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ODPOWIEDZ BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWEJ
NA STRES - STADIUM VBNC

Streszczenie

Stadium VBNC (ang. viable but nonculturable) oznacza populacje zywych komorek bakteryjnych,
niewykazujaca wzrostu na podtozach mikrobiologicznych. Stan ten ws$rdd bakterii fermentacji mlekowe;j
moga wywola¢: zmienne warunki temperaturowe, obnizone pH srodowiska, obecno$¢ soli zdtci i innych
substancji bakteriostatycznych. Populacji zachowujacej stadium VBNC nie moze bada¢ tradycyjnymi
metodami z uwagi na ograniczajace kryterium, jakim jest zdolno$¢ wzrostu bakterii na podtozach soft
mikrobiologicznych. Stosowanie technik, ktore stuza badaniu réznych anatomicznych lub/i fizjologicz-
nych parametréow komorek, niezaleznie od ich zdolnosci do wzrostu na podlozach hodowlanych, jest
uzasadnione w aspekcie oceny bakterii fermentacji mlekowej pod wzgledem przydatnosci, funkcjonalno-
$ci 1 bezpieczenstwa.

Stowa kluczowe: stadium VBNC, bakterie fermentacji mlekowej, czynniki stresowe, techniki badania
stadium VBNC

Wprowadzenie

Od momentu pojawienia si¢ w latach 80. XX w. pierwszych doniesien o istnieniu
stadium VBNC (ang. viable but nonculturable) bakterii, sukcesywnie wzrasta liczba
odkrywanych drobnoustrojéw o zdolnosci przechodzenia w ten stan i czynnikéw mo-
gacych ten stan wywota¢. Stadium VBNC komorek cechuje brak zdolnosci wzrostu na
podtozach mikrobiologicznych mimo wykazywania aktywnosci fizjologicznej i meta-
bolicznej [20, 23]. Znaczenie bakterii patogennych i niepatogennych przechodzacych
w fazg VBNC skupia uwagg naukowcow z dziedziny medycyny, biorekultywacji gleby
oraz w technologii zywnosci. Wystgpowanie tego zjawiska zaobserwowano wsrod
takich drobnoustrojow, jak: Burkholderia spp., Campylobacter spp., Escherichia coli,
Enterobacter spp., Enterococcus spp., Klebsiella spp., Lactobacillus spp., Lactococcus
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spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Shi-
gella spp. Vibrio spp. iin. [19]. Komodrki w stadium VBNC wykazuja obnizong aktyw-
no$¢ fizjologiczna i metaboliczng. Nastgpuje synteza bialek i modyfikacja ich sktadu
na korzys$¢ tzw. biatek glodowych (ang. starvation proteins) i szoku termicznego (tzw.
chaperonow), ktore zwigkszaja opornosé¢ na niekorzystne warunki. Dochodzi do utraty
spojnosci blony cytoplazmatycznej, ktéora powoli ulega peknigciom, jak i podlega
zmianom sktadu kwasow thuszczowych. W celu podtrzymania potencjatu membrano-
wego obserwuje si¢ tez obnizenie transportu aktywnego i aktywnosci respiracyjne;j.
Komoérki w stanie VBNC moga mie¢ zmienione ksztalty, moze dochodzi¢ do ich mi-
niaturyzacji, znacznego wydtuzenia lub przechodzenia w forme kulista (rys. 1). Kieru-
nek zmian jest niejednoznaczny, zalezy indywidualnie od szczepu i rodzaju czynnika
stresujacego, ktory te zmiany wywotuje [23]. Mozna oczekiwac, ze np. niezadowalaja-
cy stan fizjologiczny komorek bakteryjnych bgdzie si¢ przejawiat zanikiem zjadliwosci
drobnoustrojow chorobotworczych. Jednak wyniki badan zdaja si¢ tego nie potwier-
dza¢ — Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Legionella spp., Vibrio cholerae,
Vibrio vulnificus to liczna grupa drobnoustrojow zachowujacych zdolno$¢ infekcji
w stanie VBNC [23]. Wsrod warunkow zasadniczo wptywajacych na zmiang statusu
nalezy wymieni¢: czynniki chemiczne (réznego typu substancje bakteriostatyczne),
fizyczne (wysoka i niska temperatura, zmiany pH), ci$nienie osmotyczne, natlenianie,
glodzenie [12, 20]. Ocena stanu fizjologicznego drobnoustrojéw w warunkach nie-
sprzyjajacych staje si¢ wowczas wyzwaniem z uwagi na trudnosci z doborem odpo-
wiednich metod analitycznych. Zahamowanie procesOw rozmnazania pod wpltywem
niekorzystnych czynnikoéw ogranicza mozliwosci zastosowania standardowych metod
polegajacych na okresleniu zdolnosci do wzrostu populacji i tworzenia kolonii na pod-
tozach mikrobiologicznych. W celu oznaczenia populacji w stanie VBNC uzasadnione
jest poszukiwanie alternatywnych technik, ktore odwotuja si¢ do aktywno$ci metabo-
licznej lub integralno$ci struktur komérkowych. Typowy proces réznicowania si¢ ko-
moérek VBNC przebiega wedtug schematu zmniejszania si¢ liczby bakterii hodowla-
nych przy stabilnie utrzymujacej si¢ populacji komorek wykazujacych aktywnosc
enzymatyczna i1 spojnos$¢ struktur wewnatrzkomorkowych [19]. Zdolno$¢ powrotu
bakterii VBNC do formy wegetatywnej zalezy od stopnia intensywnosci zmian postg-
pujacych w komorce oraz od dtugosci okresu przebywania w takim stanie, gdyz prze-
kroczenie pewnej granicy moze doprowadzi¢ do rozpadu komorki zamiast do jej reak-
tywacji (rys. 2). Wlasciwos¢ ta jest jednak bardzo indywidualna, bakterie moga wracac
do pelnej aktywno$ci po réznym okresie, np. po rocznym zachowaniu stanu VBNC,
jak stwierdzono u Pseudomonas fluorescens [19].
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Rys. 1.

Fig. 1.

Morfologia komorek Lactobacillus spp. w preparatach barwionych technika fluorescencyjna
zywe/martwe (zielone/czerwone): A — pateczki L. brevis w srodowsku o pH 4; B — pateczki L.
brevis w srodowisku z dodatkiem 0,25 % soli zokci; C — pateczki L. plantarum podczas inkubacji
w temp. 4 °C; D - pateczki L. brevis podczas inkubacji w temp. 37 °C; E — paleczki L. brevis
w $rodowisku z dodatkiem rifampicyny; F — paleczki L. plantarum w $rodowisku z dodatkiem
ampicyliny [opracowanie wlasne].

Cell morphology of Lactobacillus spp. in fluorescence micrographs stained using live/dead tech-
nique (green/red) A - L. brevis in the environment of pH of 4; B - L. brevis in the invoronment with
0.25 % of bile salts added ; C - L. plantarum during cultivation at 4 °C; D - L. brevis during
cultivation at 37 °C; E - L. brevis in the environment with rifampicin added; F - L. plantarum in the
environment with ampicylin added [the authors’ own study].
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Rys. 2. Subpopulacje bakterii o odmiennym stanie fizjologicznym [opracowanie wiasne].
Fig. 2.  Bacterial subpopulations exhibiting different physiological status [authors’ own study].

Bakterie fermentacji mlekowej

Bakterie fermentacji mlekowej — LAB (ang. lactic acid bacteria) stanowia zespot
drobnoustrojow ro$lin zielonych, obumartych szczatkéw roslinnych oraz komensalng
w przewodzie pokarmowym i btonach §luzowych ludzi i zwierzat. Odgrywaja wazna
role w prawidlowym przebiegu procesow fermentacyjnych wielu produktow i wptywa-
ja na ich wlasciwosci sensoryczne i zywieniowe. Obok wymienionych cech zwtaszcza
pateczki z rodzaju Lactobacillus wywieraja pozytywny wplyw na zdrowie czlowicka,
jako sktadnik wspotczesnej zywnos$ci funkcjonalnej. Popyt na te produkty zwiazany
jest gtownie ze zmiang stylu zycia spoteczenstwa preferujacego potaczenie aspektu
terapeutycznego oraz wygody. Z tego wzgledu bakterie fermentacji mlekowej musza
spelnia¢ wymagania dotyczace takich cech, jak: zdolnos¢ kolonizacji w przewodzie
pokarmowym, zdolnos¢ przezywania w srodowisku o niskim pH oraz wysokim st¢ze-
niu soli z6kci, dobra przezywalno$¢ w trakcie proceséw technologicznych oraz podczas
przechowywania, antagonizm w stosunku do drobnoustrojéw chorobotworczych, udo-
kumentowane wiasciwosci prozdrowotne [3, 4]. Bakterie potencjalnie probiotyczne
powinny by¢ kontrolowane ze wzgledu na bezpieczenstwo ich stosowania, w tym celu
okresla si¢ m.in. oporno$¢ na antybiotyki i brak toksycznych metabolitow [3]. Wszyst-
kie kryteria przydatnosci, funkcjonalnosci i bezpieczenstwa zawsze ocenia si¢ indywi-
dualnie wobec stosowanego szczepu.
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Wybrane czynniki wplywajace na przezywalnosé¢ LAB
Sole zotci i pH

Jednym z wazniejszych kryteriow jest oporno$¢ szczepdéw na kwas zoladkowy
1 zOt¢, ktdéra determinuje zdolno$¢ utrzymania zywotnosci w przewodzie pokarmowym
na poziomie pozwalajacym wykazywaé korzystny wplyw na organizm gospodarza [4].
Pierwsza bariera, jaka bakterie probiotyczne powinny pokonac, jest niskie pH zotadka,
spowodowane wydzielaniem przez komorki gruczolowe btony $luzowej kwasu solne-
go. Skrajnie niekorzystne Srodowisko ma stwarzaé pierwsza barier¢ obronng przed
bakteriami patogennymi pochodzacymi z zywnosci, jednocze$nie nie wplywajac na
procesy trawienne w zotadku, ktorego enzymy wykazuja optimum aktywnosci w tych
warunkach. Druga przeszkoda sa sole zotci, produkowane w watrobie z cholesterolu
i wydzielane do dwunastnicy w celu emulsyfikacji lipidow [13]. W badaniach nad
funkcjonalnos$cia bakterii fermentacji mlekowej wymagana jest dokladna ocena ich
przezywalnosci 1 aktywno$ci w warunkach niskiego pH i zmiennej koncentracji soli
Z6kci.

W przewodzie pokarmowym cztowieka stezenie soli zotci jest zmienne, ale nie-
przekraczajace 2 %. Oddziatywanie soli zolci na bakterie wystepujace w przewodzie
pokarmowym moze wywotywaé obnizenie aktywno$ci metabolicznej, reorganizacjg
budowy $ciany komorkowej oraz zmiang profilu lipidowego btony cytoplazmatycznej
komorek. Skoniugowane sole zotci, ktore sa wydzielane do dwunastnicy, moga podle-
ga¢ dekoniugacji z udziatem hydrolazy soli zotci - BSH (ang. bile salts hydrolase)
przez drobnoustroje zasiedlajace jelita [4]. BSH katalizuje hydrolize sprzg¢zonych
z tauryna lub glicyna soli zotci do wolnych kwasow zotciowych 1 aminokwaséw, obni-
zajac ich zdolnosci emulgujace [30]. Przypuszcza sig, ze hydroliza soli kwasow z61-
ciowych jest reakcja obronng przed toksycznym dziataniem soli na komorki LAB.
Stwierdzono, ze aktywnos¢ BSH bakterii fermentacji mlekowej jest nie tylko cecha
szczepozalezna, ale rowniez powiazang z pochodzeniem szczepu — najczgsciej wykry-
wana jest wsrod szczepow pochodzenia jelitowego [30]. Aktywnos¢ BSH szczepow
nie przesadza jednoznacznie o formie zachowania si¢ komorek poddawanych stresowi
soli zotci. Wyniki badan wskazuja, ze wolne kwasy zotciowe uwalniane przez BSH sa
duzo bardziej toksyczne niz ich formy skoniugowane i wykazuja efekt inaktywujacy
komorki bakteryjne przy stgzeniu 0,5 % i nizszym [4]. Wobec tego szczepy LAB moga
wykazywaé wrazliwos¢ w srodowisku z6kci, mimo wykazywania aktywno$ci BSH.

Bunthof i wsp. [4] zbadali oporno$¢ szczepdw LAB (Lactococcus lactis, Leuco-
nostoc mesenteroides, Lactobacillus helveticus) na zmiany pH i zdekoniugowane sole
76kci. Wykazano, ze mate stezenie soli zokci (0,05 %) nie wptynglo na przezywalnosé
badanych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej. Zwigkszenie st¢zenia tych soli do
0,1 % wptyneto istotnie na zmniejszenie przezywalnosci komorek, a w zakresie 0,25 -
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1 % soli przezywalno$¢ ta byta jeszcze mniejsza. Ben Amor i wsp. [2], badajac szczepy
Bifidobacterium, wykazali, ze wraz ze zwigkszaniem dodatku soli z6tci od 0; 0,05; 0,1
0,2 do 0,25 % populacja komoérek zywych zmniejszala si¢ odpowiednio do poziomu:
92,67,38,413 %.

Wedtug Bunthofa i wsp. [4] analiza tolerancji szczepdéw na niskie pH nie wykaza-
ta r6znic migdzy szczepami. Cechowala je opornos¢ na pH w zakresie 3 - 6 jednostek.
Jednak w srodowisku o pH 2 ich przezywalnos¢ zmniejszyta si¢ do minimum. Papadi-
mitriou i wsp. [22] zbadali, ze szczep z gatunku Streptococcus gallolyticus subsp. ma-
cedonicus zachowywat bardzo wysoka zywotno$¢ w srodowisku o pH 4, ale w pH 3
liczba komorek istotnie zmniejszyta si¢. Mozna przypuszczaé, ze krytyczna warto$¢
pH warunkujaca dobra zywotno$¢ bakterii fermentacji mlekowej miesci si¢ w prze-
dziale 3,5 - 3. Nalezy podkresli¢, ze LAB fermentujac cukry do kwasu mlekowego
i kwasu octowego, stale zmuszane sa — podczas cyklu zyciowego — do uruchamiania
mechanizméw obronnych przed uszkadzajacym wplywem powstajacych kwasow.
Najwigksza rol¢ przypisuje si¢ dziataniu pomp protonowych F,Fy-ATPaza oraz syste-
mow: deiminazy argininy ADI (ang. arginine deiminase), dekarboksylazy glutaminia-
nu GAD (ang. glutamate decarboxylase) i zdolnosci do wytwarzania chaperonow.
System GAD wymusza ruch jonéw glutaminianu do wngtrza komorki, ich dekarboksy-
lacje i w rezultacie usuwanie jonow vy-aminomaslanu GABA (ang. y gamma-
aminobutyrate). Proces moze dotyczy¢ takze pobierania jablczanu, jego dekarboksyla-
cji 1 wydzielenia mleczanu przez komorki. Cykle dekarboksylacyjne potaczone z anty-
portem tworzg sitg protonomotoryczna PMF (ang. proton motive force), ktora napgdza
syntez¢ ATP przez F,Fp-ATPazg. Ostatecznie dekarboksylacja i zuzywanie protonéw
H' na ATP podwyzsza pH komorki. Zwigkszona tolerancja komorek na obnizajace sig
pH moze by¢ takze wynikiem produkcji NH; (system ADI), ktory laczac si¢ z proto-
nami obecnymi w cytoplazmie tworzy NH,' i podwyzsza wewnatrzkomorkowe pH [5].

Temperatura

Okreslenie wptywu fizjologicznych czynnikow, tj. zdolnosci wzrostu i1 przezywa-
nia w roznych warunkach temperaturowych, jest waznym kryterium przydatnosci
szczepow LAB. Poznanie ich odpowiedzi na niekorzystne warunki temperaturowe jest
zadaniem wymagajacym rozpatrzenia wielu czynnikow mogacych modulowac zacho-
wanie bakterii. Z tego wzgledu badania wptywu réznych temperatur inkubacji na prze-
zywalno$¢ komorek powinno rozszerzaé si¢ o badania zdolnosci adaptacyjnych do
umiarkowanego stresu, ktory moze zwigksza¢ opornos¢ na bardziej niekorzystne wa-
runki oraz o badania molekularne zmian w profilu produkowanych biatek.

Opornos¢ bakterii gramdodatnich na niskie temperatury jest wigksza niz na tem-
peratury wysokie. Ponadto, wykazuja one wigksza oporno$¢ na niskie temperatury niz
bakterie gramujemne [27]. Wptyw wysokich temperatur na rozw6j mezofilnych pate-
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czek z rodzaju Lactobacillus jest niekorzystny. Temperatura rzedu 40 - 45 °C powodu-
je zahamowanie ich wzrostu. Dodatkowo, nieprawidtowo sfatldowane biatka, ich agre-
gacja, destabilizacja rybosoméw i RNA oraz modyfikacje w profilu biatkowo-
lipidowym blon cytoplazmatycznych sa najczestszymi zmianami zachodzacymi
w komorkach [7]. Komérki bakterii fermentacji mlekowej produkuja biatka HSPs (ang.
heat shock proteins), ktore stanowia grupe biatek ubikwitynowych o funkcji chapero-
noéw oraz proteaz, chroniacych przed btedami w procesie fatdowania biatek lub degra-
dujacych nieprawidtowo ztozone biatka [15]. Podwyzszona temperatura moze induko-
waé wytwarzanie réznych rodzajow bialek, np. u Lactobacillus plantarum:
chaperondéw DnaK i GroEL, czynnikéw indukcyjnych, biatek rybosomowych: L1, L11,
L31, S6, biatek wiazacych si¢ z DNA: II HIbA oraz biatek szoku zimna CspC (ang.
cold shock protein C) [6]. Roznorodno$¢ produkowanych biatek swiadczy o komplek-
sowosci procesdw wplywajacych na fizjologi¢ komorki, czyli aktywno$ci chaperonow,
stabilnosci i aktywnosci DNA/rybosomow, ktore prowadza do reorganizacji petnio-
nych przez komorki funkcji. Jak wykazaty badania przeprowadzone przez De Angelis
i wsp. [6], oddziatywanie temperatury wyzszej od optymalnej na wzrost Lactobacillus
plantarum ujawnia¢ si¢ moze skroceniem lag-fazy 1 znacznie mniejszym przyrostem
populacji komorek. Niska temperatura wplywa natomiast najcz¢sciej na spowalnianie
procesow biologicznych komorek bakterii fermentacji mlekowej [29]. Po obnizeniu
temperatury inkubacji z optymalnej do 16, 8 i 4 °C nie obserwuje si¢ lag-fazy, rozwoj
i zamieranie populacji znacznie wydtuza si¢ w czasie, a komorki przezywaja przez
dhugi okres. Wykazano, ze przezywalno$¢ komorek szczepu Lactococcus lactis inku-
bowanego w 4 °C przez 28 dni byla znacznie wydtuzona w poréwnaniu z inkubacja
w temp. 30 °C. Co wigcej, przezywalnos¢ L. lactis podczas zamrazania z wczesniejsza
preinkubacja w temp. 10 °C zwigkszyla si¢ 0 25 - 37 % w pordéwnaniu z zamrazaniem
bez tego zabiegu adaptacyjnego [27]. Obnizenie temperatury inkubacji indukuje proce-
sy adaptacyjne w komorkach LAB, polegajace na zahamowaniu albo obnizeniu synte-
zy wigkszosci biatek i uruchomieniu wytwarzania biatek szoku zimna CSPs (ang. cold
shock proteins) oraz tzw. biatlek CIPs (ang. cold-induced proteins). Dochodzi do
zmniejszenia ptynnosci membran komoérkowych, aktywnosci transkrypcyjnej i transla-
cyjnej, efektywnos$ci procesow faldowania biatek i funkcjonalnosci rybosoméw [15].
Mayo i wsp. [17] zidentyfikowali dwa geny zlokalizowane w rdznych regionach ge-
nomu L. plantarum: cspL 1 cspP. Geny te koduja 66-aminokwasowe polipeptydy, bar-
dzo zblizone do siebie i do rodziny biatek CSPs. CspP podlega transkrypcji do poje-
dynczego produktu mRNA, natomiast CspL do dwoch, w wyniku czego na etapie
adaptacji do niskiej temperatury trzy biatka produkowane sa w zwigkszonych ilo-
sciach. Derzelle 1 wsp. [9] dowiedli na podstawie krzywej Arrheniusa, ze zakres wzro-
stu pateczek L. plantarum dzieli si¢ na nast¢pujace obszary: 1 — ponizej 13 °C, ktory
cechuje wytwarzanie CSPs; 2 — migdzy 13 a 27 °C, w ktorym energia aktywacji jest
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stata (27 °C — temperatura optymalna); 3 — powyzej 27 °C, zwiazany z produkcja
HSPs. Dodatkowo podczas inkubacji w temp. 8 °C wykryto biatka CSPs, ktére scha-
rakteryzowano jako czynniki warunkujace kriotolerancj¢ komorek: CspL przypisano
role¢ w tagodzeniu skutkéw obnizenia tempa namnazania i adaptacji do temperatur
nieznacznie nizszych od optymalnych. CspC przypisuje si¢ zwigzek z procesami adap-
tacyjnymi i regeneracyjnymi komoérek, natomiast nadprodukcja CspP moze wspoma-
gac zywotno$¢ komorek podczas chlodniczego przechowywania. Bakterie fermentacji
mlekowej sa zatem zdolne do wzrostu po obnizeniu temperatury inkubacji o 15 1 wig-
cej °C, cho¢ w wolniejszym tempie.

Opornos¢ na antybiotyki

Bakterie fermentacji mlekowej wykazuja oporno$¢ na antybiotyki. Jest ona
w wielu przypadkach wrodzona i nieulegajaca transmisji. Jednak wsroéd wielu szcze-
pow LAB wykryto plazmidowe geny opornos$ci mogace ulega¢ przenoszeniu, co ma
wplyw na aspekt bezpieczenstwa stosowania szczepéw LAB w zywnosci. Jedna
z wazniejszych przestanek eliminujacych takie szczepy jako probiotyczne jest transmi-
sja genow opornosci na elementach ruchomych do komorek bakterii patogennych lub
potencjalnie patogennych. Ze strony szczepdéw z wrodzona opornoscia na antybiotyki
zagrozenie to jest niewielkie. Co wigcej, naturalna antybiotykooporno$¢ LAB moze
odnosi¢ pozytywny skutek u 0s6b poddawanych kuracjom przeciwdrobnoustrojowym
przez przeciwdziatanie znacznemu wyjalowieniu przewodu pokarmowego [3].

Wigkszos¢ gatunkdéw z rodzaju: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium wykazuje wrodzona oporno$¢ na metroni-
dazol, sulfonamidy, trimetoprym. Bakterie fermentacji mlekowej wykazuja wrazliwos¢
na antybiotyki dzialajace jako inhibitory syntezy $ciany komorkowej lub inhibitory
B-laktamaz (piperacylina, tazobaktam) oraz znacznie mniejsza wrazliwo$¢ na cefalo-
sporyny [1]. W literaturze podawane sa dowody swiadczace o opornosci LAB na
B-laktamy. Lavanya i wsp. [14] przebadali probiotyczne szczepy Lactobacillus
i stwierdzili, ze byly oporme na penicyling i ampicyling. Glownym mechanizmem
opornosci pateczek fermentacji mlekowej na antybiotyki jest nieprzepuszczalno$é
sciany komoérkowej, wynikajaca z braku funkcjonalnych cytochromow tancucha trans-
portu elektronow. Wspotoddziatywanie réznych niespecyficznych mechanizmow, tj.
biatek transportowych (tzw. pompy MDR — ang. multidrug resistance) w btonie cyto-
plazmatycznej oraz zmodyfikowane w roznym stopniu systemy autolityczne komorek
moga powodowaé roznice w opornosci [1]. Dowiedziono, ze wigkszos¢ gatunkow
zrodzaju Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc wykazuje wysoka opornos¢ na
glikopeptydy. Wystgpowanie opornosci bakterii fermentacji mlekowej na wankomycy-
n¢ budzi szczegolne obawy z powodu potencjatu transmisyjnego opornosci tego anty-
biotyku — okre§lanego mianem ostatniej szansy — w stosunku do innych bakterii. Opor-
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no$¢ na wankomycyng jest jednak zwigzana z wystgpowaniem w warstwie peptydogli-
kanu D-Ala-D-mleczanu, zamiast D-Ala-D-dipeptydu. Opornos¢ ta w konsekwencji
wynika z braku docelowych receptorow dla antybiotyku i jest cecha wrodzona, nie-
zwiazang z plazmidami vanAd i vanB, ulegajacymi transmisji wsrdd paciorkowcow
Enterococcus [8]. Wiele bakterii fermentacji mlekowej wykazuje wrazliwo$¢ na anty-
biotyki hamujace syntez¢ RNA (np. rifampicyna) oraz biatek (tj. chloramfenikol, ery-
tromycyna, tetracyklina). W komoérkach LAB moga znajdowa¢é si¢ plazmidowe geny
opornosci, ulegajace przenoszeniu, jak zostato to udokumentowane w przypadku nie-
ktorych szczepow z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium poprzez iden-
tyfikacje genow: cat (chloramfenikol), erm (erytromycyna), tet (tetracyklina) [1]. Co
wigcej, Lavanya i wsp. [14] wskazali na rifampicynoopornos¢ szczepow Lactobacillus.
Oznaczyli t¢ ceche jako wrodzona, nieplazmidowa i ostatecznie uznali przebadane
szczepy probiotyczne (Lactobacillus pentosum 108, Lactobacillus jungurthi 1.10, Lac-
tobacillus reuteri 116, Lactobacillus fermentum 118, Lactobacillus plantarum 1.29,
Lactobacillus brevis 143, Lactobacillus casei L47) za bezpieczne dla cztowieka. Bak-
terie fermentacji mlekowej wykazuja stosunkowa opornos¢ lub opornos¢ na aminogli-
kozydy (neomycyna, kanamycyna, streptomycyna, gentamycyna) i jest to cecha wro-
dzona, ktora wynika z budowy $ciany komoérkowej oraz nieprzepuszczalnosci blony
potaczonej z usuwaniem substancji antybiotycznej na zewnatrz komorki [1].

Wyniki badan potwierdzaja, ze wrazliwos¢ bakterii fermentacji mlekowej na an-
tybiotyki jest cecha szczepozalezna, dlatego tez kazdorazowo powinno si¢ wymagac
testowania szczepow LAB w kierunku poznania ich profili antybiotykoodpornosci.
Bardzo istotnym zagadnieniem staje si¢ wigc ujednolicenie procedury oznaczania
opornosci LAB. Nie ma standardowej metodyki okre$lajacej kryteria oznaczania i in-
terpretacji antybiotykoopornos$ci bakterii fermentacji mlekowej [3]. Niedawno Instytut
Standardow Klinicznych i Laboratoryjnych CLSI (ang. Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute) zaliczyl pateczki Lactobacillus do grupy ,,bakterii rzadko izolowanych
i wymagajacych”, sugerujac stosowanie metody MIC na podlozu Mueller-Hinton
z krwia konska, np. zamiast metody dyfuzyjno-krazkowej [3]. Bunthof i wsp. [4] za-
proponowali fluorescencyjng technikg zywe/martwe jako metodg skriningu opornosci
bakterii na rdéznego rodzaju substancje przeciwdrobnoustrojowe, w tym antybiotyki.
Do rutynowego badania LAB w kierunku opornosci na antybiotyki konieczne jest
ujednolicenie procedur, jako nadrzednego kryterium bezpieczenstwa stosowania LAB
w zywnos$ci. Dodatkowo testy tego rodzaju powinny zosta¢ uzupetnione o okreslenie
mechanizméw opornosci, potwierdzajacych brak horyzontalnego transferu genow. Jak
podaje Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci — EFSA (ang. European Food
Safety Authority) szczepy z wrodzona opornoscia lub opornoscia nabyta w wyniku
mutacji gendw chromosomowych kwalifikuja si¢ do grupy niskiego ryzyka transferu
gendw i nie wyklucza si¢ ich stosowania w zywnosci [10]. Wedtug EFSA wprowadze-
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nie badan profili antybiotykoopornosci i mechanizméw transmisyjnych jako rutyno-
wych potrzebne jest w celu nadania statusu QPS (ang. Qualified Presumption of Safe-
ty) szczepom stosowanym przemystowo, w tym probiotycznym. Antybiotyki, jako
przyktad czynnikow stresujacych, moga rowniez stymulowac¢ wsrod bakterii przejscie
do stanu VBNC. Woéwczas osiagnigcie stanu nichodowalnosci jest forma przetrwania
bakterii w stresujacym s$rodowisku, kosztem rozmnazania i innych procesow zycio-
wych, jak 1 moze sta¢ si¢ zagrozeniem dla zdrowia cztowieka. Nalezy uwzglednic¢
mozliwos$¢ przenoszenia opornosci na antybiotyki z bakterii w stadium VBNC do bak-
terii patogennych. Szczego6lnie niepokojace jest wystgpowanie zjawiska wickszej
opornosci na antybiotyki komoérek VBNC niz ich form wegetatywnych [23], zatem
nalezatoby takze rozwazy¢ potrzebe badania stanu VBNC bakterii fermentacji mleko-
wej w aspekcie bezpieczenstwa.

Stadium VBNC bakterii fermentacji mlekowej a techniki stuzace jego badaniu

Celowos¢ stosowania alternatywnych technik w badaniach zmian stanu fizjolo-
gicznego bakterii fermentacji mlekowej znajduje uzasadnienie w kontekscie wystepo-
wania przyczyn wpltywajacych na niedoszacowanie liczby bakterii oznaczanych stoso-
wang rutynowo w analityce metoda hodowlana. Ryzyko niedoszacowania wynika
z mozliwo$ci wystgpowania komorek LAB w skupieniach, tancuszkach i w konse-
kwencji w pojedynczej kolonii z pojedynczej komorki. Innym powodem niedoktadno-
$ci moga by¢ trudnosci z doborem podtoza hodowlanego oraz warunkéw inkubacii,
wynikajace z wysokich wymagan odzywczych i §rodowiskowych bakterii fermentacji
mlekowej 1 z niepewnosci ich optymalizacji dla gatunku, a nawet szczepu. Nalezy
rowniez uwzgledni¢ wystgpowanie w populacji komoérek niezdolnych do wzrostu na
podtozach hodowlanych, czyli w stadium VBNC [25, 28, 29]. Zmiana stanu fizjolo-
gicznego LAB indukowana przez stres komorkowy objawia si¢ najszybciej zahamo-
waniem procesOw rozmnazania. Badanie tego rodzaju odpowiedzi uzasadnia stosowa-
nie np. fluorescencyjnych technik, ktore pozwalaja doktadnie oceni¢ stan populacji,
z podziatem na subpopulacje [24, 29]. Zastosowanie fluorescencyjnych technik umoz-
liwia badanie fizjologii komorek bakterii pod wzgledem roznych cech strukturalnych
i funkcjonalnych [12]. Stosowanie réznych barwnikow fluorescencyjnych umozliwia
m.in. badanie stabilizacji blon cytoplazmatycznych, genomu, pH wewnatrzkomorko-
wego, aktywnosci enzymatycznej czy elektrochemicznego potencjalu membranowego
komorek bakterii [22, 25].

Stan VBNC bakterii fermentacji mlekowej dotyczy zarowno komorek poddawa-
nych dziataniu stresowych czynnikow $rodowiskowych, jak rowniez stanowiacych
mikroflor¢ produktdéw i szczepionek starterowych przechowywanych dtugoterminowo.
Populacja komoérek LAB w stanie VBNC moze by¢ efektem dziatania szoku tempera-
turowego, gtodu wywotanego brakiem lub wyczerpaniem si¢ sktadnikow odzywczych,
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jak tez obecnos$cia réznych substancji bakteriostatycznych (najczesciej kwasy, sole
z60%ci) [4, 11, 16, 18, 22]. Gatti 1 wsp. [11] przeprowadzili analiz¢ mikrobiologiczna
szczepionek mleczarskich z uzyciem metod LIVE/DEAD BacLight® oraz plytkowe;.
Zaobserwowano, ze liczba komorek LAB oznaczona metoda fluorescencyjna byta
wigksza w porownaniu z liczba bakterii pozyskana metoda hodowlana. Na tej postawie
zdefiniowano subletalny stan fizjologiczny komorek, ktore charakteryzowaty sig utrata
zdolnos$ci do podzialdow i1 spojnoscia bton cytoplazmatycznych. Te obserwacje zbiezne
sa takze z innymi wynikami badan. Moreno i wsp. [18], analizujac przezywalno$¢ pro-
biotycznych szczepéw LAB w produktach fermentowanych metoda hodowlana, uzy-
skali mniejsza liczb¢ komorek w poréwnaniu z metoda barwienia fluorescencyjnego
SYTO9"™/PI (ang. /propidium iodine). Roznice zalezaty od szczepu i rodzaju produktu.
Rault i wsp. [25], w celu oceny uzytecznosci parametrycznego barwienia CFDA/PI
(ang. carboxyfluorescein diacetate/propidium iodine), w badaniach przezywalnosci
szczepodw Lactobacillus delbrueckii, podczas glgboko mrozonego przechowywania
wyraznie wskazuja na zalety tej techniki, ktora okazata si¢ pomocna w wyrdznieniu
subpopulacji komoérek zywych, martwych i uszkodzonych w wyniku panujacych wa-
runkow. Quirds i wsp. [24], stosujac metody taczonego barwienia ChemChromeV6"
z PI oraz CFU (ang. colony forming unit), przedstawili wiarygodny podziat populacji
na trzy podpopulacje, podkreslajac znaczny udziat komérek w VBNC podczas hodowli
Lactobacillus hilgardii Lc2. Sunny-Roberts i Knorr [28] badali probiotyczny szczep
Lactobacillus rhamnosus VTT E-97800 poddany zmianom ci$nienia osmotycznego,
wykazujac jego tolerancje na te zmiany i nieznaczng utrate wzrostu na podtozach mi-
krobiologicznych, dzigki porownaniu wynikow uzyskanych barwieniem CFDA i me-
toda hodowlang. Rault i wsp. [26] wykazali r6znice pod wzglgdem liczby komorek L.
bulgaricus CFL1 pomigdzy tymi z uszkodzeniami membran, zachowujacymi aktyw-
no$¢ enzymatyczng, potencjal membranowy, wewnatrzkomorkowe pH 1 zdolnos¢
wzrostu na podtozach, stosujac odpowiednio: PI, CFDA, DIBAC,(3) (ang. Bis-(1,3-
dibutylobarbituric acid (trimethionine oxonol)), ester bursztynianu CFDA oraz metodg
ptytkowa w trakcie procesu fermentacyjnego. Laniewska-Trokenheim i wsp. [16] za-
stosowali wewnatrzkomoérkowy znacznik esteraz oraz metod¢ hodowlana w badaniach
wzrostu 1 zamierania populacji szczepdw Lactobacillus spp. w mleku. Stwierdzili
w populacji powigkszanie si¢ liczby osobnikdéw niezdolnych do wzrostu na pozywce
hodowlanej wraz z czasem trwania hodowli. Olszewska 1 wsp. [21] wykazali rozbiez-
nosci migdzy liczbami komoérek szczepu Bifidobacterium animalis ssp. lactis B100.6
w masle, oznaczonymi technika LIVE/DEAD®™ i metoda hodowlana, wskazujace na
stan VBNC czesci populacji podczas 4-tygodniowego przechowywania w temp. 6 °C.
Podkreslono zalete metody LIVE/DEAD®, ktora sprawdzita si¢ do $ledzenia zmian
udzialu populacji zywej 1 martwej pateczek Bifidobacterium animalis ssp. lactis. War-
minska-Radyko i wsp. [29] zastosowali t¢ sama metode barwienia do okreSlenia prze-
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zywalnosci szczepow Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis C62, L. lactis
ssp. lactis biovar. diacetylactis C75, L. lactis ssp. cremoris C83 w mleku z dodatkiem
NaCl 1 w temp. 10 °C. Po pordéwnaniu liczby paciorkowcoéw otrzymanych z fluore-
scencji i metody hodowlanej stwierdzono, ze badane szczepy moga przechodzi¢ w stan
VBNC w efekcie panujacych warunkéw. Bunthof i wsp. [4], zastosowali fluorescen-
cyjne metody réznicujace zywe i martwe komorki w badaniach wpltywu czynnikow
fizykochemicznych na przezywalno$¢ LAB. Na postawie wynikow stwierdzono, ze np.
dodatek soli z6tci w stezeniu 0,1 % wedtug wskazan metody fluorescencyjnej obnizat
liczbg komdrek w zaleznosci od szczepu o 10 - 50 %, wedlug metody ptytkowej o 60 -
70 %, co pozwala domniemywac, ze populacja wylaniania si¢ w stanie VBNC. Papa-
dimitriou i wsp. [22], stosujac potaczenie metod fluorescencji i posiewdw ptytkowych,
precyzyjnie okreslili wrazliwo$¢ szczepu Streptococcus gallolyticus subsp. macedoni-
cus na dziatanie kwasow 1 przedstawili podziat populacji tego szczepu z wyrdznieniem
stanu nichodowalnosci. Zastosowanie techniki FISH (ang. fluorescence in situ hybridi-
zation) w detekcji 1 $ledzeniu zmian aktywnosci fizjologicznej bakterii fermentacji
mlekowej réowniez dostarcza interesujacych obserwacji. Jej potencjal, jako metody
kontroli stanu fizjologicznego LAB, jest obecnie weryfikowany. Technika FISH po-
zwala odpowiednio zaprojektowac sondy oligonukleotydowe rRNA. Metody fluore-
scencyjne stanowia zatem cenng alternatywe, poniewaz przyjmuja jako kryterium de-
tekcji komorek inne wyznaczniki Zywotnosci niz rozmnazanie. Zestawienie roznych
technik uwzgledniajacych odmienne wskazniki stanu fizjologicznego komoérek moze
sta¢ si¢ atutem w analizach wielowymiarowos$ci populacji oraz wzbogaci¢ wiedz¢
o fizjologii bakterii fermentacji mlekowe;j.

Podsumowanie

Wiele gatezi przemyshu spozywczego wykorzystuje dziatalnos¢ wyselekcjonowa-
nych drobnoustrojow. Szerokie zastosowanie, zwlaszcza w produkcji zywnosci fer-
mentowanej, znajduja bakterie fermentacji mlekowej, ktore uznaje si¢ za niezmiernie
wazne dla zdrowia czlowieka. Rozszerzenie zakresu zastosowania wskazanych w po-
wyzszej pracy metod o badania odpowiedzi LAB na stres pozwala przeprowadzi¢
kompleksowa analiz¢ wrazliwosci bakterii na czynniki niekorzystne, wynikajace
z kryteriow stawianym bakteriom przeznaczonym do zastosowania przemyslowego
1 probiotycznego.
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RESPONSES OF LACTIC ACID BACTERIA TO STRESS — VBNC STATE

Summary

A VBNC state (viable but nonculturable) is referred to the population of living bacterial cells that are

nonculturable in culture media. This state of lactic acid bacteria can be caused by: variable temperature
conditions, a decreased pH value of the environment, or the presence of bile salts and other bacteriostatic
agents. A population to retain a VBNC state cannot be analysed using traditional methods because of
a limiting criterion, which is the culturability of bacteria on soft microbiological media. The application of
the techniques, which analyse different anatomical and/or physiological parameters of cells regardless of
their ability to grow on culture media, is justified when assessing lactic acid bacteria in terms of usability,
functionality, and safety.

Key words: VBNC state, lactic acid bacteria, stress-inducing factors, techniques for VBNC state analysis
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