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Study of the nonculturable state of lactic acid bacteria cells under adverse growth conditions

Summary

The reason for undertaking the research concerning the physiological state of lactic acid bacteria is closely
associated with applications of these microorganisms in the food industry. An increased demand referring to
microbiological analysis has been affected by the intensification of research assessing the physiological state of
microorganisms in unfavorable for them conditions. In technological processes as well as in natural habitats
microorganisms can encounter a variety of adverse conditions, arising from the influence of physical and
chemical factors such as extremes in temperature, pH or presence of bacteriostatic agents. Therefore, the
determination of the viability of bacteria may be challenging due to difficulties in the selection of suitable
enumeration methods. The use of conventional methods that rely on the replication and colony formation
on growth media is hindered by the decreased reproductive capacity of cells under detrimental conditions.
As a result, alternative techniques which do not focus on cell proliferation, but on the metabolic activity or
cell structure integrity are being favored. Approaches performing direct detection of different physiological
parameters of microbes are connected with the application of modern fluorescence techniques, and in
consequence with progress in microbiological research.
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Bakterie fermentacji mlekowej (Lactic Acid Bacteria
— LAB) znajduja szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym. Ze wzgledu na to, iz naturalnym $rodo-
wiskiem wystgpowania bakterii fermentacji mlekowe;j
jest mleko, ro$liny, a takze uktad pokarmowy 1 btony
sluzowe cztowieka 1 zwierzat, juz od czasdéw starozyt-
nych byly powigzane z procesami fermentacji zywnos-
ci, gldownie w celu jej utrwalenia. W Polsce duze zna-
czenie odgrywa proces fermentacji mleka, kapusty,
ogorkow oraz satatek i1 sokéw warzywnych. Bakterie
te stosowane sa rowniez w produkcji kiszonek paszo-
wych. Gtéwna funkcja LAB jest zwigkszanie warto$-
ci odzywczej, strawnos$ci oraz przyswajalnos$ci sktad-
nikdw mineralnych fermentowanej zywnosci. W miarg
rozwoju techniki 1 wiedzy sa one stosowane rowniez
przy produkcji fermentowanej zywnosci 0 znaczeniu
probiotycznym oraz w przygotowaniu preparatow far-
maceutycznych. Nadanie produktom, obok wlasciwos-
ci odzywczych, takze terapeutycznych 1 profilaktycz-
nych, wiaze sig ze specyficznymi cechami, jakimi po-
winny charakteryzowac si¢ szczepy bakterii fermen-
tacji mlekowej. Wazna technologiczna cecha selekcjo-
nujaca jest odporno$¢ LAB na niesprzyjajace warun-

ki. Zaréwno procesy przemystowe, jak 1 srodowisko
przewodu pokarmowego stwarzaja niekorzystne wa-
runki do rozwoju tych drobnoustrojéw. Na bakterie
fermentacji mlekowej oddzialywuja zmieniajace si¢
czynniki fizyczne 1 chemiczne, do ktorych mozna za-
liczy¢ np. temperaturg, pH Srodowiska, obecnos¢ sub-
stancji bakteriostatycznych (9-11, 22). Biorac powyz-
sze pod uwagg, zastosowanie fluorescencyjnych tech-
nik umozliwia prowadzenie precyzyjnych badan, a tym
samym doktadne okre$lenie stanu fizjologicznego
1 przezywania komorek bakteryjnych, opierajace si¢ na
detekcji roznych wyznacznikow ich aktywnosci (8, 19,
23). Zainteresowanie technikami ﬂuorescencyjnyml
skupia si¢ wokot nadrzednego celu, jakim jest dosko-
nalenie metod analizy ilo§ciowej réznego rodzaju pro-
duktow. Stosowana szeroko w oznaczeniach liczeb-
nosci komorek bakterii konwencjonalna metoda ptyt-
kowa opiera si¢ na zdolno$ci komorek do namnazania
1 tworzenia kolonii na podtozu stalym. Metody fluo-
rescencyjne, w zaleznosci od zastosowanej techniki
znakowania, umozliwiaja oceng przezywalnosm bak-
terii na podstawie innych cech niz rozmnazanie, i, co
si¢ z tym wiaze, na wyodrgbnienie wigcej niz dW(')ch
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stanéw fizjologicznych komorek
w populacji. Komorki zywe, aktyw-
ne metabolicznie, moga straci¢ zdol-
nos$¢ do wzrostu na podtozach hodow-
lanych 1 ten stan uspienia czgsci po-
pulacji moze wystgpowac zwlaszcza
wtedy, gdy komorki poddawane sa
dziataniu czynnikow niekorzystnych
(20, 32). Zastosowanie technik fluo-
rescencyjnych w poznawaniu fizjo-
logii drobnoustrojéw staje si¢ wobec
powyzszego niezbednym narzedziem
w analizie mikrobiologicznej, dzigki
ktorym mozliwe jest §ledzenie sub-
telnych zmian w dynamice namnaza-
nia i obumierania drobnoustrojéw na
poziomie pojedynczych komorek (19,
32).

Na istnienie komoérek w stadium
VBNC (viable but non-culturable) lub
ABNC (active but non-culturable),
czyli przechodzenia bakterii w nie-
korzystnych warunkach bytowania
w stan uspienia, wskazali po raz
pierwszy Roszak 1 wsp. w 1984 r.
(29). Termin VBNC opisuje komorki w ,,niezadowa-
lajacym” stanie fizjologicznym, co oznacza, ze komor-
ki sa zywe, ale nie dziela si¢, w wyniku czego nie
wykazuja zdolno$ci do wzrostu i tworzenia kolonii na
podtozach hodowlanych (19, 27). Ocena stanu fizjo-
logicznego okreslonej mikroflory staje si¢ wyzwaniem
w momencie, gdy dochodzi do zahamowania proce-
sOw rozmnazania pod dziataniem réznorakich streso-
roéw, takich jak: temperatura, zmiana ci$nienia osmo-
tycznego, natlenianie, obnizone pH, obecnosc¢ soli z6t-
ciowych, niedobor sktadnikéw odzywczych (4, 5, 11,
16). Stwierdza sig, ze komorki w stadium VBNC wy-
kazuja fizjologiczne oznaki zycia i pewna aktywnos¢
metaboliczng, w zwiazku z czym metody identyfika-
cji w stanie VBNC powinny opiera¢ si¢ na detekcji
réznych oznak aktywnosci lub integralno$ci struktur
komorkowych (19). W ostatnich dwoch dekadach no-
towane jest wzrastajace zapotrzebowanie na rozwoj
bezposrednich metod in situ, oceniajacych stan fizjo-
logiczny populacji drobnoustrojéw w czasie rzeczy-
wistym i pod wzgledem innych cech niz zdolno$¢ do
podziatow komorkowych (18, 22, 25). Kombinacja
technik opierajacych si¢ na roznych podejsciach do
oceny stanu fizjologicznego komorek staje si¢ wtedy
niewatpliwie cennym narz¢dziem w weryfikacji nie-
doszacowania jednej techniki wzgledem drugiej. Li-
czebnosci komorek bakteryjnych szacowane r6znymi
metodami analizy ilo$ciowej moga by¢ ze soba po-
réwnywane, w celu oceny ich przydatnosci w bada-
niach statusu fizjologicznego mikroflory produktow.
Roéznica migdzy liczba komorek, jaka mozna wykry¢
np. bezposrednia metoda in situ a tradycyjna metoda
hodowlang moze by¢ kontrolowana i analizowana, jed-
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Ryc. 1. Obrazy preparatéw mikroskopowych komérek bakterii fermentacji mle-
kowej z mikroskopu epifluorescencyjnego wykonane 4 technikami fluorescencyj-
nymi. (A) paleczki Lactobacillus sp. barwione przy uzyciu testu LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit; (B) paleczki Lactobacillus plantarum barwione
zestawem fluorochromow CFDA/PI; (C) paciorkowce Lactococcus sp. barwione
fluorochromem DAPI; (D) paleczki Lactobacillus plantarum po fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ z zastosowaniem sondy 16S rRNA Lplan (17) znakowanej
CY3 (zdjecia wlasne).

nak wyznaczenie granicy migdzy komoérkami zywy-
mi, hodowalnymi a niehodowalnymi oraz obumarty-
mi jest zagadnieniem trudnym i wymaga gromadzenia
precyzyjnych Wymkow analizy. W tego rodzaju bada-
niach wymagane sa zardwno konwencjonalne metody
ptytkowe, ale i precyzyjne metody bezposredniego zli-
czania komorek, do ktorych naleza techniki fluorescen-
cyjne (20, 23). Liczebno$¢ komorek szacowana meto-
dami fluorescencyjnymi moze by¢ oceniana np. przez:
integralno$¢ membran komorkowych, aktywnos¢ enzy-
matyczng, oddychanie, potencjat membranowy, we-
wnatrzkomorkowe pH. Wazne sa wszystkie te wlasci-
woscl, ktore pozwalaja stwierdzi¢ zachowywanie funk-
cji zyciowych komorki (5, 6, 8).

Wspotczesne metody analizy mikrobiologicznej
wykorzystujace znaczniki fluorescencyjne

W zalezno$ci od wybranej metody znakowania fluo-
rescencyjnego komorek wyrdzniamy rozmaite grupy
fluorochromow. Jedna z grup barwnikéw fluorescen-
cyjnych sa fluorochromy kationowe (np. rodamina 123)
oraz anionowe (np. DiBAC,(3) — BOX), ktérych wa-
runkiem pojawienia si¢ sygnatu jest zachowywanie
przez komorke potencjatu elektrochemicznego mem-
brany. Jako ze systemy warunkujace zachowywanie
potencjatu odgrywaja istotna rolg¢ w tak waznych pro-
cesach metabolicznych, jak: synteza ATP, aktywny
transport, regulacja wewnatrzkomorkowego pH,
potencjal elektrochemiczny btony staje si¢ trafnym
celem w okreslaniu utrzymywania przez komorke ak-
tywnosci (8). Innym rozwiazaniem jest zastosowanie
prefluorochromoéw bioracych udziat w detekeji aktyw-
nosci enzymatycznej. Dobrym przyktadem sa substan-
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cje, ktore w formie utlenionej nie fluoryzuja, natomiast
po zredukowaniu przez okreslone enzymy przeksztat-
cone sa we fluoryzujace zwiazki. Takim prefluorochro-
mem jest zwigzek tetrazolowy CTC (5 cyano-2,3-di-
totyl tetrazolium chloride), redukowany pod wptywem
dehydrogenaz do barwnych formazanow (CTF), ktore
precypituja wewnatrz komorki (6). Wigksze zainte-
resowanie w okreslaniu aktywnosci enzymatycznej
budza prefluorochromy do identyfikacji aktywnosci
esterolitycznej. Substrat prefluorochromowy dyfunduje
przez membrang i jest rozszczepiany przez niespecy-
ficzna esteraze, ktora uwalnia fluoryzujacy produkt
zachowywany we wngtrzu komorek ze sprawng btona
komoérkowa. W tego rodzaju reakcjach biora udziat:
dwuoctan fluoresceiny i jego pochodne, jako substra-
ty oraz fluoresceina i jej pochodne, jako fluoryzujace
produkty. Jak si¢ ocenia, pochodne fluorochroméw
daja lepszy sygnat fluoryzujacy. Dotyczy to np. dwu-
octanu karboksyfluoresceiny (carboxyfluorescein di-
acetate — CFDA) przeksztatcanego do karboksyfluores-
ceiny (carboxyfluorescein — CF), ktora jako zwiazek
hydrofilowy zatrzymywana jest bardziej skutecznie
w cytozolu komorki niz jej odpowiednik — fluoresce-
ina (25).

Inng grupa barwnikéw sa fluorochromy interkalu-
jace z DNA. Zaliczamy tutaj DAPI (4,6-diamidino-2-
-phenyl-indol) wykorzystywany do oznaczania catko-
witej liczby bakterii, wiazacy si¢ z dsDNA. Rejestro-
wanie sygnatu fluoryzujacego jest wynikiem specyficz-
nego laczenia si¢ DAPI z nieuszkodzonym nukleoidem
komorek, ale takze niespecyficznego wiazania z inny-
mi strukturami, co sprawia, ze wszystkie wyznakowa-
ne komorki w prébie to zaréwno komorki aktywne,
jak tez martwe oraz tzw. ,,ghost cells” (6, 18). Kolejna
metoda jest oznaczanie udziatu komoérek zywych
1 martwych ré6znicowanych na zasadzie penetrowania
okreslonego barwnika nukleinowego przez sprawna
oraz uszkodzona btong komorkowa (15). Test Live/
Dead BacLight Bacterial Viability Kit zawiera zestaw
dwoch fluorochroméw: SYTO9 oraz jodku propidyny
(propidium iodide — PI), ktore pozwalaja na wyznako-
wanie komorek pod wzglgdem integralno$ci membra-
ny. SYTO9 jest fluorochromem o zdolnosci penetracji
przez zardwno zintegrowana, jak i uszkodzona blong,
natomiast jodek propidyny moze przedostawac sig tyl-
ko przez zniszczong membrang i w ten sposob otrzy-
muje si¢ kompresowany obraz ukazujacy komorki
zywe 1 martwe (3). Alternatywnie, dobrym indykato-
rem komorek martwych w populacji moze by¢ inny
barwnik nukleinowy, okre$lany skrotem TOTO-1,
o pelnej nazwie: 1-(4,4,7,7-tetramethyl-4,7-diazaun-
decamethylene)-bis-4-[3-methyl-2,3dihydro(benzo-
-1,3-oxazole)-2-methylidene]-1-(3-trimethylammo-
niumpropyl)-pyridinium tetraiodide. Zastosowanie
tego barwnika jest czgsciej preferowane od PI, szcze-
gblnie w potaczeniu z cytometria przeplywowa, ze
wzgledu na bard21eJ 0dp0w1edme parametry widma
wzbudzania i emisji oraz jego mas¢ molekularna (10).
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Obiecujaca metoda badania stanu fizjologicznego
drobnoustrojow jest technika fluorescencyjnej hybry-
dyzacji in situ (fluorescence in situ hybridisation —
FISH) polegajaca na hybrydyzacji sekwencji rRNA
komorek sonda oligonukleotydowa znakowana fluo-
rescencyjnie do identyfikacji 1 oznaczania ilo§ciowego
komorek bakteryjnych. Dobdr sond oligonukleotydo-
wych 16S/23S rRNA na poziomie rodzajow, a nawet
gatunkow bakterii czyni technike FISH wysoce spe-
cyficzna i precyzyjna wzgledem ocenianej populacji
drobnoustrojéw (1, 14, 23, 30, 31). Technika FISH
opiera si¢ na detekcji rRNA komorek. Do czynnikoéw
wpltywajacych na pozytywny sygnat wizualizacji
w technice FISH zalicza sig: liczbg docelowych czas-
teczek rRNA obecnych w komérce, dostgpnosé sondy
dla rRNA, intensywno$¢ fluorescencji hybrydyzowa-
nej sondy. Przydatno$¢ techniki FISH w ocenie prze-
zywalnosci zalezy od rozpadu rRNA po $mierci ko-
morek. Rozpad rRNA zalezy natomiast od poziomu
RNazy w 1 w otoczeniu komorki oraz od integralno$ci
membran komorkowych 1 stopnia ich permeabilizacji.
Mimo ztozonosci proceséw warunkujacych wiarygod-
na oceng utrzymywania funkcji zycmwych przez ko-
morki technika FISH, celowos$¢ jej uzycia Jest bardziej
uzasadniona w poréwnaniu z technikami opierajacy-
mi si¢ na detekcji DNA np. real-time PCR, ze wzgle-
du na kroétszy potokres rozpadu rRNA niz DNA (20).

Badania stanu fizjologicznego i przezywalnosci
komarek bakterii fermentacji mlekowej
z zastosowaniem technik fluorescencyjnych

Wyniki badah wskazuja, Ze stan uspienia czgsci po-
pulacji moze wystgpowac wsrdd mikroflory poddawa-
nej dziataniu czynnikow stresowych, mikroflory pro-
duktow probiotycznych, szczepionek starterowych oraz
dhlugoterminowo przechowywanych produktéw (9-11,
15, 20, 21, 28, 32). Idac w tym kierunku, Bunthof
i1 Abee (9) zajmowali si¢ ustaleniem przydatnos$ci barw-
nikow fluorescencyjnych, a doktadniej takich fluoro-
chromoéw, jak: CFDA oraz TOTO-1 do szybkiego ozna-
czania udziatu komorek zywych i martwych kultur star-
terowych do produkcji serow w zakwasie macierzy-
stym i1 roboczym oraz wchodzacych w sktad produk-
tow probiotycznych. Stwierdzono, ze liczba komorek
oznaczona barwieniem CF nie koreluje z liczba bak-
terii uzyskana metoda ptytkowa i jest od niej wyzsza.
Badacze okreslaja uspiony stan fizjologiczny popula-
cji jako subletalny, co mozna rozumie¢ jako utrate
zdolnos$ci do podziatéw, lecz przy zachowaniu zinteg-
rowanej blony komorkowej i aktywnos$ci metabolicz-
nej. Tego rodzaju spostrzezenia zgadzaja si¢ takze z in-
nymi doniesieniami. Gatti 1 wsp. (15), badajac rdzne
szczepy bakterii fermentacji mlekowej wchodzace
w sktad szczepionek mleczarskich, oznaczali ich li-
czebnosci 1 okreslili wigksza liczbg zywych komorek,
stosujac zestaw fluorochroméw LIVE/DEAD BacLight
niz konwencjonalna metoda ptytkowa. Moreno 1 wsp.
(24) badali przezywalnos¢ bakterii fermentacji mle-
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kowej, w tym szczepdw probiotycznych, w wybranych
produktach mleczarskich. Wykazano okoto 10 razy
mniejsza liczebno$¢ drobnoustroj()w wykorzystujac
posiewy plytkowe niz metoda mikroskopowa z za-
stosowaniem barwnikéw SYTO9 — jodek propidyny.

Auty 1 wsp. (2) rowniez prezentuja wyniki $wiadcza-
ce o mniejszej liczebnosci komorek pateczek probio-
tycznych oznaczanej metoda plytkowa wzgledem bez-
posredniej metody in sifu. Collado 1 wsp. (13) stwier-
dzaja, ze liczba LAB z rodzaju Bifidobacterium pod-
danych dziataniu soku zotadkowego, oznaczona me-
toda hodowlana, zawsze byta mniejsza od liczebnosci
oznaczonej SYTO9-PI. W innych pracach Bunthof
1 wsp., zastosowali zestawy barwnikéw CF/PI (11),
a takze CF/TOTO-1 w polaczeniu z cytometrig prze-
ptywowa (10) do okre$lania udzialu komorek zywych
1 martwych w hodowlach licznych szczepow bakterii
fermentacji mlekowe;. Metody te pozwalaly na szyb-
kie badanie fizjologii i przezywania komoérek na pod-
stawie r6znic w liczebnosci populacji przed 1 po dzia-
taniu niekorzystnych czynnikow: wysokiej tempera-
tury, soli zotciowych lub kwasow. Papadimitriou i wsp.

(26) na podstawie zastosowania cytometrii przeptywo-
wej potaczonej z fluorescencyjnym znakowaniem ko-
moérek CFDA/PI w hodowli LAB z rodzaju Strepto-
coccus, poddanej dziataniu niskiego pH, wyodrebnili
trzy grupy komorek charakteryzujacych si¢ odmien-
nym stanem fizjologicznym: zywe, martwe oraz tzw.
,»uszkodzone”, ktore zdefiniowano jako niehodowal-
ne z zachowang aktywno$cia metaboliczna. Laniew-
ska-Trokenheim 1 wsp. (22) wykazali r6znice pomig-
dzy liczbami komorek potencjalnie probiotycznych
szczepOw Lactobacillus acidophilus, oznaczanymi
prefluorochromem CFDA oraz metoda ptytkowa pod-
czas dlugotrwalej hodowli na mleku. Zwrdcono uwa-
g¢ na powigkszanie sig réznicy migdzy tymi oznacze-
niami wraz z czasem prowadzenia hodowli, sugerujac
stan uspienia, czyli utrat¢ przez komorki zdolnosci do
podziatow, przy wykazywaniu aktywnoS$ci esteraz
wewnatrzkomorkowych w pdznej fazie stacjonarnej
rozwoju populacji. Warminska-Radyko 1 wsp. (32),
badajac wzrost populacji szczepéw z rodzaju Lacto-
coccus sp. w mleku z zastosowaniem testu LIVE/
DEAD, na podstawie rozbieznosci w poroéwnaniu
z oznaczeniami otrzymanymi metoda plytkowa, wnio-
skuja, ze komorki moga przechodzi¢ w tzw. stan nie-
hodowalnosci, ktory jest uzalezniony indywidualnie
od szczepu, czasu prowadzenia hodowli oraz nieko-
rzystnych warunkow, ktérych dziataniu poddawane sa
badane populacje paciorkowcow.

Mozliwos¢ zastosowania techniki FISH w badaniach
zywnosci budzi duze nadzieje w ocenie stanu fizjolo-
gicznego bakterii fermentacji mlekowej. Sondy oligo-
nukleotydowe rRNA dla bakterii fermentacji mleko-
wej moga by¢ wykorzystywane zaréwno do ich iden-
tyfikacji, §ledzenia zmian liczebnos$ci populacji pod-
czas procesOw fermentacyjnych oraz detekcji LAB
powodujacych wady produktow, np. wina (7). W za-
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leznosci od wymaganego poziomu detekcji (rodzaj,
gatunek) rézne regiony genomu moga by¢ brane pod
uwagg jako potencjalny cel hybrydyzacji. Sekwencja
16S oraz 23S rRNA zawiera zard6wno konserwatywne
regiony powszechne dla wszystkich eubacteria, jak
1 wysoce zmienne, specyficzne dla okreslonego gatun-
ku. Trudnoscia w aplikacji techniki FISH na poziomie
gatunkowym moze by¢ dobdr odpowiednich sond,
gdyz nie jest wskazane ich stosowanie w blisko spo-
krewnionych gatunkach LAB, ze wzgledu na duzy
poziom podobienstwa sekwencji rRNA, np. L. plan-
tarum 1 L. pentosus czy L. paraplantarum (12). Przy-
datno$¢ FISH jako metody do monitorowania dyna-
miki rozwoju LAB w zywnoSci jest ciagle badana
i weryfikowana. Lahtinen i wsp. (20) badali przezy-
walno$¢ paleczek z rodzaju Bifidobacterium w dtugo-
terminowo przechowywanym napoju owsianym z uzy-
ciem 4 metod analizy ilo§ciowej. Odnosili wyniki
uzyskane metoda ptytkowa do wynikow 3 technik bio-
logii molekularnej, w tym FISH. Wskazujac na liczne
zalety aphkacyjne fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
w zywnosci, wykazali statystycznle istotne réznice
w liczebnos$ciach uzyskanych w poréwnaniu z meto-
da hodowlana, stwierdzajac przydatnosc¢ tej techniki
w oznaczaniu catkowitej liczby bakterii.

Zwigkszone wymagania odnoszace si¢ do analityki
mikrobiologicznej spowodowane sa m.in. zintensyfi-
kowaniem badan oceniajacych stan fizjologiczny drob-
noustrojow w niekorzystnych dla nich warunkach.
Metoda ptytkowa o statusie tzw. ztotego standardu jest
najczesciej stosowana w ilosciowej analizie mikrobio-
logicznej, ktora pozwala na okre$lenie liczby komo-
rek wykazujacych zdolno$¢ do rozmnazania i tworze-
nia kolonii. Wyzwaniem w zastosowaniu tej metody
staje si¢ zahamowanie procesOw rozmnazania, wyni-
kajace np. z poddania komorek dziataniu czynnikéw
szkodliwych. Alternatywa w stosunku do tradycyj-
nie stosowanej metody ptytkowej jest znakowanie
sktadnikiem fluorescencyjnym, umozliwiajace szyb-
kie wykrycie, liczenie 1 identyfikacj¢ drobnoustrojow.
Uzasadnione jest dobieranie technik, ktére odnosza si¢
np. do aktywnos$ci metabolicznej komorek lub stabili-
ZaCJl struktur komorkowych Precyzyjne monitorowa-
nie zmian dynamiki rozwoju i obumierania populacji
drobnoustrojow przemystowego zastosowania wyma-
ga badan modelowych oraz alternatywnych technik,
oceniajacych stan fizjologiczny drobnoustrojow w spo-
sob wielowymiarowy (réznorodny, zréznicowany),
czyli odwotujacych si¢ do réznych wyznacznikow
funkcjonalno$ci komorek jednoczesnie.
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