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Bakterie w stadium VBNC
— zagrozenie dla zdrowia cztowieka

IWONA PASZYNSKA-WESOLOWSKA, MICHAL BARTOSZCZE*

Wojskowy Osrodek Medycyny Prewencyjnej, ul. Gdanska 147, 85-915 Bydgoszcz
*Osrodek Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii,
ul. Lubelska 2, 24-100 Putawy

Paszynska-Wesotowska I., Bartoszcze M.
Bacteria in the state of VBNC — a threat to human health

Summary

Bacteria in the state of VBNC are alive, but do not undergo division and do not grow on solid media. The
transition of bacteria into the state of VBNC results from: the influence of physical or chemical factors
exerted on them, ageing, differentiation, adjustment, self-destruction of metabolic, lysogeny. Discovering
bacteria that was alive, but unable to grow, showed the imperfection of traditional culturing methods and
the necessity of using new diagnostic techniques. In the light of the presented data, the standard culturing
methods should be supplemented with selected genetic methods. If they are present in processed food,
pasteurized milk or drinking water, bacteria in the state of VBNC may constitute a threat to human health.
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Liczne rodzaje bakterii w niekorzystnych dla siebie
warunkach srodowiskowych wytwarzaja formy spoczyn-
kowe — przetrwalniki, szczegdlnie oporne na czynniki
srodowiska, takie jak: wysoka temperatura, zmiany pH,
ci$nienie osmotyczne, substancje chemiczne. Na przy-
ktad laseczki rodzaju Bacillus w niesprzyjajacych wa-
runkach $rodowiska tworzq endospory, dzigki czemu
moga przetrwaé w stanie uspienia metabolicznego przez
dlugi czas (2). U bakterii niewytwarzajacych przetrwal-
nikow wykazano (11), ze w skrajnych warunkach by-
towania przechodza one w stan u$pienia, tzw. stadium
VBNC (viable but nonculturable). Na istnienie stadium
VBNC wskazal Colwell 1 wsp. w 1985 1. (4). Termin
VBNC jest obecnie uzywany gtéwnie dla okreslenia
komorek wystepujacych w niezadowalajacym stanie fiz-
jologicznym (12).

Charakterystyka komorek w stanie VBNC

Komoérki bakteryjne w stanie VBNC sa zywe, ale nie
dziela si¢ i nie daja w zwiazku z tym widocznego wzro-
stu na pozywkach (4, 19). Czas przechodzenia bakterii
w posta¢ VBNC moze trwa¢ od 48 godzin do kilku dni
i objawia si¢ zmianami w morfologii oraz fizjologii ko-
morek bakteryjnych (6). W badaniach in vitro stwier-
dzono, ze komorki VBNC wykazuja fizjologiczne ozna-
ki zycia (syntezg bialek) i posiadaja wykrywalne zycio-
we komponenty komorkowe (29). W stanie VBNC bak-
terie sa zdolne do zycia i wykazuja pewna aktywnos$¢
metaboliczng (23), przy czym jej poziom pozostaje wyz-
szy u drobnoustrojow zjadliwych, czego przyktadem jest

Campylobacter jejuni, ktory w stanie VBNC przybiera
chorobotworcza formg ziarniaka (14, 21). W stadium
VBNC bakterie zachowuja réwniez zdolno$¢ do produk-
cji toksyn, co stwierdzono np. u enterotoksycznych szcze-
pow E. coli (1).

Stan niehodowalno$ci moze stanowi¢ genetycznie za-
programowana reakcj¢ organizmu na okreslone czynni-
ki srodowiska (23). Zdolno$¢ przetrwania w skrajnie trud-
nych warunkach srodowiska zaobserwowano tak u bak-
terii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Wystgpo-
wanie stadium VBNC stwierdzono u: Vibrio cholerae,
Legionella pneumophilla, Yersinia ruckeri, Salmonella
enteritidis, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori
(1, 11, 19, 21). Bakterie w stadium VBNC przybieraja
ksztatt kulisty i maja mniejsze wymiary od ich form we-
getatywnych. Tzw. miniaturyzacj¢ komorek stwierdzo-
no np. u Vibrio parahaemolyticus i Vibrio vulnificus
(9, 15, 29). Aktywne bakterie Vibrio vulnificus maja dtu-
g0$¢ 3 um, a w stadium VBNC ich formy kokoidalne od
0,8 um do 1,0 pm (15). Mniejsze rozmiary posiadaja
takze komorki VBNC Bacillus subtilis, ktore wytwarza-
Jabiatka, pozyskuja energig z procesow biochemicznych
oraz zachowuja nienaruszona blong cytoplazmatyczna
(1). Zmiany dotycza takze stabilizacji blony komorko-
wej, ktora stopniowo moze ulega¢ peknigeiom (29),
zmienia si¢ sktad biatek i zawarto$¢ rybosomow. Tak
np. Vibrio vulnificus wytwarza 40 nowych bialek, nie-
stwierdzanych podczas wzrostu form wegetatywnych tej
bakterii w warunkach laboratoryjnych (23). W sktadzie
chemicznym bton podstawowe kwasy tluszczowe sta-
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nowia 60%, przy czym w stanie VNBC zwigksza si¢
udziat nowych kwasow dlugotancuchowych. Zachodza-
ce modyfikacje w skladzie kwasow tluszczowych blony
cytoplazmatycznej charakterystyczne dla stanu VBNC
s niezbgdne dla utrzymania potencjatu btony (16). Po-
ziom ATP spada szybko wraz z obumieraniem komo-
rek, przy czym u bakterii w stanie VBNC jak np. V. vul-
mf icus pozostaje on wysoki, utrzymu]qc si¢ na tym po-
ziomie nawet do czterech miesigcy (16).

Czynniki wplywajace
na niehodowalnosc bakterii

Dotychczas poznano wiele czynnikéw wplywajacych
na nichodowalno$¢ bakterii, do ktorych naleza m.in.
czynniki: chemiczne, fizyczne, ci$nienie osmotyczne, sta-
rzenie si¢, adaptacja i roznicowanie, autodestrukcja me-
taboliczna 1 lizogenia (1, 7, 16, 23). Czynniki te moga
by¢ zabojcze dla bakterii, jesli nie przejda w stan VBNC
(16). Tak np. Vibrio cholerae przechodzi w stan VBNC
pod wptywem niskiej temperatury inkubacji, zmian stop-
nia zasolenia, braku substancji odzywczych, zr6znico-
wanych warunkow tlenowych (27). U Campylobacter
sp. w warunkach beztlenowych zaobserwowano zaha-
mowanie podzialdéw komoérkowych i przejscie do sta-
dium VBNC, w ktorym tworza si¢ niezdolne do namna-
zania si¢ na pozywkach formy nitkowate (25). Istotne
znaczenie dla osiagnigcia stanu niehodowalno$ci maja
zawarte w srodowisku sktadniki odzywcze. Przy niedo-
borze niektorych z nich komorki Campylobacter sp. prze-
ksztalcaja si¢ w kokoidalna form¢ VBNC. W przypadku
komorek C. jejuni inkubowanych w temperaturze 4°C
w $Srodowisku z niedoborem sktadnikow odzywczych
stwierdzono zmiang stosunku powierzchni do objgtosci
komorek (P : V), prowadzaca do powstania komoérek
VBNC o mniejszych rozmiarach (14). W zaleznosci od
zawartos$ci w srodowisku niektorych substratow bakte-
rie zmniejszaja SWO_]E{ oqutosc 15-300 razy, a $rednia
masa komorki zmniejsza si¢ kilkakrotnie. Zjawisko to
zaobserwowano u Campylobacter jejuni, Yersinia sp.
1 Vibrio cholerae (3). Glodzone bakterie rzadko ulegaja
lizie, pozostaja one strukturalnie niezmienione i utrzy-
mUJq na minimalnym poziomie metaboliczng integral-
no$¢. Glodzenie prowadzi m.in. do redukcji rybosomal-
nego RNA bakterii, a w niektorych przypadkach do eks-
presji specyficznych genow gltodzenia. Tzw. biatka glo-
dowe powoduja zwigkszenie oporno$ci bakterii na stres,
dzigki czemu komorka bakteryjna w stadium niechodo-
walnos$ci, w przeciwienstwie do jej formy wegetatyw-
nej, staje si¢ bardziej oporna na wysoka temperaturg,
H202, zakwaszenie i $rodki dezynfekujace. Wykazano,
ze adaptacja L. monocytogenes do nizszych od biobdj-
czych dawek etanolu, soli, kwasu, podwyzszone] tem-
peratury znaczaco zw1qkszy1a Jej oporno$¢ na inakty-
wujace dzialanie tych czynnikéw. Adaptacjg¢ do czynni-
kow stresujacych i ochrong krzyzowa stwierdzono takze
w odniesieniu do E. coli, Salmonella enterica serovar
Typhimurium (21). Brak skutecznego dziatania niekto-
rych §rodkéw chemicznych na bakterie chorobotwodrcze
w stanie VBNC moze utrudnia¢ lub uniemozliwiaé
obiektywna oceng stanu sanitarno-higienicznego placo-
wek medycznych. Dezynfekcja moze by¢ takze czyn-
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nikiem stymulujacym do przejscia w stan VBNC ko-
morek biofilmu bakteryjnego w srodowisku wodnym.
Odkazanie przy uzyciu promieniowania UV indukuje
stan VBNC E. coli K-12 (28). Biatka gtodowe wptywa-
ja na uwalnianie si¢ rodnikow tlenowych, ktérych nad-
produkcja prowadzi do przejscia komorki w stan VBNC.
Wolne rodniki wptywaja bowiem hamujaco na procesy
naprawcze w komorkach poddanych dziataniu nieko-
rzystnych czynnikoéw srodowiskowych (21). Po wpro-
wadzeniu bakterii do srodowiska ubogiego w substan-
cje organiczne, w krotkim czasie mozna zaobserwowacé
zwolnienie tempa wzrostu w wyniku wydtuzenia okresu
migdzypodziatowego i czasu generacji. Zmiana morfo-
logii komorki zachodzi takze pod wptywem stresu osmo-
tycznego, co zaobserwowano np. u V. anguillarum, kto-
re przyjmuja okragly ksztatt i mimo catkowitej utraty
zdolnos$ci do tworzenia kolonii nadal podtrzymuja swo-
je procesy metaboliczne (7).

Istotnym czynnikiem stymulujacym bakterie do przej-
$cia w stan VBNC jest takze temperatura otoczenia. Za-
obserwowano, ze obnizenie temperatury ponizej 10°C
wydhuza przezywalnos$¢ bakterii allochtonicznych w sta-
dium VBNC. E. coli w temperaturze 8°C przezywa 54
dni inkubacji, podczas gdy w temperaturze 20°C w tym
samym czasie inkubacji bakterie te obumieraty (26).

Hodowla bakteryjna zdolna jest do odbierania sygna-
tow ze srodowiska, ktore moga wplywac na ekspresjg
gendw na etapie transkrypcji i translacji, prowadzqc nie-
kiedy do zmian morfologicznych i przejscia w stan nie-
hodowalnosci (19). Na okreslone wtasciwosci fizjolo-
giczne bakterii wplywaja sygnaty molekularne. Istnieje
wiele substancji sygnatowych, zwanych autoinduktora-
mi 1 mechanizmoéw ich przekazywania. Bakterie Gram-
-dodatnie uwalniaja do $rodowiska sygnaty biatkowe,
wykorzystujac dwusktadnikowy system detekc;ji i odpo-
wiedzi na obecno$¢ autoinduktora (13). Przekazywanie
sygnatu odbywa si¢ na zasadzie kaskady fosforylacjii de-
fosforylacji. U bakterii Gram-ujemnych najlepiej pozna-
ny jest system komunikacji miedzykomoérkowej ztozo-
ny m.in. z niskoczasteczkowych substancji chemicznych
laktonow homoseryny, rodziny syntaz autoinduktora
LuxR oraz biatkowych regulatorow transkrypcyjnych
LuxR (13, 24). Substancje sygnalowe Wyd21elane przez
bakterie sa konieczne do przywrocenia do zycia uspio-
nych komoérek. Po dodaniu do ptynne; pozywkl swoiste-
go supernatantu hodowli uzyskuje si¢ powr6t zycia form
VBNC Micrococcus luteus (11). Uszkodzenie DNA jest
czynnikiem hamujacym namnazanie si¢ bakterii, a w
efekcie inicjacji procesow reperacyjnych moga powstaé
komorki niezdolne do wzrostu.

Istotnym czynnikiem stymulujacym przejscie do sta-
nu VBNC jest wiek komorek. Tak np. bakterie Vibrio
sp. przechodzily w stan VBNC z fazy logarytmicznego
wzrostu przez okoto 10 dni, a dojrzate komorki z fazy
stacjonarnej przez miesiac (16). Liczba ,,hodowalnych”
kolonii eksponowanych na dziatanie jednego lub wielu
czynnikow stresujacych wykazywata regularny spadek
jednostek tworzacych kolonie, podczas gdy ogdlna licz-
ba kolonii pozostawata na tym samym poziomie. Anali-
zy tego typu moga by¢ uzyteczne dla ilustracji zjawiska
niechodowalnosci (16).
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Srodowisko bytowania bakterii
w stanie VBNC

Bakterie zdolne do zycia, a niedajace si¢ hodowac
stwierdzono w wodzie morskiej i rzekach, a takze w gle-
bie; niektore z nich sa chorobotwoércze dla organizmow
zywych. Naturalna mikroflora autochtoniczna wod nie
stanowi zagrozenia dla zdrowia cztowieka, gdyz bakte-
rie wodne gina w temperaturze powyzej 25°C. Zagroze-
nie stanowia jednak bakterie mezofilne, wprowadzane
do wody wraz ze $ciekami i przystosowane do wzrostu
w temperaturze 35-37°C. W §rodowisku wodnym u bak-
terii poddanych stresowi obserwuje si¢ wolniejsze na-
mnazanie si¢, wydluzenie czasu generacji oraz spowol-
nienie innych procesow zyciowych. Rodzima mikroflo-
ra Srodowiska wodnego jest V. cholerae, ktory przecho-
dzi w stan VBNC w efekcie spadku temperatury ponizej
4°C podczas inkubacji przez 45 dni i braku substancji
odzywczych (16, 23, 27).

Obserwacje bakterii glebowych wykazaty zwiazek po-
migdzy glodzeniem energetycznym a kartowatos$cia ko-
morek, ktorych liczba wzrastala wraz z koncem okresu
wegetatywnego roslin. Przyjmuje sig, ze 90-99% bakte-
rii glebowych mozna okresli¢ jako VBNC; sg one struk-
turalnie nieuszkodzone, metabolicznie kompetentne i po-
siadaja nieuszkodzony genom. Komorki Pseudomonas
fluorescens moga pozostawa¢ w glebie w stanie VBNC
ponad rok (16).

Stadium VBNC jest zjawiskiem czgsto obserwowa-
nym wsrdd patogenow, takich jak: Vibrio cholerae, Shi-
gella, Legionella, E. coli, ktére nie daja si¢ hodowac, az
do chwili przeniesienia ich do §rodowiska stymulujace-
go ich ozywienie (3). Obszerne dane dotyczace wystg-
powania komérek VNCB w zywno$ci zawarte sa w pra-
cy Olivera (17). Wsrdéd 59 roznych bakterii przechodza-
cych w stan VNBC znajduja si¢ m.in.: Burkholderia
pseudomallei, Francisella tularensis, Listeria monocy-
togenes, Mycobacterium tuberculosis.

Czynniki stymulujace powrot bakterii VBNG
do stadium wegetatywnego

Bakterie w stadium VBNC moga powroci¢ do stanu
pelnej aktywnosci metabolicznej w korzystnych dla nich
warunkach $rodowiskowych. Chorobotworczy szczep
Escherichia coli w stadium VBNC po wniknigciu do or-
ganizmu zwierzgcego przeksztatca si¢ w forme wegeta-
tywna o wysokiej zjadliwosci (20). Pobrany ptyn jelito-
wy kroélika, ktéremu uprzednio wstrzyknigto zawiesing
bakteryjna w stadium VBNC zawierat zdolne do hodo-
wania V. cholerae (16). Ptyn jelitowy krolika, ktéremu
uprzednio wstrzyknigto zawiesing V. cholerae w stadium
VBNC zawierat zdolne do namnazania si¢ bakterie (16).
Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku V. vul-
nificus 1 Campylobacter jejuni (19).

Petna aktywno$¢ metaboliczna komorek VBNC V. vul-
nificus wracala wraz ze zmiang temperatury inkubacji.
Podwyzszenie temperatury inkubacji ponad 10°C spo-
wodowato powrdt zdolnosci V. vulnificus do namnaza-
nia si¢ na podtozach (16). W warunkach laboratoryjnych
bakterie te moga uzyskac petna aktywnos$¢ po wprowa-
dzeniu do pozywki induktorow, jak np. oksydazy, co
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wykazano rowniez w odniesieniu do Salmonella enteri-
ca i Citrobacter freudii (18).

Substancje sygnalowe, wydzielane przez bakterie sa
konieczne do przywrdcenia do zycia uspionych komo-
rek. Wykazano ponadto (5), ze obecnos¢ w srodowisku
specyficznych molekut sygnatowych jest niezbedna dla
przejscia w stan VBNC 1 reanimacji komorek V. vulnifi-
cus, co moze $wiadczy¢ o tym, ze reakcje te sa zapro-
gramowane genetycznie. W procesie reaktywacji komo-
rek VBNC dochodzi takze do naprawy uszkodzen, dzig-
ki czemu rozpoczyna si¢ proces namnazania si¢ komo-
rek bakteryjnych (29). W zwiazku z tym, Ze nie zostat
do konca poznany mechanizm odwracalnosci tego zja-
wiska, czg$¢ autorow uwaza stadium VBNC za zdege-
nerowang posta¢ komorki na drodze do $mierci. Inna z tez
sugeruje, ze sa to zmiany odwracalne, jednakze do pew-
nego etapu, ktorego przekroczenie prowadzi do destruk-
cji komorki (19).

Metody identyfikacji w stanie VBNC

W zwiazku z tym, ze bakterie VBNC nie wykazuja
zdolnosci do wzrostu 1 tworzenia kolonii na pozywkach
statych, nie moga by¢ wykorzystane dla wykrycia obec-
nosci tych drobnoustrojéw w badanej probce. Tak np.
podczas liczenia pod mikroskopem komorek Vibrio cho-
lerae wykazano, ze ich liczba byta o 200 do 5000 razy
wyzsza w poréwnaniu do liczby kolonii wyrostych na
ptytkach (23). Bakterie takie moga by¢ wykryte dopiero
po zastosowaniu testow cytologicznych (m.in. z oran-
zem akrydyny), cytometrii przeptywowej, PCR lub hyb-
rydyzacji DNA (10, 21).

Réznica pomigdzy liczba komorek, jaka moze by¢
wykryta metoda mikroskopowa, a liczba jednostek two-
rzacych kolonie w standardowych metodach moze by¢
regularnie monitorowana i oceniana (23). Tak np. roz-
biezne wyniki uzyskano przy identyfikacji szczepow
E. coli w probce wody metoda PCR i tradycyjna metoda
hodowlana. Probka wody uprzednio poddana zostala
inkubacji w temperaturze 4°C, a badania prowadzono
przez okres miesiaca. Na poczatku eksperymentu wyni-
ki uzyskane obydwoma metodami byly podobne, lecz
w miarg uptywu czasu liczba komorek wykrywanych me-
toda hodowlang gwattownie spadta, podczas gdy tech-
nika PCR, obecnos¢ E. coli w badanej probce wody wy-
krywano nawet po miesiacu (22).

Metody biologii molekularnej umozliwiaja wykrycie
i identyfikacje bakterii w probce, co ma istotne znacze-
nie w dochodzeniach epidemiologicznych, majacych na
celu znalezienie dowodow na klonalne pochodzenie izo-
latéw wyhodowanych z r6znych zrodet. Poznanie zrod-
ta zakazenia i drog rozprzestrzeniania si¢ drobnoustro-
jow pozwala na skuteczne zwalczanie infekcji. Wsrod
metod biologii molekularnej w identyfikacji i r6znico-
waniu komorek w stanie VBNC znalazty zastosowanie
takie techniki, jak: RFLP (restriction fragment length
polymorphism), PFGE (pulse field gel electrophoresis),
AFLP (amplification fragment length polymorphism),
PCR (polimerase chain reaction) (5, 21, 23).

Wykazano, ze nowe gatunki bakterii w stanie VBNC,
izolowane z odchodéw ludzkich, czgsciowo koreluja
z sekwencja 16S rDNA Campylobacter, w zwiazku
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z czym zaproponowano nazwac t¢ bakteri¢ — Candida-
tus Campylobacter hominis, wskazujac, ze nie moze by¢
ona hodowana klasycznymi metodami, dotychczas sto-
sowanymi dla bakterii jelitowych z grupy Campylobac-
ter (21).

Zagrozenia dla zdrowia cziowieka

Bakterie w stadium VBNC stanowia niewatpliwe za-
grozenia dla zdrowia cztowieka, gdyz wystepuja one
w otaczajacym nas Srodowisku, takze w zywnosci i wo-
dzie pitnej (21, 23). Bakterie w srodowisku wodnym znaj-
dujace si¢ w stanie VBNC wykazuja pewna aktywnos¢
metaboliczna, lecz nie sa wykrywane klasycznymi me-
todami hodowlanymi (3). Nalezy takze bra¢ pod uwage
mozliwo$¢ transferu materiatu genetycznego z bakterii
w stanie VBNC do innych mikroorganizméw zyjacych
w tym samym $rodowisku. Procesy dezynfekcji, jakim
poddawana jest woda pitna, moga wywolywac dodatko-
wo indukcje stanu VBNC. Szczepy patogenne lub opor-
tunistyczne w stanie VBNC moga stanowi¢ powazny
problem zdrowotny, gdyz charakteryzuja si¢ zwykle
wigksza zjadliwoscia w poréwnaniu do wyjsciowych
form wegetatywnych (21).

Zagrozenie bakteriami w stanie VBNC zwiazane jest
zich zdolnoscia (Vibrio cholerae, Escherschia coli, Cam-
pylobacter jejuni, Legionella sp.) do przechodzenia ze
stanu VBNC w formy wegetatywne i wywotania choro-
by po wniknigciu do organizmu cztowieka (18, 24). Ko-
moérki VBNC wykazuja rowniez wigksza anizeli formy
wegetatywne opornos¢ na dziatanie antybiotykow (8).
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze procesy uznane za
w pelni skuteczne, jak: pasteryzacja mleka oraz chloro-
wanie wody, czasami moga prowadzi¢ do przejscia ko-
morek w stan VBNC (16) 1 stwarza¢ w konsekwencji
potencjalne zagrozenie dla zdrowia cztowieka. Przepro-
wadzono badania na ochotnikach, przyjmujacych pokarm
zakazony V. cholerae w stanie VBNC, u ktorych po 48 h
wykazano obecnos¢ bakterii w probkach katu. Zakaza-
no szczepami w staniec VBNC Campylobacter jejuni
zywno$¢, ktora po podaniu myszom doprowadza do
$mierci tych zwierzat (16). Campylobacter sp. w srodo-
wisku bogatym w sktadniki odzywcze, pod wptywem
stresu osmotycznego przechodzi w postac VBNC. W or-
ganizmie cztowieka bakterie te powracaja do pierwot-
nej postaci, wykazujac przy tym wysoka patogennosc.
Nawet niezdolne do namnazania si¢ w warunkach labo-
ratoryjnych oraz w samej zywnosci bakterie VBNC po
dostaniu si¢ za posrednictwem zywnosci do organizmu
cztowieka moga by¢ powodem wystapienia zachorowan.
W procesach przetworstwa zywnosci, mikroflora (w tym
rowniez bakterie chorobotworcze) poddawana jest ciag-
tym czynnikom stresogennym, co sprzyja przechodze-
niu bakterii w stan VBNC (21).
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