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Cytometry in microbiological analysis of food products

Summary

Cytometric analysis allows for the quantitative and qualitative evaluation of microorganisms in food.
Apparatus for food analysis is available on the market for use in the food processing industry and increasingly
displaces traditional methods. Apart from being a full automated method, an important advantage of cytometric
analysis is a multi-parametric assessment of the physiological state of bacterial cells. This paper presents
examples of cytometric analysis applications in both solid-phase and flow systems in microbiological studies
of food. The viable but nonculturable (VBNC) state of various microorganisms has been distinguished, which

can be determined using the cytometric approach.
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Analiza cytometryczna zywnosci pozwala ocenic
badang probke pod wzgledem jakosciowym 1 ilo-
sciowym wystepujacych w niej drobnoustrojéw.
Zastosowanie cytometrii w analizie ZywnoS$ci ma
wiele zalet w poréwnaniu do metod tradycyjnych,
ktore wigza si¢ przede wszystkim z czaso- 1 praco-
chtonnoscig. Cytometria w sposob zautomatyzowany
umozliwia analize pojedynczych komorek w czasie
bardzo krotkim od rozpoczecia pomiaru. Do tego celu

stosuje si¢ barwniki fluorescencyjne, ktore pozwalaja
zbadac rézne parametry komdrkowe drobnoustrojow,
zardwno te zwigzane z powierzchnig, rozmiarem, bu-
dowa wewnatrzkomorkows, jak tez z oddziatywaniami
pomigdzy czasteczkami w komorce (16, 28). Mozliwa
jest takze ocena stanu bton biologicznych, potencjatu
btonowego czy aktywnosci metabolicznej komoérek
(tab. 1). Fluorescencje wybarwionych komorek mozna
wzbudzi¢ na dwa sposoby: posredni lub bezposredni.

Tab. 1. Barwniki fluorescencyjne stosowane w analizie cytometrycznej (15)

Barwnik/znacznik fluorescencyjny

Specyfikacja

CTC, FDA, CFDA

Pl, bromek etydyny, SYTOXgreen, SYT0-9, PO-PRO-3,
TOTO-1, SYBR Green |

Rodamina 123, DIBAC,(3)-BOX

Sondy oligonukleotydowe rRNA znakowane
fluorescencyjnie Cy3, Cy5, Texas-Red, fluoresceing

GFP, EGFP

Prefluorochromy, nie wykazuja fluorescencji w formie utlenionej, w komdrce aktywnej metabolicznie
przechodza w forme zredukowang - fluoryzujaca

Barwniki, ktére przenikaja do komorek przez uszkodzone lub spdjne btony biologiczne, nastepuje
wzmocnienie fluorescencji po wigzaniu z kwasami nukleinowymi

Fluorochromy kationowe i anionowe - sygnat fluorescencyjny emitowany jest przez komorki
zachowujace potencjat elektrochemiczny btony cytoplazmatycznej

Specyficzne wigzanie sondy z rRNA aktywnych fizjologicznie komorek i detekcja sygnatu dzigki
fluorescencji znacznika (tzw. Flow-FISH)

Wklonowanie plazmidéw, kodujacych biatko o wtasciwosciach fluorescencyjnych, ktére pozwala na
detekcje aktywnych komérek

Objasnienia: CTC — chlorek 5-cyjano-2,3-ditolylotetrazoowy; FDA — dioctan fluoresceiny; CFDA — dioctan karboksyfluoresceiny;
PI — jodek propidyny; SYTOX green — barwnik kwasow nukleinowych; SYTO-9 — barwnik kwasow nukleinowych; PO-PRO-3 —
3-metylo-2-[3 [1 [3-(trimetyloamonio) propylo] -4 (1 H) -pirydynylideno] -1-propenylo]-dijodek; TOTO-1 — propidyny-1-(4,4,7,7-
-tetrametylo-4,7-diazandekametyleno)-bis-4-[ 3-metylo-2,3-dihydro(benzo-1,3-oksazolo-2-metyliden]-1-(3-trimetyloamonowy propy-
lu) jodek; SYBR Green I — N, N’-dimetylo-N-[4-[(E)-(3-metylo-1,3-benzotiazol-2-ylideno) metylo]-1-fenylo-chinolin-1-en-2-ylo]-
-N-propylo-propano 1,3-diamina; DiBAC,(3)-BOX — bis(1,3-kwas dibutylobarbiturowy) trimetylo oksonol; Cy3 — cyjanina 3; Cy5
— cyjanina 5; Texas-Red — chlorek sulfonylowy; FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ; (E)GFP — biatko zielonej fluorescencji
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Bezposrednia indukcja fluorescencji polega na samo-
rzutnym przyltaczeniu czasteczek fluorochromu do wy-
branych struktur komérkowych, posrednia natomiast
wymaga obecnosci dodatkowych elementow, takich
jak sondy, przeciwciata czy lektyny, ktore sa zwia-
zane z fluorochromem (16) (tab. 1). Dzi¢ki takiemu
zastosowaniu fluorescencji cytometria umozliwia roz-
roznienia komorek zywych i komorek martwych, nie-
zaleznie od zdolnosci proliferacji komorek, jak to jest
w tradycyjnych metodach hodowlanych. Podkresli¢
nalezy, ze brak wzrostu na podtozach hodowlanych,
przy zachowaniu aktywnosci 1 spdjnosci komorek jest
stanem charakteryzujacym komoérki VBNC (viable
but nonculturable), ktére oznaczy¢ mozna tylko za
pomoca takich metod, jak cytometria. Oznaczenie
komorek w stadium VBNC jest z kolei wazne w pro-
duktach, ktore moga stwarzaé niekorzystne srodowisko
przezycia drobnoustrojom, zarowno patogennym, jak
1 probiotycznym. To sprawia, ze cytometria moze by¢
duzo doktadniejsza w oznaczaniu drobnoustrojéw
w zywnosci niz metody hodowlane.

Zasada cytometrii — porownanie systemu
stacjonarnego i przepltywowego

Cytometria dzieli si¢ na stacjonarng (solid-phase
laser cytometry) i przeptywowa (flow cytometry).
W obu zasada pomiaru cytometrycznego jest podobna,
ze wzgledu na zastosowanie lasera do wzbudzenia
fluorescencji oraz fotopowielaczy do detekeji sygnatu
swietlnego. Roznica miedzy nimi przede wszystkim
polega na tym, ze cytometria stacjonarna wymaga fil-
tracji badanej probki przez membrang, ktéra podlega
skanowaniu wigzkg promieni laserowych. W cytome-
trii stacjonarnej system optyczny po przetworzeniu
danych pozwala na doktadne odtworzenie lokalizacji
obiektow — komorek drobnoustrojow na membranie,
a system weryfikacji wynikow oparty na obserwacji
mikroskopowej pozwala na wizualizacje
komorek (27) (ryc. 1). Do analizy probek
Zywnoscli Z uzyciem cytometru przeptywo-
wego komorki drobnoustrOJow pozostajq
w zawiesinie, czyli jego zastosowanie nie
ogranicza si¢ tylko do produktoéw, ktore
mozna poddac filtracji. Przygotowanie
probki wymaga sporzadzenia roztworu
lub zawiesiny i1, w zaleznosci od uzytego
barwnika fluorescencyjnego, czgsto etapu
utrwalania probek (22). Przeptywajace
w aparacie przeptywowym komorki prze-
cinaja promien lasera, ktory emituje §wia-
tto, a emitowana przez laser wigzka ulega
rozproszeniu na skutek ,,zderzenia” z ko-
morkami. Pomiaru rozproszenia w cyto-
metrze dokonujg dwa detektory — detektor
przedni i detektor boczny. Pierwszy z nich
zbiera wigzke, ktora nie ulegta rozprosze-
niu lub rozproszyla si¢ pod bardzo matym
katem, drugi z kolei ustawiony jest pod
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Ryec. 1. Schemat przedstawiajacy zasade dzialania cytometru
stacjonarnego

katem 90° do przemieszczajacych si¢ komorek i po-
zwala na wewnqtrzkomérkowq analizq obiektow (25,
26). W cytometrze mierzona jest rowniez fluorescencja
emitowana przez probke. Swiatto, ktore wysyta ko-
morka, skupiane jest na filtrach, soczewkach i lustrach
dichromatycznych. Uktady optyczne rozdzielaja rozne
widma fluorescencji, ktore nastepnie przeksztatcane
sg na sygnal cyfrowy (24). Wyniki przedstawiane sg
w postaci jedno- lub dwuwymiarowych histogramow
albo wykreséw kropkowych (26). Wsrod cytometrow
przeplywowych wyrdznia si¢ aparaty pozwalajace
na wielopiaszczyznowq analizq probek — analizatory
(ryc. 2), coraz czgsciej uzywane rutynowo oraz urza-
dzenia umozliwiajace odzysk komorek pod wzgledem
wybranego parametru — sortery, stosowane gtownie
w laboratoriach badawczych. Pordwnanie najwaz-
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Ryec. 2. Schemat przedstawiajacy zasade¢ dzialania cytometru przeplywo-
wego — typ analizatora
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Tab. 2. Poro6wnanie charakterystyk cytometrii stacjonarnej i przeplywowej

Kilkadziesiat tysiecy komdrek na sekunde

Cytometria przeptywowa Cytometria stacjonarna
W formie suspensji komérek Analiza prébek W postaci preparatu mikroskopowego
Nie Filtracja prébek Tak
Tak Ocena wieloparametryczna Tak
Nie Wizualizacja i lokalizacja komérek Tak
Tak 0dzysk komdrek Nie

Szybko$¢ pojedynczej analizy cytometrycznej

Setki komérek na sekunde

niejszych cech cytometrii stacjonarnej i przeptywowej
zestawiono w tab. 2.

Zastosowanie cytometrii w badaniach mikrobiolo-
gicznych zywnosci jest szerokie i moze obejmowac
kontrolg zanieczyszczen zywnos$ci mikroflorg nie-
pozadang, szczepionek stosowanych przemystowo,
zardwno sktadu, jak i stanu fizjologicznego szczepow
oraz procesOw fermentacyjnych. W zaleznosci od
drobnoustrojow, prog detekcji w cytometrii to okoto
sto komorek na mililitr lub gram i, co wazne z uwagi
na aspekt automatyzacji, badanie probek mozna wy-
konywa¢ w liczbie kilkudziesigciu na godzing (16).
W przypadku badan jakosciowych nalezy uwzglednic¢
etap wzbogacenia trwajacy okolo 24 godzin, w zalez-
nos$ci od badanego drobnoustroju.

Cytometria a przemystowe zastosowanie
drobnoustrojow

Cytometri¢ zastosowano w badaniach ilosciowych
bakterii fermentacji mlekowej (3, 10-12) (tab. 3).
Oceniono m.in. przezywalnos¢ Lactobacillus spp.
w produktach, ktére zakwalifikowano jako zywnos¢
potencjalnie probiotyczng. Bunthof i Abee (2) zasto-
sowali cytometri¢ przeplywowa w badaniach stanu
fizjologicznego komorek Lactobacillus plantarum
WCEFS 1 w mleku, zakwasach mleczarskich i produk-
tach probiotycznych. W tym celu uzyto nast¢pujacych
barwnikéw: CFDA, TOTO-1 i SYTO-9. Barwnik
CFDA pozwolit oceni¢ aktywno$¢ enzymatyczng ko-
morek, gdyz jest markerem aktywnosci esterolitycznej,
TOTO-1 pozwolit okresli¢ odsetek populacji komorek
martwych, gdyz jest to fluorochrom, ktéry wnika do
komorek przez uszkodzone btony cytoplazmatyczne,
a SYTO-9 jako fluorochrom kwaséw nukleinowych
laczy sie z nukleoidem wszystkich komorek, tym
samym pozwolit okresli¢ ogo6lng liczbe komorek bak-
teranych Ananta i wsp. (1) zbadali wptyw wysokich
cisnien (w zakresie 100-600 MPa) na stan fizjologiczny
probiotycznego szczepu Lactobacillus rhamnosus GG.
Zastosowali w tym celu barwienie CFDA/PI (dioctan
karboksyfluoresceiny/jodek propidyny), ktore po-
zwolito oceni¢ aktywnos¢ esteraz oraz spdjnos¢ bton
cytoplazmatycznych komorek. Stwierdzili, ze czes$¢
populacji utracita zdolno$¢ wzrostu na poditozach
hodowlanych, ale nie stracita aktywnosci metabolicz-
nej, jak wykazata analiza cytometryczna. Ostatecznie
stwierdzono, ze szczep Lactobacillus rhamnosus GG

wykazal dobrg przezywalno$¢ podczas utrwalania
zywnosci z zastosowaniem wysokich ci$nien. Santos
Leandro i wsp. (24) okreslili wplyw liofilizacji na ak-
tywnos$¢ komorek Lactococcus lactis w celu selekcji
tych szczepow, ktdre mozna zastosowaé jako kulture
starterowa do serow. Analizie cytometrycznej poddali
szczepy wyizolowane z kiszonek paszowych oraz
mleka bawolego. Zastosowano barwienie fluorescen-
cyjne LIVE/DEAD BacLight™, czyli zestaw barw-
nikow SYTO®9 oraz jodek propidyny, pozwalajace
zroznicowa¢ komorki ze wzgledu na spdjnos¢ bion
cytoplazmatycznych. Zaobserwowano, ze komorki
L. lactis wyizolowane z mleka bawolego wykazaty
najwigkszg aktywnos¢ fizjologiczng po procesie lio-
filizacji, a populacja byta jednorodna pod wzgledem
spojnosci struktur komorkowych. Cytometria oka-
zata si¢ wiarygodng metoda kontroli i nadzorowania
procesow fermentacyjnych zarbwno w mleczarstwie,
jak tez w winiarstwie, browarnictwie, piekarnictwie
(tab. 3).

Cytometria a bezpieczenstwo zywnosci

Duzo wiecej analiz cytometrycznych dotyczy ba-
dan drobnoustrojow patogennych: Salmonella sp.,
Listeria sp., Legionella sp., Staphylococcus aureus
1 Escherichia coli (tab. 3). Gunasakera i wsp. zbadali
obecno$¢ Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus
w mleku surowym (11). Probki barwiono fluorochro-
mem SYTO BC, ktory taczyt si¢ z kwasami nukle-
inowymi bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujem-
nych, dzigki czemu odzwierciedlono obraz catkowitej
liczny drobnoustrojow wystepujacych w badanych
probkach mleka. Jeszcze inni, stosujgc analize cyto-
metryczng, wykryli w probkach zywnosci bakterie
patogenne Salmonella sp. (21), Escherichia coli
O157:H7 (27), Listeria monocytogenes (22) (tab. 3).
McClelland i Pinder (21) wykryli pateczki Salmonella
Typhimurium w mleku i jajach. W tym celu zastosowali
przeciwciata monoklonalne wyznakowane fluorochro-
mem FITC (izotiocyjanian fluoresceiny). Yamaguchi
1 wsp. (29) rowniez analizowali drobnoustroje pato-
genne, oznaczyli ilo§ciowo pateczki E. coli O157:H7
w roznych produktach spozywczych. Zastosowali
barwienie CTC do oceny aktywnos$ci oddechowe;
komorek oraz przeciwciata wyznakowane FITC (izo-
tiocyjanian fluoresceiny), co dato wlasciwy sygnat
obecnosci komorek E. coli O157:H7 w analizowanych
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Tab. 3. Kierunki zastosowania analizy cytometrycznej w badaniach zywnosci
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Produkt Drobnoustroj Cel Autor
Ser Lactococcus lactis Ocena stopnia lizy komorek bakteryjnych na poszczegélnych etapach 3
powstawania sera z zastosowaniem barwienia LIVE/DEAD
Wino Saccharomyces cerevisiae, Okreslenie liczby aktywnych komérek z zastosowaniem barwnika FDA 20
Sacchromyces bayanus,
Oenococcus oenii,
drozdze dzikie
Mieko bawole, kiszonki Lactococcus lactis Ocena stanu fizjologicznego komérek drobnoustrojéw poddanych 24
procesowi liofilizacji
Cydr Saccharomyces cerevisiae, Ocena stanu fizjologicznego drobnoustrojow podczas kolejnych etapéw 12
Lactobacillus hilgardii fermentacji z zastosowaniem barwnikéw: DRAQ5, CV6, Pl
Kultury starterowe, produkty Lactobacillus plantarum WCFS 1 Ocena aktywnosci enzymatycznej i integralnosci bton z zastosowaniem 2
probiotyczne barwnikéw CFDA i TOTO-1
Lactococcus lactis ssp. cremoris, | Charakterystyka bakterii fermentacji mlekowej z zastosowaniem metody 10
Lactococcus lactis ssp. lactis, Flow-FISH
Leuconostoc spp.
Jaja, mleko Salmonella Typhimurium Detekcja pateczek Salmonella Typhimurium z zastosowaniem 21
przeciwciat monoklonalnych wyznakowanych barwnikiem FITC
Sok jabtkowy, mleko, mielona Escherichia coli 0157:H7 CTC zastosowany do oceny aktywnos$ci oddechowej drobnoustrojéw, 29
wotowina przeciwciata wyznakowane FITC do wykrycia oznaczanych komérek
Olejki eteryczne o dziataniu Listeria monocytogenes CFDA/PI, ocena aktywno$ci enzymatycznej oraz integralno$ci membran 22
antymikrobiologicznym (cynamon, komdrkowych
oregano, tymianek)
Mieko surowe Listeria monocytogenes Doktadne oznaczenie liczebno$ci pateczek z zastosowaniem Flow-FISH 13
i specyficznej sondy rRNA
Escherichia coli, Okreslenie catkowitej liczby bakterii w mleku po barwieniu 11
Staphylococcus aureus fluorochromem SYTO BC, barwienie komérek martwych
z zastosowaniem PI
Mycobacterium paratuberculosis Detekcja komorek z uzyciem ChemChrome V6 i cytometrii stacjonarnej 5
Tuszki drobiowe Campylobacter jejuni Okreslenie stopnia adhezji drobnoustroju do skéry kurczaka w réznych 14
warunkach mierzona z zastosowaniem barwnika FITC
Woda Campylobacter jejuni Wykrywanie komédrek w stadium VBNC z zastosowaniem barwienia 4
CFDA i cytometrii stacjonarnej
Legionella pneumophila Ocena liczebnosci i aktywnosci fizjologicznej komarek bakteryjnych 17
(SYBR Green® i PI)
Pseudomonas aeruginosa PA01 Okreslenie opornosci na rézne czynniki (tobramyeyna, Srodek na bazie 18
chloru, nadtlenek wodoru, jony srebra) komarek biofilmu w oparciu
o Swiecenie biatka GFP i sortowanie komérek
Wanilina Escherichia coli, Wptyw waniliny na stan fizjologiczny badanych drobnoustrojow 9
Lactobacillus plantarum, z zastosowaniem barwnikéw Pl i CFDA-SE
Listeria innocua
Migso wotowe do hamburgeréw Escherichia coli 0157:H7 Specyficzne oznaczenie komérek wyznakowanych przeciwciatami 23
i barwnikiem CTC na membranie

Objasnienia: CFDA-SE — dioctan karboksyfluoresceiny estru sukcynoimidylo; DRAQS — 1,5-bis {[2 (dimetyloamino) etylo] amina}
-4, 8-dihydroxyanthracene-9,10-dionu; CV6 — Chem Chrome V6; FITC — izotiocyjanian fluoresceiny; SYTO BC — barwnik kwasow

nukleinowych

probkach zywnosci. Paparella i wsp. (22) zajeli si¢
natomiast okresleniem wplywu olejkow eterycznych
(cynamon, oregano, kminek) na stan fizjologiczny
Listeria monocytogenes. W tym celu zastosowano
tradycyjng metode ptytkowa oraz analize¢ cytome-
tryczng. Cytometria przeptywowa wraz z barwieniem
CFDA i PI pozwolita na wykazanie hamujacego
1 uszkadzajacego wptywu olejkéw na aktywnos$¢ oraz
strukturg bton cytoplazmatycznych pateczek. Roznice
w liczebnosci paleczek uzyskane z zastosowaniem
obu metod pozwolily stwierdzi¢ obecnos¢ komoérek
VBNC. Indukcja tego stanu wynikata z niekorzystnego

srodowiska rozwoju wywotanego obecnoscia olejkow
eterycznych. Stwierdzi¢ mozna zatem, ze metody
oparte na fluorescencji umozliwiaja wykrycie komoérek
VBNC, co jest niemozliwe z zastosowaniem samych
metod hodowlanych. Tkeda i wsp. (13) zastosowali
z kolei potaczenie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
z cytometrig przeptywowa (tzw. metoda Flow-FISH)
w celu detekcji komorek L. monocytogenes w mleku.
Dobrano specyficzng sonde oligonukleotydowg RL-2
o sekwencji 5’-ATAGTTTTATGGGATTAGC-3’, ktora
hybrydyzowala tylko z pateczkami L. monocytogenes,
mimo wystgpowania w mleku innych drobnoustrojow.
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Na podstawie wynikéw tych badan zgodzi¢ si¢ mozna,
Ze precyzyjne oznaczenie drobnoustrojow jest pozada-
nym kierunkiem rozwoju nowoczesnej analizy zyw-
no$ci. Za pomoca cytometrii przeptywowej oceniono
takze stopien adhezji Campylobacter jejuni w rdznych
warunkach do skory tuszek drobiowych (6) (tab. 3).
Wykazano, ze w komorkach C. jejuni w niesprzyjaja-
cych warunkach dochodzi do indukcji stadium VBNC.
Jak wykazano, niekorzystne warunki dla C. jejuni to
m.in. srodowisko tlenowe. Wraz ze wzrostem zawarto-
$ci tlenu w srodowisku zmniejszata si¢ zywotno$¢ tych
drobnoustrojow, jednak komorki w stadium VBNC
nadal mogly stwarza¢ realne zagrozenie dla zdrowia
konsumenta. Komorki C. jejuni wykazaty adhezj¢ do
skoéry migsa drobiowego, co §wiadczy o tym, ze jest
ono dobrym rezerwuarem tego drobnoustroju i stanowi
potencjalne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci.
Z kolei Cools 1 wsp. (4) rowniez oznaczyli komorki
C. jejuni w stanie VBNC, ale z uzyciem stacjonarnej
cytometrii i barwienia ChemChrome V6. Badania
z zastosowaniem cytometru-sortera komorkowego
przeprowadzili Kim i wsp. (18). Oznaczyli i odzyskali
populacje komoérek aktywnych oraz VBNC biofilmu
pateczek Pseudomonas 1 stwierdzili, ze komorki
VBNC sg bardziej oporne na antybiotyki i dezynfek-
tanty niz komorki aktywne. Inne badania okreslaty np.
wplyw waniliny, stosowanej czesto jako dodatek do
zywnosci, na stan fizjologiczny komorek Escherichia
coli, Lactobacillus plantarum i Listeria innocua (9)
(tab. 3). W tym celu zastosowano barwniki CFDA-SE
1 PI. Wanilina wykazata wtasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe w stosunku do wymienionych gatunkéw
bakterii, co przejawiato si¢ obnizeniem aktywnosci
esterolitycznej 1 zwigkszeniem udziatu populacji
drobnoustrojéw z uszkodzonymi blonami cytoplazma-
tycznymi. Pyle i wsp. (23) uzyli cytometrii stacjonarne;
w badaniach probek wolowiny, w celu detekcji E. coli
O157:H7. Odpowiednie przygotowanie probek do
stacjonarnej analizy cytometrycznej oraz zastosowa-
nie przeciwcial znakowanych FITC 1 wyznacznika
aktywnos$ci oddechowej CTC pozwolilo badaczom
bardzo precyzyjnie oznaczy¢ aktywne komorki tego
szczepu w probkach. D’Haese i wsp. (5, 7, 8) wykonali
seri¢ badan probek zywnosci do szybkiego oznaczenie
liczebnosci drobnoustrojow, np. w mleku. Istotnym
zastosowaniem cytometrii stacjonarnej bylo badanie
opornosci na antybiotyki. D’Haese 1 wsp. (6) zaob-
serwowali, ze testowane przez nich antybiotyki wply-
nely na integralno$¢ blon paleczek E. coli, hamujac
znakowanie komorek ChemChrome V6 w stezeniach
antybiotykow nawet ponizej MIC (minimum inhibitory
concentration) (tab. 3).

Cytometria w rutynowej analizie zywnosci

Waznym aspektem analizy cytometrycznej jest to,
ze jest juz stosowana jako rutynowa metoda badan
w zaktadach przemystu spozywczego. Uzyskanie
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wynikow analizy w krotkim czasie pozwala na szybka
reakcje w przypadku wykrycia nawet minimalnego
zanieczyszczenia zywnosci. Umozliwia to wczesne
wyeliminowanie wadliwego surowca lub zmiang
parametrow przebiegu procesu technologicznego. Na
rynku dostepne sg komercyjne urzadzenia stuzace do
automatycznego wykrywania drobnoustrojow w prob-
kach zywnosci, sa to cytometry typu analizatory, np.
D-count® i BactiFlow ALS®. Analizatory pozwalaja
na badanie réznych produktow, takich jak: mleko,
fermentowane produkty mleczne, koncentraty, pulpy,
soki owocowe, napoje i woda. Ocena wigkszos$ci tych
produktow w kierunku obecno$ci drozdzy i plesni
oraz okreslenia ogolnej liczby drobnoustrojow zostaje
znacznie skrocona i nie przekracza okoto 20 godzin
(19).

Analiza cytometryczna stanowi obecnie nieoceniong
metod¢ badan mikrobiologicznych w badaniach nauko-
wych i przetworstwie zywnosci. Dzieki zastosowaniu
cytometrii mozliwe jest bezposrednie badanie probek,
z pomini¢ciem lub skréceniem okresu inkubacji, co
znacznie przyspiesza pozyskanie wynikow. Umozliwia
to np. szybkie podjecie dziatan korekcyjnych w za-
ktadach przemystu spozywczego, a w konsekwencji
wzrasta bezpieczenstwo zywnosci. Kolejng korzyscia
plynch z zastosowania analizy cytometrycznej jest
zmmejszeme pracochtonnosci oraz ogramczeme zu-
zycia podtdéz mikrobiologicznych w poréwnaniu ze
stosowanymi metodami tradycyjnymi. Dodatkowo
cytometry moga wykry¢ drobnoustroje wystepujace
w niewielkiej ilo$ci w badanych probkach oraz zyw-
no$ci stanowigcej dla nich $rodowisko stresogenne,
umozliwiajac detekcje komorek w stadium VBNC
oraz okreslenie wptywu czynnikéw stresogennych na
fizjologie komorek. Szereg korzysci ptynacych z zasto-
sowania analizy cytometrycznej w badaniach Zzywnosci
sprawia, ze metoda ta cieszy si¢ coraz wigkszym za-
interesowaniem w$rod naukowcdw oraz producentéw
zywnosci, wypierajac metody tradycyjne.
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