniem penetro-
waæ przez nieuszkodzon¹ b³onê cytoplazmatyczn¹ ko-
mórki, podczas gdy czerwony fluorochrom IP o wy¿szej
masie cz¹steczkowej (668 Da) przenika jedynie przez
uszkodzenia w ci¹g³o�ci b³ony (19, 26). Badania porów-
nawcze zdolno�ci prze¿ywania bakterii z wykorzystaniem
innych zestawów barwników fluorescencyjnych, np.
CTC/DAPI, CTC/SYTO®9 (8), FDA/EB, FDA/IP,
CFDA/IP (13, 24) potwierdzi³y wysok¹ efektywno�æ
barwienia zestawem komercyjnym LIVE/DEAD® Bac-
LightTM.

Zastosowanie techniki LIVE/DEAD® BacLightTM po-
zwala na szybk¹ ocenê stanu fizjologicznego komórek
bakteryjnych wyeluowanych np. z: serów dojrzewaj¹-
cych, mleka i fermentowanych produktów mleczarskich
(10, 17, 22, 26). Technika ta znalaz³a zastosowanie
w badaniu jako�ci probiotycznych produktów niemlecz-
nych i farmaceutycznych oraz w oznaczaniu liczby ¿y-
wych komórek ró¿nych gatunków pa³eczek rodzaju Lac-
tobacillus: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plan-
tarum i Lactobacillus reuteri (24). Barwniki LIVE/
DEAD® BacLightTM wykorzystano do badania prze¿y-
walno�ci bakterii fermentacji octowej na ró¿nych etapach
produkcji octu (4) oraz do oznaczenia liczby bakterii prze-
chodz¹cych w stan VBNC w mleku po procesie pastery-
zacji (18).

Lahtinen i wsp. (22) porównali wyniki oznaczania licz-
by probiotycznych bakterii z rodzaju Bifidobacterium
w ¿ywno�ci uzyskane klasyczn¹ metod¹ p³ytkow¹ do uzy-
skanych metodami cytologicznymi, tj.: LIVE/DEAD®

BacLightTM, FISH oraz real-time PCR. Wyniki sugeruj¹,

¿e real-time PCR oraz FISH mog¹ z powodzeniem byæ
stosowane do oznaczania ogólnej liczby mikroorganiz-
mów. Zastrze¿enia budzi nie do�æ precyzyjna ocena tymi
metodami komórek ¿ywych i martwych. Przypuszcza siê,
¿e martwe komórki mog¹ zawieraæ resztkowe ilo�ci
rRNA, wystarczaj¹ce jednak do ich wizualizacji po zwi¹-
zaniu ze znakowan¹ sond¹ molekularn¹. Szybsz¹ i nie-
w¹tpliwie lepsz¹ metod¹ badania prze¿ywania bakterii
okaza³o siê barwienie LIVE/DEAD® BacLightTM, wyko-
rzystuj¹ce ocenê stanu b³ony cytoplazmatycznej. Stwier-
dzono, ¿e liczba komórek okre�lona t¹ technik¹ jest
o 0,7 log wiêksza w porównaniu do wyników uzyska-
nych metod¹ p³ytkow¹, co sugeruje, ¿e czê�æ komórek
w populacji utraci³a zdolno�æ wzrostu na pod³o¿ach syn-
tetycznych. Podobne relacje obserwowano równie¿ ba-
daj¹c prze¿ywanie bakterii z rodzaju Lactobacillus, Strep-
tococcus oraz Bifidobacterium w przechowywanych fer-
mentowanych napojach mlecznych (26). Opracowano
równie¿ szybk¹ metodê badania zdolno�ci prze¿ywania
komórek bakterii Staphylococcus aureus, Escherichia coli
i Pseudomonas fluorescens w mleku UHT z zastosowa-
niem barwienia SYTO®9/IP oraz CTC/OXN (bis-(1,3-
-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol) (18). Zestaw
barwników CTC/OXN umo¿liwi³ rozró¿nienie w hodowli
bakterii Pseudomonas fluorescens dwóch subpopulacji,
charakteryzuj¹cych siê odmiennym potencja³em b³ony cy-
toplazmatycznej.

Barwienie z zastosowaniem LIVE/DEAD® BacLightTM

mo¿e staæ siê nieocenionym narzêdziem w badaniach
wp³ywu niektórych czynników na zdolno�æ rozwoju ko-
mórek bakterii w ró¿nych �rodowiskach. T¹ technik¹
mo¿na oceniæ zdolno�æ prze¿ycia bakterii w warunkach
przewodu pokarmowego, jak równie¿ w produktach spo-
¿ywczych.
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Tab. 1. Charakterystyka wybranych barwników fluorescen-
cyjnych omówionych w tek�cie (19, 21)
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Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(FISH, fluorescence in situ hybridization)

W pi�miennictwie istnieje dotychczas ograniczona licz-
ba informacji na temat zastosowania techniki FISH do
badañ ¿ywno�ci (7, 14, 15, 29), podczas gdy znajduje
ona szerokie zastosowanie w mikrobiologii �rodowiska,
histopatologii, histoimmunologii, cytogenetyce. Pierwot-
nie zosta³a ona rozwiniêta do identyfikacji i oznaczania
liczby komórek bakteryjnych w �rodowiskach ekosyste-
mów wodnych (32), osadach, ryzosferze i glebie. W prze-
ciwieñstwie do metod barwienia fluorescencyjnego po-
zwala na okre�lenie bioró¿norodno�ci mikroflory w wy-
branych niszach ekologicznych (33).

Technika FISH polega na hybrydyzacji sekwencji
rRNA unieruchomionych komórek sond¹ oligonukleoty-
dow¹ 16S rRNA znakowan¹ fluorescencyjnie. Sondy mo-
lekularne specyficznie wi¹¿¹ siê z rRNA w rybosomach
komórek docelowych, identyfikuj¹c je na ró¿nych pozio-

mach taksonomicznych.
Celem sondy jest ryboso-
malny rRNA, poniewa¿
jego zawarto�æ w komór-
ce jest nieporównywalnie
wiêksza ni¿ w z genach
rRNA zlokalizowanych
w chromosomie bakteryj-
nym, co czyni tê technikê
bardziej czu³¹. Ze wzglê-
du na zakres specyficz-
no�ci sondy wyró¿nia siê
sondy: uniwersalne, np.
EUB338, specyficzne dla
domeny Bacteria z wyj¹t-
kiem rzêdu Planctomyce-
tales, nonsensowne, np.
NON388 do wykrywania
niespecyficznego wi¹zania
sondy oraz sondy specy-

ficzne, np. dla wybranych klas mikroorganizmów (32).
W wielu o�rodkach naukowych prowadzone s¹ równie¿
ci¹g³e poszukiwania nowych sond oligonukleotydowych
i sprawdzanie ich specyficzno�ci wzglêdem okre�lonych
rodzajów, a nawet gatunków bakterii, w tym równie¿ bak-
terii fermentacji mlekowej (7, 16, 23). Technika FISH
mo¿e byæ stosowana do badania stanu fizjologicznego
komórek, oznaczania liczby oraz identyfikacji bakterii.

Metod¹ FISH z zastosowaniem fluorescencyjnie zna-
kowanych sond oligonukleotydowych 16S rRNA ozna-
cza siê liczbê tylko fizjologicznie aktywnych komórek,
poniewa¿ okres pó³trwania rRNA jest krótszy ni¿ DNA,
co czyni rRNA potencjalnie lepszym wska�nikiem ich
aktywno�ci. W rybosomach szybko rosn¹cych komórek
znajduje siê liczba kopii rRNA, zwykle ponad 1000, co
wystarcza do indukcji sygna³u �wietlnego po zwi¹zaniu
wyznakowanej sondy (1). Po �mierci komórki nastêpuje
rozpad rRNA, a jego szybko�æ zale¿y, miêdzy innymi,
od koncentracji enzymów � RNAz, a tak¿e od ci¹g³o�ci

b³ony cytoplazmatycznej (22). Komórki
wolno rosn¹ce lub metabolicznie nieaktyw-
ne, zawieraj¹ce niewielk¹ liczbê kopii ry-
bosomów, emituj¹ �wiat³o o s³abym natê¿e-
niu. Nowe, czulsze modyfikacje techniki
FISH powoduj¹ amplifikacjê sygna³u (TSA-
-FISH znany równie¿ jako CARD-FISH)
staj¹c siê u¿ytecznym narzêdziem w rêkach
wspó³czesnej mikrobiologii (33). Sondy
oligonukleotydowe 16S rRNA znakowane
fluoroforami o zró¿nicowanej masie cz¹s-
teczkowej (np. peroksydaz¹ chrzanow¹ �
44 kDa, fluorescein¹ � 330 kDa) pozwalaj¹
na wizualn¹ ocenê stopnia permeabilizacji
�ciany komórkowej na zasadzie ró¿nicy
w przenikaniu barwników do wnêtrza ko-
mórki.

Do identyfikacji bakterii fermentacji mle-
kowej w winie zastosowano równoczesn¹
hybrydyzacjê in situ dwoma sondami mole-
kularnymi, sond¹ LU2 znakowan¹ fluo-
rescein¹ oraz Lplan znakowan¹ rodamin¹,
oznaczaj¹c odpowiednio: Lactobacillus

Tab. 2. Zestawienie sond oligonukletydowych specyficznych dla bakterii fer-
mentacji mlekowej stosowanych w technice FISH z uwzglêdnieniem sondy
uniwersalnej i niespecyficznej (6, 7, 16, 23)

adnoS /æ�onzcifycepS
)ajcyzop(ewolecodeinaz¹iw 5(ajcnewkeS �® )'3

833BUE )553-833(ANRrS61ynjyretkaB TGAGGATGCCCTCCGTCG

833NON einaz¹iwenzcifycepseiN CGACGGAGGGCATCCTCA

2UL .pscotsonocueL )242-122( GCCGCAGTGGATCTCTACCTAG

nalpL muratnalpsullicabotcaL )58-66( GCTTGAGGACCATAACTAACC

26MERC sitcalsuccocotcaL .psbus siromerc )08-26( AACTCGCTACTTCTAACC

26CAL sitcalsuccocotcaL .psbus sitcal )08-26( AACTCGCGACTTCCAACC

6201CUEL .pscotsonocueL )3401-6201( GAGAAGCCTCTGTTTCAC

851baL jewokelmijcatnemrefeiretkaB ACCTTTGTC)T/C(ACGATTATGG

3VpbL muratnalpsullicabotcaL GACAAGTCCATAACTGCC

227CAL jewokelmijcatnemrefeiretkaB TCACCTTGARGTACACATCGCCACY

744nalpL muratnalpsullicabotcaL )564-744( CTTCTTGTATAGACTCTC

394crtS succocotpertS-succocotcaL )215-394( GGTCTTTCCCTGCCGATTG

Ryc. 2. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego preparatu przygotowanego technik¹ FISH z za-
stosowaniem sondy oligonukleotydowej 16S rRNA S-D-Bact-0338-a-A-18. (A) na powierzchni
mikroskrawków sera Silton, strza³ka wskazuje pa³eczki, 5 Am; (B) w zawiesinie bakteryjnej
z sera Silton w PBS, 3 Am (15)
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plantarum oraz Leuconostoc mesenteroides (7). W ba-
daniach mezofilnych kultur starterowych zaprojektowa-
no trzy nowe sondy oligonukleotydowe pozwalaj¹ce na
wizualizacjê bakterii Lactococcus lactis subsp. cremoris
� sond¹ CREM62, Lactococcus lactis subsp. lactis oraz
Lactococcus lactis subsp. lactis dv. diacetylactis � sond¹
LAC62, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
i Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides � son-
d¹ LEUC1026. W Japonii Sakai i wsp. zastosowali tech-
nikê FISH do identyfikacji bakterii fermentacji mleko-
wej rozwijaj¹cych siê w spontanicznie fermentowanych
odpadach organicznych z gospodarstwa domowego (31).
Zaprojektowano dwie sondy specyficzne dla grup bakte-
rii: pierwsza LAC722(L) � specyficzna dla rodzajów:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i Weisella oraz
druga Lplan477 � specyficzna dla gatunku Lactobacillus
plantarum i pokrewnych np. Lactobacillus pentosus (31).
Sonda LAC722(L) zosta³a nastêpnie wykorzystana do
monitorowania dynamiki rozwoju mikroflory towarzy-
sz¹cej w procesie fermentacji odpadów organicznych,
u¿ytych jako substrat w produkcji kwasu poli-L-mleko-
wego przez szczep Bacillus coagulans NBRC 12583 (30).

Interesuj¹cym zastosowaniem techniki FISH jest wi-
zualizacja komórek bakterii z u¿yciem sondy niespecy-
ficznej EUB338 bezpo�rednio na mikroskrawkach sera
dojrzewaj¹cego (14, 15). Pozwala ona pozyskaæ wiele
istotnych informacji o rozwoju i rozmieszczeniu baterii
w strukturach matrycy ¿ywno�ci fermentowanej o sta³ej
konsystencji.

Instrumentalne techniki fluorescencyjne w po³¹czeniu
z nowoczesnymi fluoroforami, substratami fluorogenicz-
nymi oraz z sondami molekularnymi 16S rRNA wnosz¹
nieograniczony potencja³ analityczny w dziedzinie mi-
krobiologii ¿ywno�ci. Wydaje siê, ¿e poznanie bioró¿-
norodno�ci mikroflory serów dojrzewaj¹cych, kiszonek
lub fermentowanych napojów mlecznych, jest tylko kwes-
ti¹ czasu. Techniki molekularne umo¿liwi¹ równie¿ se-
lektywny monitoring prze¿ywania okre�lonych szczepów
probiotycznych w produktach mlecznych oraz w prze-
wodzie pokarmowym cz³owieka. Pozwol¹ równie¿ oce-
niæ wp³yw poszczególnych rodzajów bakterii na two-
rzenie charakterystycznego smaku i zapachu ¿ywno�ci
fermentowanej. Opracowanie szybkich metod analizy
mikrobiologicznej ¿ywno�ci z zastosowaniem fluorescen-
cji znacznie skróci czas i koszty prowadzenia analiz.
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