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Streszczenie

Pateczki fermentacji mlekowej moga wytrzymywac efekty stresu osmotycznego w naturalnym $rodo-
wisku bytowania, jak réwniez w procesie produkcji zywnosci. Ztozono$¢ zmian zachodzacych w komor-
kach w wyniku dziatania tego stresu stwarza potrzebe poszerzenia wiedzy dotyczacej jego wpltywu na stan
fizjologiczny pateczek Lactobacillus. Celem pracy bylto okreslenie wptywu chlorku sodu w zakresie 0,5 +
2,5 % na fizjologi¢ komorek szczepu Lactobacillus brevis, ktére wyizolowano z zywnosci. Zastosowano
cytometri¢ wielobarwng i dobrano barwienie CFDA/PI (dioctan karboksyfluoresceiny/jodek propidyny)
do oznaczenia aktywnosci esterolitycznej i spdjnosci blon cytoplazmatycznych komorek. Na podstawie
analizy cytometrycznej wyodrebniono cztery grupy komérek o okre§lonych parametrach: 1 — CFDAPI’,
2 — CFDA'PI', 3 - CFDAPI', 4 — CFDA'PT, ktorych udziat zalezat od dadatku chlorku sodu w badanych
probkach. Zaobserwowano zwigkszony udziat komorek w grupie 1. i zmniejszony — w grupie 4. w bada-
nych probkach, §wiadczace o wzroscie udzialu komoérek z uszkodzeniami w blonach cytoplazmatycznych
i obnizeniu udzialu komoérek aktywnych. Na podstawie wynikow metody ptytkowej dowiedziono, ze cz¢s¢
populacji Lb. brevis stracita tzw. hodowalno$¢ w $rodowisku o najwigkszym stezeniu chlorku sodu —
2,5 %. Stwierdzono, ze szczep Lb. brevis wykazatl znaczng tolerancj¢ na dzialanie chlorku sodu w bada-
nym zakresie i wiedza z tego zakresu moze by¢ przydatna w badaniach skriningowych nad przydatnoscia
paleczek Lactobacillus w przemysle.

Stowa kluczowe: Lactobacillus brevis, stres osmotyczny, cytometria przeptywowa, tolerancja na dziatanie
NaCl

Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus zastosowane w przemystowych procesach pro-
dukcyjnych napotykaja na stresy srodowiskowe, ktére moga wystgpowac samodzielnie
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lub w sprzezeniu z innymi czynnikami stresotworczymi. Pateczki fermentacji mleko-
wej uruchamiajg rézne mechanizmy odpowiedzi na stresy srodowiskowe. Ich zdolnos¢
do znoszenia efektow stresu $rodowiskowego jest zréznicowana, warunkuje przezy-
walno$¢, aktywnos¢ metaboliczng i przydatnos¢ technologiczng tych bakterii. Wiedza
z tego zakresu moze by¢ zatem przydatna w pracach skriningowych nad uzytecznoscig
Lactobacillus spp. w przemysle.

Jednym z czynnikdéw stresowych, ktoéry wystepuje w przemyslowych procesach
produkcyjnych, a jednocze$nie warunkuje prawidlowe funkcjonowanie pateczek, jest
ci$nienie osmotyczne $rodowiska [15]. Srodowisko hiperosmotyczne powoduje wyciek
wody na zewnatrz komorki bakteryjnej, doprowadzajac do utraty turgoru [6]. Jednym z
mechanizméw ochrony pateczek przed negatywnym efektem stresu osmotycznego jest
stale utrzymywanie stosunkowo wysokiego stezenia jonow potasu [15]. Dowiedziono,
ze Lactobacillus acidophilus wykazuje przezywalno$¢ na poziomie 46 % po
2-godzinnej inkubacji w $rodowisku o stezeniu 18 % NaCl [9]. Lactobacillus alimen-
tarius wykazat wicksza przezywalnos¢, ale w subletalnych stezeniach soli (2 % NaCl
przez 1 h) i jednoczesnie zwickszong tolerancje na sole zotci, kwas cytrynowy i kwas
glukonowy, po wczesniejszej inkubacji w srodowisku hiperosmotycznym [10]. Ocenia
si¢, ze szkodliwos¢ skutkow szoku osmotycznego wywolanego obecno$cia soli jest
wicksza niz w obecnos$ci sacharydéw. Wynika to z tego, ze paleczki maja zdolnosc¢
regulowania wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego stezenia sacharydow, tj. laktozy
i sacharozy, poprzez aktywne pobieranie sacharydow ze srodowiska [6]. W §rodowisku
z dodatkiem soli zaobserwowano natomiast, ze moze dochodzi¢ do zjawiska poboru
substancji osmoaktywnych, tj. glicyny, betainy i karnityny przez utatwiong dyfuzje
(tzw. system QacT). Taki mechanizm wykryto u Lactobacillus plantarum, ochronny
efekt substancji osmoaktywnych powodowat zwigkszenie przezywalnosci w wyzszych
stezeniach soli [7]. Po przeniesieniu szczepu do srodowiska hipoosmotycznego docho-
dzito z kolei do szybkiego wyplywu glicyny i betainy z komoérek przez machanozalez-
ne kanaly bialkowe — system nie w pelni jeszcze poznany [8]. Badania odpowiedzi
pateczek fermentacji mlekowej na stres osmotyczny cho¢ obszerne, wcigz sa niewy-
starczajace, wiele aspektow wymaga jeszcze poznania. Ztozono$¢ zmian zachodzacych
na poziomie komérkowym pod wplywem stresu osmotycznego stwarza potrzebe roz-
szerzenia wiedzy z tego zakresu. Kluczowy w takich badaniach jest dobor odpowied-
niego narzedzia analitycznego. W badaniach odpowiedzi komoérek na stres osmotyczny
przydatna moze by¢ cytometria przeptywowa. Metoda taczy w sobie czuto$¢ technolo-
gii fluorescencyjnej z analizg pojedynczych komorek. Przy zastosowaniu cytometrii
wielobarwnej komorki pobierajg rézne barwniki fluorescencyjne, dzigki czemu mozna
je odrdézni¢ od siebie na podstawie barwy, wynikajacej z emitowania widma o réznej
dhugosci fali. Rezultatem jest wykres kropkowy zabarwionych komérek, z ktorych
kazda zwigzana jest z inng barwg fluorochromu. Na podstawie ilosci emitowanego
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swiatla kazdej barwy mozna zidentyfikowa¢ komorki rdznigce si¢ aktywnoscig fizjolo-
giczng [12].

Celem pracy byto okreslenie wptywu chlorku sodu w zakresie 0,5 + 2,5 % na ak-
tywnos$¢ fizjologiczng komorek szczepu Lactobacillus brevis, ktory wyizolowano
Z Zywnosci.

Material i metody badan

Zastosowano metode barwienia fluorescencyjnego CFDA/PI (dioctan karboksy-
fluoresceiny-jodek propidyny) wraz z cytometrig przeplywowa oraz mikroskopig epi-
fluorescencyjng. Barwienie CFDA/PI dobrano w celu oznaczenia aktywnos$ci esteroli-
tycznej komorek oraz wystepowania uszkodzen w ich btonach cytoplazmatycznych.
Badania wptywu stresu osmotycznego rozszerzono o okreslenie zdolnos$ci Lactobacil-
lus brevis do wzrostu na podtozach hodowlanych pod wplywem stresu z zastosowa-
niem posiewow ptytkowych. Badania aktywnosci fizjologicznej uzupeliono o analize
subpopulacji komorek po dostarczeniu komérkom glukozy 1 wezesniejszym dziataniu
czynnika stresowego, w celu porownania efektow tego zabiegu z oddziatywaniem sa-
mego stresu osmotycznego.

W badaniach uzyto szczepu Lactobacillus brevis, ktory wyizolowano z kiszonej
kapusty. Po ocenie cech morfologiczno-fizjologicznych szczepu, jego przynalezno$c
gatunkowa do Lb. brevis potwierdzono fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)
z uzyciem wyszukanych w bazie danych probeBase sond oligonukleotydowych 16S
RNA: sondy dla Eubacteria Eub338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT, sondy nonsen-
sownej Non338 ACT CCT ACG GGA GGC AGC, sondy dla rodzaju Lactobacillus
Lab158 GGT ATT AGC AYC TGT TTC CA oraz sondy dla gatunku Lactobacillus
brevis Lbrev CAT TCA ACG GAA GCT CGT TC.

Hodowle szczepu Lb. brevis w pozywce MRS (Merck) przenoszono do probowek
typu eppendorf, odwirowywano (3 min, 13 000 x g, MPW 65 R) i zawieszano w po-
zywce MRS z dodatkiem NaCl (POCH) o okreslonym stezeniu [%]: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
2,5 tak, aby uzyskaé wielkos¢ populacji rzedu ~10° komérek w badanych probkach.
Probe kontrolng stanowita taka sama objetos¢ hodowli zawieszona w pozywce MRS
bez dodatku chlorku sodu. Wszystkie probki inkubowano w temp. 30 °C przez 30 min,
a nast¢pnie odwirowywano (3 min, 13 000 x g) i zawieszano w buforze PBS (0,1 M,
pH 7.8). Do oznaczen fluorescencyjnych probki barwiono najpierw 50 uM CFDA
(dioctan karboksyfluoresceiny, Biochemika Fluka), inkubowano w temp. 37 °C przez
30 min w ciemnosci, nastgpnie 30 uM PI (jodek propidyny, Biochemika Fluka) przez
10 min w tazni lodowej, rowniez w ciemnosci [17]. Przygotowane w ten sposob probki
poddawano analizie cytometrycznej z uzyciem cytometru przeplywowego MoFlo™
(XDP — Beckman Coulter), wyposazonego w laser argonowy 488 nm oraz w odpo-
wiednie detektory fluorescencji: zielony (FL1) i czerwony (FL4). Przetworzenie sygna-
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hu fluorescencyjnego na sygnatl elektroniczny i obrobka z uzyciem oprogramowania
Summit Software 5.2 umozliwito ilustracje wynikow w postaci wykreséw kropko-
wych. Pola ograniczone ramkg na wykresach kropkowych pozwolity na podziat popu-
lacji komoérek na subpopulacje i oszacowanie ich udziatu procentowego. Ten sam ma-
terial postuzyt do przygotowania preparatow do oznaczen mikroskopowych. W tym
celu probki filtrowano, uzywajgc czarnych filtrow poliweglanowych typu: 0,2 um, @
13 mm i aparatu filtracyjnego (Millipore). Do przygotowania preparatow mikroskopo-
wych stosowano olejek niefluoryzujacy BackLight™ Mounting Oil (Molecular Pro-
bes). Analize preparatow mikroskopowych wykonywano w mikroskopie epifluore-
scencyjnym (Olympus BX51) zaopatrzonym we wiasciwe zestawy filtrow (U-MNB2:
470 + 490 nm; U-MNG2: 530 + 550 nm) i kamere Digital Colour XC10 (Olympus).
Uzyskane obrazy analizowano w programie cellSens Dimension wersja 1.5 (Olympus).
Komorki zliczano z 10 obrazéw mikroskopowych kazdej badanej probki i wyliczano
logarytm komodrek na mililitr (log kom./ml). Ponadto wykonywano posiewy po-
wierzchniowe z odpowiednich rozcienczen probek na podloze MRS-agar (Merck).
Inkubacje¢ prowadzono w temp. 30 °C przez 48 h, w warunkach beztlenowych (Anae-
rocult®C, Merck). Liczono kolonie i okreslano logarytm jednostek tworzacych kolonie
na mililitr (log jtk/ml). Te same probki, po dziataniu chlorku sodu w zakresie 0,5 +
2,5 %, poddawano nastepnie inkubacji z glukoza w stezeniu 20 mM w temp. 30 °C
przez 30 min i poddawano powtornej analizie cytometryczne;j.

Zalezno$¢ statystyczng migdzy przezywalnoscig Lb. brevis 1 stresem osmotycz-
nych analizowano testem Kruskala-Wallisa na poziomie istotnosci p = 0,05, przy uzy-
ciu programu Statistica wersja 10 (StatSoft).

Wiyniki i dyskusja

Srednie liczby bakterii Lb. brevis oznaczone dwiema metodami — ptytkows i bar-
wienia fluorescencyjnego CFDA — byly zblizone w prébkach: od kontrolnych do za-
wierajacych 2-procentowy dodatek NaCl (rys. 1). Najwigksze roznice migdzy dwiema
metodami zaobserwowano w probkach zawierajacych 2,5 % NaCl. Na podstawie licz-
by Lb. brevis oznaczonej metoda ptytkowa zaobserwowano, ze przezywalno$¢ szczepu
zmniejszyta si¢ w srodowisku o najwigkszym st¢zeniu chlorku sodu (2,5 %) o log N/N’
~ -1,0 (gdzie N to liczebno$¢ populacji oznaczona w probkach z 2,5-procentowym
NaCl, a N’ to liczebno$¢ populacji oznaczona w probkach kontrolnych). Na tej pod-
stawie mozna przypuszczac, ze cze¢$¢ komorek poddanych stresowi 2,5-procentowego
NaCl stracita tzw. hodowalnos¢, zachowujac aktywnos$¢ esterolityczng. Ten stan nazy-
wany jest stanem uspienia lub VBNC (ang. viable but nonculturable), czyli zywe, ale
nienadajace si¢ do hodowli [11]. Pomimo znacznego poziomu stresu osmotycznego
wywotanego 2,5-procentowym dodatkiem NaCl, obnizenie przezywalnosci, w odnie-
sieniu do tzw. hodowalnosci populacji, o jeden rzad logarytmiczny (rys. 1) nie bylo
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statystycznie istotne (p = 0,5494). Ta obserwacja pozwolita stwierdzi¢, ze szczep Lb.
brevis wykazal znaczng tolerancj¢ na dzialanie NaCl w badanym zakresie, co moze
czyni¢ go przydatnym w przemystowych procesach produkcyjnych o zwigkszonym
udziale soli.

9,4 -
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7.4 -
64 -

54 -

log jtk (kom.)/ml / log cfu (cells)/ml

a4 -
Kontrola/control 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% Nacl

Rys. 1. Liczba bakterii Lactobacillus brevis wyizolowanych z kiszonej kapusty w probkach kontrolnych
oraz poddanych dziataniu chlorku sodu w zakresie 0,5 + 2,5 %, oznaczona metoda ptytkowa (M)

oraz barwienia fluorescencyjnego CFDA (™)

Fig. 1. Count of Lactobacillus brevis bacteria isolated from fermented cabbage in control samples and
in samples treated with sodium chloride ranging from 0.5% to 2.5%, assayed using plate (M)
and CFDA fluorescent staining methods (™)

Badania stresu osmotycznego na przezywalnos$¢ szczepu Lactobacillus rhamno-
sus, wywotanego sacharoza w zakresie 0,1 + 1,5 M, z uzyciem metody plytkowej i
technologii fluorescencyjnej podjeli takze Sunny-Roberts i wsp. [17]. Autorzy wykaza-
li, Ze czg$¢ populacji stracita zdolno§¢ wzrostu na podtozach o znacznie zwigkszonej
osmolalnosci. W zalezno$ci od drobnoustroju, czynnikami obnizajacymi tzw. hodo-
walnos¢ mogg by¢ m.in. nieodpowiednia temperatura, kwasowo$¢ i osmolalnos¢ $ro-
dowiska, niedobor sktadnikow pokarmowych [12]. Obnizenie tzw. hodowalno$ci moze
by¢ efektem stresow $rodowiskowych, wigc zbadanie tego zjawiska wsrod bakterii
w roznych warunkach wymaga doboru odpowiedniego narzedzia analitycznego. Przy-
datno$¢ cytometrii przeptywowej w badaniach wplywu stresow $rodowiskowych na
przezywalno$¢ bakterii wykazato wielu badaczy [2, 3, 4, 5, 13, 14].

Aby pozna¢ zmiany aktywno$ci fizjologicznej komorek szczepu Lactobacillus
brevis wyizolowanego z zywnosci, probki bez dodatku chlorku sodu i z jego dodat-
kiem, w zakresie od 0,5 + 2,5 %, poddano analizie cytometrycznej. Do analizy cytome-
trycznej dobrano barwienie CFDA/PI (dioctan karboksyfluoresceiny/jodek propidyny)
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w celu oznaczenia aktywnoS$ci esterolitycznej i spojnosci blon cytoplazmatycznych
komorek. Identyfikacja aktywnosci esterolitycznej polegata na przenikaniu prefluoro-
chromu CFDA do wnetrza komorki, hydrolizy grupy dwuoctanowej przez esteraze
i powstaniu karboksyfluoresceiny, ktéra, gromadzac si¢ we wnetrzu komorki, nadaje
jej zielong fluorescencj¢ [13]. Komorki barwione PI to z kolei komoérki fluoryzujace na
czerwono, w wyniku przedostania si¢ fluorochromu do wnetrza komorki i interkalacji
jej DNA. Jodek propidyny o duzej masie czasteczkowej moze przedostawac si¢ tylko
przez uszkodzong blone¢ cytoplazmatyczng, co pozwala uzna¢ go za wskaznik komorek
uszkodzonych [12]. Na rys. 2. przedstawiono cytometryczne wykresy kropkowe prze-
badanych probek z procentowym udzialem subpopulacji komorek, ktoére analizowano
bezposrednio po dziataniu czynnika stresowego oraz nastgpujacej po nim inkubacji
z glukoza. Analiza cytometryczna pozwolita wyodrebni¢ cztery subpopulacje komorek
o nastepujacych parametrach: CFDAPI' — komorki niewykazujace aktywnosci
esterolitycznej z przerwang cigglosécig blony cytoplazmatycznej (ramka 1), CFDA'PI"
— komérki wykazujace aktywno$¢ esterolityczng i z uszkodzeniami w btonach (ramka
2), CFDAPI" — komorki nieaktywne esterolitycznie lub po aktywnym wypompowaniu
barwnika i z zachowang ciggloscig bton (ramka 3), CFDA'PI' — komorki, ktére
wykazuja aktywnos¢ esterolityczng i spojnos¢ blon cytoplazmatyczych (ramka 4).

W probkach kontrolnych, bez dodatku NaCl, wykazano przede wszystkim wyste-
powanie komorek o aktywno$ci esterolitycznej, gdyz sumarycznie ponad 99 % popula-
cji wystgpita w ramce 4. oraz w ramce 2., niezaleznie od etapu, po ktérym wykonano
analiz¢ (rys. 2 A;,). Probki z dodatkiem NaCl w zakresie 0,5 + 2,5 % wykazywaly
odmienny stan fizjologiczny populacji. Znaczna cz¢$¢ populacji (40 + 60 %) to ko-
morki po lizie bton cytoplazmatycznych z ramki 1., przy jednoczesnym zmniejszeniu
udziatu komorek aktywnych z ramki 4. oraz 2. i zwigkszeniu udzialu komoérek w ramce
3. (rys. 2 B;-Fy). Inkubacja z glukoza zmienita proporcje subpopulacji w probkach
poddanych dziataniu NaCl w zakresie 1,0 +~ 2,5 %. Probki z dodatkiem NaCl w ilosci
[%]: 1,0, 1,5, 2,0 1 2,5 po inkubacji z glukoza cechowaty si¢ mniejszym udzialem ko-
morek w ramce 1. oraz zwigkszonym udziatlem komoérek w ramce 2. i ramce 4. (rys. 2
C,-F,) w poréwnaniu ze stanem przed dostarczeniem komérkom glukozy.

Wykresy przedstawiajace udziat komorek z uszkodzeniami (z ramki 1.1 2.) 1 z ak-
tywnoscig esterolityczng (z ramki 2. i 4.) — rys. 3 — pozwalajg stwierdzi¢, ze udziat
komorek z uszkodzeniami byt stosunkowo staty w probkach z dodatkiem chlorku sodu,
niezaleznie od jego stezenia i etapu poddanego analizie. Swiadczy¢ to moze o nieod-
wracalnos$ci zjawiska lizy bton cytoplazmatycznych lub/i interkalacji DNA jodkiem
propidyny wywotanym wptywem NaCl. Tendencje udzialu komorek wykazujacych
aktywnos$¢ w probkach w zakresie 1,0 + 2,5 % NaCl po inkubacji z glukoza roéznity sig
od probek przed inkubacjg. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze czes¢ populacji
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Rys. 2.

Fig. 2.
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Cytometryczne wykresy kropkowe z probek kontrolnych (A), probek z dodatkiem 0,5 % NaCl
(B), 1,0 % NaCl (C), 1,5 % NaCl (D), 2,0 % NaCl (E) i 2,5 % NaCl (F) po okreslonych etapach
badawczych (bezposrednio po dziataniu stresu osmotycznego — ;| i nastgpnie po inkubacji z glu-
koza (- )

Cytometris scatter-plots ref. to: (A) control samples, (B) samples with addition of 0.5 % NaCl,
(C) 1.0 % NaCl, (D) 1.5 % NaCl, (E) 2.0 % NaCl, and (F) 2.5 % NaCl after specific research
stages (immediately after osmotic stress action — | and, next, after incubation with glucose — ;)
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Rys. 3.

Fig. 3.
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odzyskata aktywnos¢ esterolityczng po przywroéconym dostepie do zrodta wegla, sty-
mulujac aktywnos$¢ metaboliczng. Liz¢ blon cytoplazmatycznych pateczek w wyniku
stresu osmotycznego pod wptywem trehalozy, ale nie pod wptywem sacharozy, po-
twierdzajg Sunny-Roberts i wsp. [16, 17, 18]. Stres szczepu Lb. rhamnosus wywotany
sacharozg nie zmienit istotnie aktywno$ci metabolicznej komorek, w przeciwienstwie
do trehalozy, ktorej zwigkszenie stg¢zania powodowato zmniejszenie udziatu komorek
aktywnych esterolitycznie na rzecz komorek z uszkodzeniami w btonach. Inne badania,
spojnosci btony cytoplazmatycznej Lb. rhamnosus pod wptywem ultradzwickow wy-
kazaty, ze czynnik ten nie wywotat w blonach prawie zadnych uszkodzen [1].

Porownania te potwierdzaja, ze zdolno$¢ pateczek Lactobacillus do znoszenia
efektow stresu srodowiskowego sa zrdznicowane i gatunkowo zalezne. Coraz wiecej
wiadomo o zachowaniu si¢ pateczek w s$rodowisku hiperosmotycznym, ale wiele
aspektow jest jeszcze niezbadanych i niewyjasnionych. Ztozono§¢ zmian zachodza-
cych na poziomie komoérkowym pod wpltywem réznych czynnikow osmotycznych
stwarza potrzebe¢ dalszego rozszerzenia badan z tego zakresu.

Whioski

1. Na podstawie poréwnania wynikow oznaczen fluorescencyjnych z wynikami meto-
dy ptytkowej stwierdzono, ze cze$¢ populacji Lactobacillus brevis stracita tzw. ho-
dowalno$¢ w §rodowisku o najwigkszym stezeniu chlorku sodu, tj. 2,5 %. Jedno-
cze$nie wykazano znaczng tolerancj¢ Lb. brevis na dzialanie chlorku sodu
w zakresie ponizej tego st¢zenia.

2. Metoda cytometrii wielobarwnej wykazano wzrost udziatu komorek Lb. brevis
z uszkodzeniami w btonach cytoplazmatycznych i zmniejszenie udziatu komorek
aktywnych esterolitycznie pod wptywem stresu osmotycznego. Zaobserwowano, ze
cze$¢ populacji komorek Lb. brevis odzyskiwata aktywno$¢ esterolityczng w obec-
nosci glukozy, po ustgpieniu stresu osmotycznego. Wiedza z tego zakresu przyczy-
ni¢ si¢ moze do wyboru odpowiednich szczepéw w konkretnych procesach bio-
technologicznych.

3. Stres osmotyczny wywotany chlorkiem sodu uruchamia mechanizmy odpowiedzi
pateczek, ktore determinujg ich funkcjonowanie, uwarunkowane zmianami w ak-
tywnosci metabolicznej 1 spojnosci bton cytoplazmatycznych.

Prace zaprezentowano podczas V Sympozjum Naukowego nt. ,, Probiotyki w Zyw-
nosci” Kiry k. Zakopanego, 23 - 25.04.2014 r.
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RESPONSE OF LACTOBACILLUS BREVIS CELLS TO OSMOTIC STRESS RESEARCHED BY

FLOW CYTOMETRY
Summary

Lactic acid rod-shaped bacteria stand the effects of osmotic stress in natural living environments as

well as in food production process. The complexity of changes occurring in cells as a result of osmotic
stress creates the need for extending the knowledge of its effect on the physiological condition of rod-
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shaped Lactobacillus bacteria. The objective of the study was to determine the effect of sodium chloride
ranging from 0.5 to 2.5 % on the physiology of cells of Lactobacillus brevis strain isolated from food.
A flow cytometry was applied and a fluorescent staining CFDA / PI (carboxyfluorescein diacetate / pro-
pidium iodide) was chosen to determine the metabolic activity and integrity of cytoplasmic membranes of
cells. Based on the cytometric analysis, four groups were identified of cells with particular parameters: 1:
CFDAPI'; 2: CFDA'PI'; 3: CFDAPI'; and 4: CFDAPT, and their percent content depended on the sodi-
um chloride added to the samples analyzed. In the samples studied, it was found that the content of cells in
group 1 increased and in group 4 decreased; this was evidence of the increase in the percent content of
cells with damages in cytoplasmic membranes and of the decrease in the percent content of active cells.
Based on the plate count results, it was proved that part of the L. brevis population lost culturability in the
environment with the highest concentration of sodium chloride: 2.5 %. Furthermore, it was found that the
L. brevis strain showed a considerable tolerance to the action of sodium chloride within the range studied
and the knowledge in this area might be useful to research the suitability of Lactobacillus strains for
industrial processes using screening methods.

Key words: Lactobacillus brevis, osmotic stress, flow cytometry, tolerance to NaCl action
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