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Streszczenie

W niektorych gateziach przemystu bakterie Lactobacillus spp. moga by¢ niepozadane i odpowiedzial-
ne za wady produktéw, np. w browarnictwie czy winiarstwie. Ich obecno$¢ w srodowisku przemystowym
jest wynikiem przystosowania si¢ do niekorzystnych warunkéw, cho¢ nie wszystkie mechanizmy sa
w pelni poznane. Celem podjetych badan byla ocena stanu fizjologicznego komoérek Lactobacillus spp.
poddanych dziataniu stresu wywotanego srodkami dezynfekcyjnymi. Analiz¢ przeprowadzono za pomoca
barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD BacLight™, ktore pozwolito okresli¢ zywotno$¢ komorek na
podstawie ciagglosci bton cytoplazmatycznych oraz metoda posiewow ptytkowych do oznaczenia liczby
bakterii tworzacych kolonie. Réznica miedzy zywotnoscia a hodowalnoscig bakterii wykazata obecnos$ci
komoérek w stanie nichodowalno$ci VBNC (ang. viable but nonculturable). Tego rodzaju obserwacje
wskazuja na potrzebe szerszego zglebienia fizjologii Lactobacillus spp. w odpowiedzi na stresy §rodowi-
skowe. Badania z tego zakresu moga by¢ réwniez istotne dla kontroli mikrobiologicznej $rodowiska
przemystowego.

Stowa Kkluczowe: Lactobacillus spp., stan fizjologiczny, stan VBNC, barwienie fluorescencyjne,
posiewy ptytkowe

Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus znajduja zastosowanie w przemysle spozyw-
czym oraz farmaceutycznym ze wzgledu na pozadane wilasciwosci technologiczne
i funkcjonalne [5]. Niekiedy moga by¢ jednak odpowiedzialne za wady produktow np.
w browarnictwie czy winiarstwie. Paleczki fermentacji mlekowej prowadzace fermen-
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tacje piwa moga prowadzi¢ do jego zmetnienia i wystepowania obcych posmakow
[17]. Lista wyizolowanych i zidentyfikowanych gatunkow Lactobacillus powoduja-
cych wady pochodzenia mikrobiologicznego piwa jest coraz dtuzsza i obejmuje: L.
brevis, L. brevisimilis, L. lindneri, L. buchneri, L. casei, L. curvatus, L. corynefermis,
L. malefermentans, L. parabuchneri, L. plantarum, L. backii, L. collinoides, L. rossie
[19]. Produkcja kwasu mlekowego i kwasdéw lotnych przez bakterie fermentacji mle-
kowej w winie moze prowadzi¢ do utraty jego klarownosci, zmiany zapachu kojarza-
cego si¢ z zapachem kiszonej kapusty, zsiadtego mleka lub tzw. smaku stodko-
kwasnego. [2]. Przyczyng wad wina moze by¢ tez niekontrolowana fermentacja malo-
laktyczna, a w przypadku duzej zawartosci glukozy i fruktozy — niepozadane zakwa-
szenie. Heterofermentatywne szczepy Lactobacillus moga redukowaé fruktoze do
mannitolu, co powoduje nieprzyjemny zapach i smak [17]. Niekorzystna cechg bakterii
fermentacji mlekowej moze by¢ wytwarzanie toksycznych dla czlowieka amin biogen-
nych, np. histaminy. Ryzyko kontaminacji mikrobiologicznej prowadzace do zepsucia
produktu zwigzane jest z wieloma aspektami technicznymi i procesowymi produkcji.
Najwazniejsze zaleza od uktadu linii produkcyjnej i sposobu pasteryzacji [19]. Rownie
istotna jest skuteczno$¢ procesow mycia i dezynfekcji majacych na celu usunigcie
drobnoustrojow z przestrzeni produkcyjnych, cho¢ nie wolno pomija¢ coraz czesciej
zglaszanego problemu narastania opornosci i tolerancji bakterii na stosowane zabiegi
dezynfekcyjne [6]. Wazna jest takze wlasciwa kontrola jakosci mikrobiologicznej
i bezpieczenstwa produktu [1]. W celu zabezpieczenia produktu w procesie wytwor-
czym nalezy stosowa¢ odpowiednio dobrane procedury, reagowac dostatecznie szybko
na niepozadane zmiany a takze wprowadza¢ innowacje w zwalczaniu i zapobieganiu
kontaminacji.

Celem pracy bylo oznaczenie opornosci Lactobacillus spp. na $rodki dezynfek-
cyjne na bazie aktywnego chloru oraz czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych,
najczesciej stosowane w przemysSle spozywczym oraz ocena stanu fizjologicznego
komorek pod wplywem zastosowanych srodkow.

Materialy i metody badan

Do zrealizowania celu pracy zastosowano klasyczna metode ptytkowa i metode
barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD BacLight™. Badano zatem opornos$¢ bakte-
rii Lactobacillus spp. na $rodki dezynfekcyjne oraz okre§lano stan fizjologiczny komo-
rek w obecnosci srodkow dezynfekcyjnych, aby opisa¢ stan niechodowalnosci okreslany
jako VBNC (ang. viable but nonculturable).

Organizacja doswiadczenia polegata na oznaczeniu minimalnego stezenia hamu-
jacego (MIC — ang. minimal inhibitiry concentration) $srodkéw dezynfekcyjnych Pur-
sept (Merz) i Medicarine (Ecolab) w stosunku do szczepow Lactobacillus spp.: L.
plantarum la, L. plantarum 4a, L. plantarum 6a, L. plantarum 7a, L. plantarum 8a, L.
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plantarum 1c, L. plantarum 6b, L. curvatus 17b, L. curvatus 23b. Medicarine to $ro-
dek, ktory zawiera aktywny chlor (dichloroizocyjanuran sodu, NaDCC), natomiast
Pursept jest preparatem na bazie czwartorzedowych zwigzkow amoniowych, ktory
zawiera przede wszystkim chlorek didecylodimetyloamoniowy (DDAC). Sporzadzano
szereg rozcienczen Srodkow dezynfekcyjnych w zakresie 2,0 + 0,06 % poprzez doda-
nie do proboéwek odpowiednich ilosci pozywki MRS (Merck) oraz danego $rodka. Do
kazdej tak przygotowanej probowki dodawano po 100 pl hodowli badanego szczepu.
Nastepnie prowadzono inkubacje w temp. 30 °C przez 24 h. Po tym czasie sprawdzano,
w ktorych probowkach hodowle rozwingty si¢ (wizualna obserwacja zmetnienia). Naj-
nizsze stezenie srodka, przy ktorym bakterie nie rozwijaty si¢ (brak zmetnienia) wy-
znaczalo minimalne st¢zenia hamujace — MIC. Jako odno$nik prowadzono rownocze-
$nie hodowle kontrolne, bez dodatku $rodkow dezynfekcyjnych. Nastepnie badano
przezywalnos¢ i zamieranie populacji Lactobacillus spp. podczas 6-dniowych hodowli
bez dodatku Medicarine oraz Pursept i z ich udzialem w st¢zeniach MIC. Wykonywa-
no analizy ilo$ciowe z uzyciem metody fluorescencyjnego barwienia LIVE/DEAD®
oraz posiewow plytkowych. Hodowle zaszczepiano Lactobacillus spp. w ilo$ci okoto 7
jednostek logarytmicznych.

Odpowiednie rozcieficzenie kazdej hodowli barwiono zestawem LIVE/DEAD®
(BacLight™ Bacterial Viability Kit, Molecular Probes). Jest to zestaw dwoch barwni-
kow — SYTO™9 oraz jodku propidyny — PI (ang. propidium iodide). SYTO™9 o malej
masie czgsteczkowej przenika do wnetrza komorki przez spojne blony cytoplazma-
tyczne, a Pl o duzej masie czasteczkowej przenika tylko do tych z uszkodzeniami
w blonach. Zastosowanie zestawu LIVE/DEAD®™ umozliwia zatem zréznicowanie po-
pulacji bakterii na komorki zywe i komorki martwe pod wzgledem roznic w ciaglosci
bton cytoplazmatycznych [13]. Probki barwiono zgodnie ze wskazaniami producenta
i inkubowano przez 30 min w temp. 37 °C bez dostgpu $wiatta. Nastgpnie probki fil-
trowano przy uzyciu czarnych filtrow poliweglanowych o parametrach: 0,2 pm,
O 13 mm 1 aparat filtracyjny (Millipore). Przy sporzadzaniu preparatoéw mikroskopo-
wych stosowano olejek niefluoryzujacy BackLight™ Mounting Oil (Molecular Pro-
bes). Do czasu analizy mikroskopowej preparaty przechowywano w stanie zamrozenia
(temp. -20 °C). Mikroskop epifluorescencyjny (Olympus BX51) zaopatrzony we wla-
sciwe zestawy filtrow (U-MNB2: 470 + 490 nm; U-MNG?2: 530 + 550 nm) oraz kame-
re Digital Colour XC10 (Olympus) uzywano do analizy preparatéw mikroskopowych.
Do analizy obrazu stosowano program cellSens Dimension wersja 1.5 (Olympus).
Komoérki zliczano z 20 obrazow mikroskopowych kazdej badanej probki, wyliczano
log komérek na mililitr (log kom./ml) i u$rednione wyniki przedstawiano na wykre-
sach. W celu oznaczenia liczby bakterii metoda ptytkowa wykonywano posiewy po-
wierzchniowe z odpowiedniego rozcienczenia na podioze MRS-agar (Merck),
w dwoch powtdrzeniach z kazdej badanej probki. Inkubacje prowadzono w temp.
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30 °C przez 72 h w warunkach beztlenowych (Anaerocult®C, Merck). Okreslano log
jtk/ml 1 usrednione wyniki przedstawiano w postaci wykresow.

W celu ustalenia czy wielko$¢ populacji Lactobacillus spp. zmienila si¢ staty-
stycznie istotnie w czasie hodowli bez srodkow dezynfekcyjnych i z ich dodatkiem
zastosowano analiz¢ wariancji Anova z powtarzanymi pomiarami lub analiz¢ wariancji
Anova dla rang Friedmana. W celu rozstrzygnigcia, czy wyniki liczby komorek Lacto-
bacillus spp. otrzymane dwiema metodami (LIVE® oraz metoda ptytkowa) réznia si¢
statystycznie istotnie od siebie zastosowano test U Mann-Whitneya. Weryfikacje staty-
styczng prowadzono na poziomie istotnosci p = 0,05. Obliczenia statystyczne wyko-
nywano w programie Statistica, wersja 10 (StatSoft).

Wiyniki i dyskusja

W zaleznosci od zastosowanego preparatu dezynfekcyjnego (i szczepu, na ktory
oddziatuje) mozna obserwowa¢ odmienny ich wptyw na hodowlg bakteryjna, dlatego
tez warto$ci MIC obu preparatow wynosity 0,06 + 0,25 %. Metoda MIC postuzyla
oznaczeniu opornosci szczepow Lactobacillus na $rodki dezynfekcyjne, jednak nie
dostarczyla wiedzy o zmianach stanu fizjologicznego komorek bakteryjnych, zacho-
dzacych pod wptywem tych $rodkow. Na podstawie badan opisanych w literaturze,
w ktorych zastosowano metod¢ MIC, wykazano, ze np. sposrod 320 szczepow bakterii
fermentacji mlekowej wyizolowanych ze srodowiska przemystu spozywczego 1,5 %
byto opornych, a 17,5 % wykazato tolerancj¢ na $rodek na bazie czwartorzedowych
zwigzkoéw amoniowych — chlorek benzalkoniowy (BC). Dowiedziono, ze nie kryje si¢
za tym obecnos$¢ gendw gac (ang. quaternary ammonium compounds) [6, 16]. W in-
nych badaniach, w ktorych sprawdzano MIC dwutlenku chloru w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich, wykazano, ze wartosci MIC w przypadku Lactobacillus plantarum
i Lactobacillus fermentum byty wyzsze niz Bacillus subtilis czy Leuconostoc mesente-
roides (odpowiednio [ppm]: 125, 75, 10, 50) [7]. Aby doktadniej pozna¢ odpowiedz
i stan fizjologiczny komorek Lactobacillus spp. na $rodki dezynfekcyjne w badaniach
whasnych przeprowadzono analiz¢ z barwieniem SYTO®9/PI i posiewami na podtoze
state hodowli Lactobacillus spp. z dodatkiem $rodkow o wartosci MIC i poréwnano
z hodowlg kontrolna.

Wykres liczby bakterii Lactobacillus spp. w hodowli kontrolnej bez dodatku
srodkow dezynfekcyjnych przedstawiono na rys. 1. Przyrost populacji Lactobacillus
spp., ktory nastapit w pierwszych dniach hodowli, oznaczono zarowno metodg fluore-
scencyjnego barwienia — LIVE®, jak i metoda ptytkowa; maksymalna liczba wyniosta
okoto 8 log komorek/ml [log jtk/ml]. W tym samym czasie obserwowano wzrost liczby
komorek martwych — DEAD®, ich liczba zwickszata sie istotnie (p = 0,001) do ostat-
niego dnia hodowli. Obumieranie populacji Lactobacillus spp. zaobserwowano metoda
fluorescencyjnego barwienia — LIVE® i metoda ptytkowa. Liczba komorek w ostatnim
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dniu hodowli obnizyla si¢ istotnie (p < 0,001) do poziomu okoto 6 jednostek logaryt-
micznych. Liczby komérek zywych — LIVE® i komérek hodowalnych — oznaczonych
metodg ptytkowa w ostatnim dniu hodowli nie roznily si¢ statystycznie istotnie
(p = 0,880). Przeciwnej obserwacji dokonano podczas porownania liczby komorek
w hodowlach z dodatkiem §rodkéow dezynfekcyjnych.
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Rys. 1. Liczba Lactobacillus spp. podczas 6-dniowej hodowli bez dodatku dezynfektantéw oznaczona
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dwiema metodami analizy iloSciowej (barwienie: "'B'"LIVE®, = DEAD®; plytkowa:

Fig. 1. Lactobacillus spp. counts estimated while growing bacteria for 6 days without disinfectants
added and using 2 methods of quantitative analysis (staining: S LIVE®, © DEAD®;

plating: =77 7" )

Liczby komorek Lactobacillus spp. w hodowli z dodatkiem preparatu Medicarine
oznaczone dwiema metodami — LIVE®™ i plytkowa poczatkowo byly zblizone (rys. 2).
Kolejne dni hodowli pozwolily zaobserwowa¢ réznice pod wzgledem liczby komorek
Lactobacillus spp. oznaczone metoda fluorescencyjnego barwienia — LIVE® i metoda
plytkowa. Liczba komorek hodowalnych w metodzie ptytkowej obnizyla si¢ wpierw
do poziomu okoto 3 log jtk/ml i w koncu < 2 log jtk/ml. Zmiana ta byla statystycznie
istotna (p = 0,009). W tym samym okresie liczba komoérek zywych — LIVE® byta stata
i nie zmienila si¢ istotnie (p = 0,056). Roznica miedzy metodami LIVE® i plytkowa
pod wzgledem liczby Lactobacillus spp. w badanym okresie byla znaczaca (okoto 6
logarytméw) i istotna (p < 0,001). Na podstawie przedstawionych réznic stwierdzono,



METODA BARWIENIA FLUORESCENCYJNEGO LIVE/DEAD BacLight™ W BADANIACH STANU... 77

ze komorki zachowaly swojg zywotnos¢, ale przeszty do stanu nichodowalnego,
VBNC, gdyz nie wykazaty wzrostu na podtozach.
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Rys. 2. Liczba Lactobacillus spp. podczas 6-dniowej hodowli z dodatkiem $rodka Medicarine oznaczo-

na dwiema metodami analizy ilosciowej (barwienie: I LIVE®, = DEAD"; ptytkowa:

Fig. 2. Lactobacillus spp. counts estimated while growing bacteria for 6 days with Medicarine agent

added and using 2 methods of quantitative analysis (staining: B LIVE®, = DEAD®;
plating: =77 7" )

Wykres przezywalno$cii zamierania populacji Lactobacillus spp. w $rodowisku
ze srodkiem Pursept przedstawiono na rys. 3. Podobnie jak w hodowlach z preparatem
Medicarine liczby Lactobacillus spp. oznaczone dwiema metodami — LIVE® i ptytko-
wa byly poczatkowo zblizone. Roznice pod wzgledem liczby Lactobacillus spp. zaob-
serwowano od pierwszego dnia hodowli, w ktérym liczby komoérek oznaczone metoda
LIVE" i ptytkowa roznity sie (p < 0,001) o ok. 4 jednostki logarytmiczne i wiccej
w kolejnych dniach. Ostatecznie populacja Lactobacillus spp. nie wykazata wzrostu na
podtozach. Liczba komorek zywych — LIVE® pozostata przez dhuzszy czas stata, a pod
koniec hodowli zmniejszyta si¢ (p < 0,001) o 0,8 cyklu logarytmicznego. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze komorki zachowaty swoja zywotnos¢, na co
wskazujg wyniki liczby komoérek zywych — LIVE®, a ktére sugerujg stan VBNC komo-
rek.
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Rys. 3. Liczba Lactobacillus spp. podczas 6-dniowej hodowli z dodatkiem $rodka Pursept oznaczona
dwiema metodami analizy ilosciowe]j (barwienie: g LIVE®, = DEAD®; plytkowa:
""" )

Fig. 3. Lactobacillus spp. counts estimated while growing bacteria for 6 days with Pursept agent added

and using 2 methods of quantitative analysis (staining: S LIVE®, ©— = DEAD"; plat-

Zastosowane w badaniach metody analizy ilosciowej pozwolity zaobserwowaé
roznice fizjologii populacji Lactobacillus spp. w hodowlach ze $rodkami dezynfekcyj-
nymi. Uzyskane wyniki dowodza, ze komorki Lactobacillus spp. moga przystosowy-
wac si¢ do niekorzystnych warunkéw. Stan zmian fizjologicznych zostat opisany
wsrod bakterii nieprzetrwalnikujacych jako VBNC, czyli stan zywotnosci przy zanie-
chaniu hodowalnosci, bez wzrostu na podtozu mikrobiologicznym [3, 11, 14]. W tych
badaniach zywotnos$¢ odniesiono do spojnosci blon cytoplazmatycznych komoérek Lac-
tobacillus spp., ktora byta wczesniej oceniana np. w produktach mleczarskich podczas
przechowywania [14, 18], ale nie po ekspozycji na $rodki dezynfekcyjne. Zachowanie
spojnosci btony cytoplazmatycznej przesadza o utrzymaniu potencjatu btony — w kon-
tekscie funkcjonalnosci niezwykle istotne np. w syntezie ATP czy transporcie. Jednak
intensywnos$¢ prowadzanych proceséw oraz biatka biorgce w nich udziat moga podle-
ga¢ zmianom. Odkryto, ze bakterie w stanie VBNC majg znacznie obnizony poziom
aktywnos$ci metabolicznej, produkowane sg inne niz zwykle bialka, a istniejace podle-
gaja modyfikacjom sktadu [11, 15]. Tego rodzaju doniesienia stwarzaja potrzebe roz-
szerzenia zakresu wiedzy odno$nie do fizjologii bakterii oraz zastosowania alternatyw-
nych technik badawczych. Metody cytologiczne tj. zastosowana metoda barwienia
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fluorescencyjnego okazuja si¢ pomocne w takich badaniach. Odpowiednio dobrane
barwniki fluorescencyjne moga dostarczy¢ informacji na temat zmian w spojnosci
1 potencjale bton cytoplazmatycznych, wewnatrzkomorkowej aktywnosci enzymatycz-
nej, aktywnosci biosyntetycznej, uszkodzeniu genomu komorki [8, 9, 10, 13, 18]. Po-
znanie zakresu tych zmian w komdérkach pozwoli zrozumie¢ ich zachowanie w $rodo-
wisku przemystowym, szerzej przeanalizowaé procesy mycia i dezynfekcji oraz
kontrolg samego produktu. Wptyw komérek VBNC na jako$¢ zywnosci, ocena ryzyka
zepsucia produktu w efekcie kontaminacji komoérkami VBNC, okreslenie ich krytycz-
nego poziomu zanieczyszczenia czy mozliwosci powrotu do stanu petnej aktywnosci
w trakcie procesu wytwdrczego to zagadnienia wymagajace wyjasnienia. Ponadto za-
stosowanie cytologicznej analizy ilo§ciowej moze wspomoc laboratoria przemystowe
w kontroli mikrobiologicznej produktow. Dotyczy to zwlaszcza piwa czy wina, kto-
rych tatwos¢ przefiltrowania usprawnia procedur¢ badawcza. Szybka analiza umozliwi
wczesne wykrycie zanieczyszczenia mikrobiologicznego. Aspekt ten jest bardzo waz-
ny w kontekscie wykrywania Lactobacillus spp., gdyz potwierdzenie obecnosci Lacto-
bacillus spp. z uzyciem klasycznych metod hodowlanych trwa co najmniej kilka dni.
W odniesieniu do rentownosci linii produkcyjnych, ktorych czesto nie mozna poddaé
kwarantannie, wczesne wykrycie kontaminacji jest utrudnione. W niektorych przypad-
kach jest to wrgcz niemozliwe — jesli kontaminacja jest spowodowana komorkami
niedajgcymi wzrostu na podtozach mikrobiologicznych. Fluorescencyjne metody bar-
wienia mogg by¢ alternatywa, a dodatkowe zastosowanie sond oligonukleotydowych,
specyficznych dla gatunkow Lactobacillus (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ —
FISH), moze usprawnic¢ identyfikacje pateczek [1, 4, 12].

Whioski

1. Poréwnanie wynikéw otrzymanych z zastosowaniem dwoch metod analizy pozwo-
lito uzyska¢ obraz stanu fizjologicznego komorek Lactobacillus spp. w hodowlach
ze $srodkami dezynfekcyjnymi. Wynika z nich, ze duza czgs¢ populacji komorek
Lactobacillus spp. zachowuje zywotno$¢ po dzialaniu $rodkéw dezynfekcyjnych,
ale przechodzi do stanu VBNC, czyli nichodowalnego, ale ich btony cytoplazma-
tyczne pozostajg spojne.

2. Metoda barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD BacLight™ umozliwia osza-
cowanie udziatlu komoérek zywych i martwych w hodowlach Lactobacillus spp.

Praca zostala zaprezentowana na IV Sympozjum Naukowym nt. ,, Probiotyki
w zywnosSci”, Kiry k. Zakopanego, 24 - 25.04.2013 r.
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FLUORESCENT STAINING METHOD WITH USE OF LIVE/DEAD BACLIGHT " KIT IN
STUDIES ON PHYSIOLOGICAL STATE OF LACTOBACILLUS SPP

Summary

In some industries, Lactobacillus spp. may be undesirable and responsible for defects in food products
as, e.g., in the brewing or wine-making industries. Their occurrence in the food processing environment
results from their adaptation to adverse conditions; however, not all of the mechanisms have been fully
identified. The objective of the research study was to evaluate the physiological state of Lactobacillus spp.
cells exposed to disinfectants-induced stress. The analysis was performed using a fluorescent staining
method with a LIVE/DEAD BacLight™ kit so as to make it possible to determine the viability of cells
based on the integrity of cytoplasmic membrane, as well as a culture plating method to estimate the count
of colony-forming bacteria. The difference between the viable and culturable cell counts proved the occur-
rence of VBNC (viable but non-culturable) cells. These observations indicate that there is a need to better
explore the physiology of Lactobacillus spp. cells responding to environmental stresses. The studies in this
domain may also be significant for microbiological control of the food processing environment.

Key words: Lactobacillus spp., physiological state, VBNC state, fluorescent staining, culture plating
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