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Fluorescence-based methods of cell staining in physiological state studies of bacteria

Abstract: Despite the fact that traditional, standardized methods give satisfactory results, in fact, they are nonautomated methods, which
are characterized by a long period of time in obtaining results. Progress in microbiological analysis thus requires improvements towards
the instrumental and molecular methods. Fluorescence techniques are a combination of both these directions, offering an interesting
alternative to the conventional, culturing methods. The article discusses the benefits and limitations of the use of fluorescence-based
staining methods. The potential use in diverse microbiological directions was described.
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1. Wstep

Rozwdj metod analitycznych wiaze si¢ z wdrozeniem
nowoczesniejszych rozwiazan, dzigki ktérym czas ocze-
kiwania na wynik jest krotszy, a wynik bardziej wiary-
godny. Wiele z dostepnych dzisiaj rozwiazan wyznacza
kierunki, ktérymi podaza takze analityka mikrobiolo-
giczna. Na specjalne zainteresowanie zastuguja metody,
pozwalajace na otrzymanie rzetelnych wynikéw w cza-
sie zblizonym do rzeczywistego [2, 12]. Innymi waz-
nymi kryteriami, ktére powinny by¢ spetnione podczas
postepowania analitycznego, to: powtarzalno$¢ wyni-
kéw, tatwos¢ optymalizacji procedury, wysoka warto$¢
diagnostyczna, np. jednoczesna analiza wielu parame-
trow komoérkowych oraz tatwos$¢ i szybko$¢ wykona-
nia. Potrzeba usprawnienia i przyspieszenia postgpo-
wania analitycznego wymusza wprowadzenie aparatury
i technik komputerowych [6, 40]. Na rynku dostgpne sa
urzadzenia do bezposredniego liczenia komoérek bak-
teryjnych, spelniajace ww. kryteria. Przykfadem takich
rozwigzan sg mikroskop epifluorescencyjny oraz cyto-
metr przeptywowy, ktorych zasada dziatania oparta jest
na detekgji sygnatu fluorescencyjnego. Odkrycie szeregu
barwnikéw fluorescencyjnych, tzw. fluorochroméw (flu-

orochromes) umozliwito doktadniejsza analize bakterii
na poziomie strukturalnym i funkcjonalnym. Wigkszos$¢
tego rodzaju badan polega na znakowaniu komérek
wybranym fluorochromem i przeprowadzeniu analizy
mikroskopowej lub cytometryczne;.

2. Mikroskopia epifluorescencyjna

Analiza mikroskopowa przeprowadzona po zastoso-
waniu metody bezposredniej epifluorescencji - DEFT
(direct epifluorescent filter technique), umozliwia szybka
detekcje i oznaczenie liczby komoérek bakteryjnych
[38]. Zasada DEFT polega na wykonaniu oznaczenia
poprzez filtracje odpowiednio przygotowanej probki
komorek zabarwionych odpowiednim fluorochromem.
Komorki mozna barwic¢ przed filtracja, poprzez doda-
nie barwnika do zawiesiny komérek lub bezposrednio
po osadzeniu komdrek na filtrze [13]. Modyfikacja tej
procedury jest zastosowanie specjalistycznych szkietek
ze studzienkami, np. szkielek HTC®, na powierzchni
ktérych, po naniesieniu i odparowaniu prébki, docho-
dzi do osadzenia komorek [4]. Fluorescencyjna analiza
preparatéw mikroskopowych odbywa si¢ w systemie
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epiluminacji, w ktérym wigzka wzbudzajaca, przecho-
dzac przez obiektyw, kierowana jest na preparat z gory,
ulega rozproszeniu, a emitowane przez preparat $wiatto
przechodzi z powrotem przez obiektyw. Zrodtem $wiatta
jest specjalna lampa, rteciowa lub ksenonowa. Lampa
ksenonowa zapewnia ciggle widmo s$wiatla, rteciowa
natomiast poszczegélne linie widma. Lampa kseno-
nowa zalecane jest w momencie, gdy spektrum absorbcji
wybieranych do oznaczen barwnikéw nie odpowiada
zakresowi $wiata zarnika rteciowego [18]. Umieszczony
na drodze wiazki pierwotnej filtr przepuszcza swiatla
odpowiadajace wzbudzeniu fluorescencji w badanym
preparacie. Barwiony fluorochromem preparat selek-
tywnie absorbuje §wiatto i emituje, wedlug zasady Stoc-
kesa, fotony o nizszej energii ale wyzszej dtugosci fali, co
przektada si¢ na réznice miedzy profilem wzbudzenia
i emisji barwnika. Zwierciadto dichroiczne, umiesz-
czone na drodze $ciezki wzbudzenia i emisji, pozwala
uzyskac efekt odbicia i skierowania fali wzbudzajacej,
o krétszej dtugosci, do obiektywu oraz przepuszczenia
fali emitujacej, o wigkszej dtugosci, do okularu. Obser-
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wowana barwa fluorescencji jest dopelnieniem do $wia-
tla zaabsorbowanego i zalezny od wlasciwosci fluoro-
chromu [25]. Wyb6r fluorochromu zalezy natomiast
od parametru komérkowego, jaki chcemy zbadac oraz
dlugosci i intensywnosci wzbudzenia lampy dostepnej
w mikroskopie. Emitowane jest $wiatto widzialne lub
podczerwone. Powszechnie stosowane barwniki emi-
tuja $wiatlo zielone wzbudzane $wiatlem niebieskim
(np. iyotioczjanian fluoresceinz - FITC, fluorescein
isothiocyanate), czerwone wzbudzane §wiatlem poma-
rafnczowym (np. cyjanina 5 — Cy5, cyanine 5), niebieskie
wzbudzane UV ponizej 400 nm (np. 4,6-diamidino-2-fe-
nylindol - DAPI, 4,6-diamidino-2-phenyl-indol) (Tab.I).
Duzym ulatwieniem w wyborze barwnikéw fluorescen-
cyjnych jest tzw. Fluorescence SpectraViewer, dostgpny
na stronie internetowej Life Technologies, bedacy
obszernym zestawieniem fluorochroméw wraz z ich
specyfikacjami. Wyposazenie mikroskopu w kamere
cyfrowa i program komputerowy pozwala rejestrowac
fluoryzujace komorki, przeprowadzi¢ analize ilosciowa
i oceni¢ morfologi¢ komorek.

Tabela I
Charakterystyka barwnikéw fluorescencyjnych uzytecznych w badaniach stanu fizjologicznego komarek [18, 34]
Kryterium Fluorochrom Wzbudzenie (nm) Emisja (nm) Wielkos¢ (Da)
Interkalator DNA DAPI 340 488 350
Aktywnosé
dehydrogenaz CTC 450 580-660 332
FDA 473 514 416
BCECF-AM 482 520 615
Aktywnos¢ esteraz Chem-Chrome 488 520 -
CFDA 492 517 460
Kalceina-AM 494 517 995
DIOC,(3) 484 501 573
Elektrochemiczny
potencjat DiBAC,(3) 493 516 517
membrany
Rh123 507 529 381
SYTO9 - - ~10
SYTO13 488 509 ~400
Integralnos¢ SytoxGreen 502 523 600
membran
TOTO-1 514 533 1302,78
PI 535 617 668
Aktywny transport EB 518 605 394
Znaczniki DNA Cy3 512-552 565-615 766
i biatek
Cy5 625-650 670 792




METODY FLUORESCENCYJNEGO BARWIENTIA KOMOREK W BADANIACH STANU FIZJOLOGICZNEGO BAKTERII

3. Cytometria przeplywowa

Cytometria przeplywowa pozwala na oznaczenie
liczby komorek bakteryjnych bezposrednio w prébce,
po polaczeniu jej z odpowiednim barwnikiem. Bak-
terie wychwytuja barwnik, np. prefluorochrom, ktéry
pod wplywem enzymdéw wewnatrzkomorkowych ulega
rozszczepieniu, uwalniajac czasteczki zdolne do fluo
rescencji [13]. Moga to by¢ takze inne fluorochromy,
np. barwniki nukleinowe, taczace si¢ z DNA komorki
(czgsto stosowany w oznaczeniach cytometrycznych
barwnik cyjaninowy — SYBR Green I, N’,N’-dimethyl-
N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]-
1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-dia-
mine). W zaleznosci od zastosowanej procedury bar-
wienia istotne jest odpowiednie postepowanie w celu jej
zoptymalizowania. Zrédlem $wiatta w cytometrze jest
laser emitujacy $wiatlo o okreslonej dtugosci. Cytome-
tria przeptywowa pozwala na wieloparametrowg analize
poszczegolnych komdrek, ktére znajduja si¢ w strumie-
niu cieczy pompowanej pod niewielkim ci$nieniem do
strefy pomiaru. Komorki przeptywaja pojedynczo przez
promien lasera i powoduja rozproszenie §wiatla, a detek-
tory rejestruja rozproszenie na komorce oraz wysylane
przez wzbudzony fluorochrom. Do tego celu stuza
odpowiednie detektory: detektor przedni — FSC (for-
ward scatter channel), do detekcji rozproszenia zgodnie
z kierunkiem wiazki, detektor boczny - SSC (side scatter
channel), do detekcji rozproszenia pod katem prostym
oraz detektory fluorescencji, tzw. kanaty FL (fluorescence
channels), do detekcji §wiatla emitowanego o rozinej
dtugosci fali, w zaleznodci od uzytego fluorochromu.
Kanaly FL pozwalaja na pomiar intensywnosci fluore-
scencji wyznakowanych komorek, w zaleznosci od ilodci
zwigzanych czasteczek barwnika. Ostatecznie sygnaty
rejestrowane przez detektory przetwarzane sg na sygnat
elektroniczny, przesylany do komputera [32]. Analiza
cytometryczna dostarczy¢ moze informacji o struktu-
ralnych i funkcjonalnych parametrach komorek, tj. wiel-
kos¢, ksztalt, ziarnistosci, a takze integralno$¢ bton cyto-
plazmatycznych, aktywnos$¢ enzymow i in., zaleznie od
stosowanego w oznaczeniach fluorochromu oraz wypo-
sazenia instrumentu w odpowiednie lasery i detektory
FL. Mozliwy jest podzial komoérek na subpopulacje, np.
komérki zywe/aktywne, komdrki martwe oraz odroz-
nienie ich od autofluoryzujacych czastek materii [6, 40].
Zaleta tej techniki jest z pewno$cia szybki i zautomatyzo-
wany pomiar pojedynczych komoérek w populacji. Prog
detekeji w cytometrii wynosi okoto 10> komorek/ml,
czyli jest przynajmniej 10 razy nizszy niz w mikroskopii
fluorescencyjnej [18]. Pamigtac jednak nalezy, ze cyto-
metr jest ,$lepy’, co oznacza, ze dostarcza wynikow
w postaci liczb, zatem ich interpretacja zalezy od pew-
nego doswiadczenia oraz odpowiednio zaplanowanego
eksperymentu. Czgsto tez, wyniki analizy cytometrycz-
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nej dobrze jest uzupelni¢ wynikami innych metod, np.
mikroskopii. Zaréwno cytometria jak i mikroskopia,
taczac zastosowanie fluorescencji, wzajemnie si¢ uzupel-
niajg i po oba narzedzia diagnosci siggaja coraz czesciej.

Metody barwienia komdrek na bazie fluorescencji,
w polaczeniu z analiza mikroskopowa lub cytome-
tryczng, pozwalaja na wiarygodne okreslenie przezy-
walno$ci komorek, niezaleznie od stanu fizjologicznego
i zdolnosci namnazania. Metody te stuzg ocenie anato-
micznych i fizjologicznych parametréw komoérek. Son-
dowane s3 te wlasciwodci, ktore pozwalajg stwierdza¢
o utrzymaniu lub utracie spdjnosci struktur komorko-
wych, przemian energetycznych, zdolnosci biosynte-
tycznych [5, 18] (rys. 1).

4. Barwniki fluorescencyjne

Wiedza z zakresu budowy i funkcji komérki pozwo-
lita opracowa¢ rézne fluorochromy jako wyznaczniki
zywotnosci komorek bakteryjnych (rys. 1). Informacji
na temat zywotnosci bakterii moga dostarczy¢ znaczniki
potencjatu membranowego — MP (membrane potential).
Komorka utrzymuje swdj elektrochemiczny potencjat
btony cytoplazmatycznej poprzez selektywna prze-
puszczalno$¢ jonéw oraz aktywno$¢ respiracyjng lub
hydrolitycznag ATP. Komérka usuwa jony H*, co skut-
kuje tym, ze wewngtrzna strona blony przyjmuje tadu-
nek ujemny a zewngetrzna dodatni. Funkcje komorki,
tj. synteza ATP, transport aktywny substancji oraz
ruchliwo$¢ komdrki sa zalezne od utrzymania poten-
cjalu membranowego, wigc znajduje on uzasadnienie
w fluorescencyjnej detekcji Zywotnosdci bakterii, np.
w badaniach uszkodzen blony pod wpltywem réznych
substancji bakteriostatycznych [20]. Barwniki MP,
w zaleznosci od posiadanego tadunku, dodatniego lub
ujemnego, moga kumulowa¢ si¢ odpowiednio w pola-
ryzowanych lub zdepolaryzowanych komdrkach. Przy-
ktadami barwnikéw kationowych sa: rodamina (Rh 23
- rhodamine 123) czy karbocyjaniny, np. 3,3’-heksy-
lokarbocyjanian jodowy - DIOC(3) (3,3’-dihexylo-
xacarbocyanine iodide), a barwnikéw anionowych:
bis(1,3-kwas dibutylobarbiturowy) trimetylo oxonol
- DiBAC,(3) (bis-(1,3-dibutylobarbituric acid) trimethio-
nine oxonol), inaczej BOX [18, 30]. Przydatnos$¢ tych
barwnikdw jest réznie oceniana i zalezy od skutecznodci
wstepnej obrobki badanej prébki. Rodzaj zastosowanej
permeabilizacji, czyli procedury utatwiajacej wniknigcie
barwnika do komérki, jest najwazniejszym etapem. Co
wigcej, w wielu przypadkach wymagane jest kilkukrotne
plukania prébki z nadmiaru barwnika w celu zapobiega-
nia falszywie dodatnim wynikom. Z drugiej strony, taka
procedura moze wigzac si¢ z odbarwianiem komérek
i wplywac na wiarygodnos¢ analizy. Ze wzgledu na efek-
tywno$¢ barwnikéw anionowych w barwieniu réznych
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Rys. 1. Przyklady fluorochroméw do wyznaczania stanu fizjologicznego komorek (za zgoda © Elsevier Masson SAS [18])

komorek, od bakterii Gram-dodatnich po Gram-ujemne,
te wykazuja wigkszy potencjal aplikacyjny w badaniach
mikrobiologicznych. Jednak ocena ta nie uwzglednia
réznorodnych interakcji, jakie moga zachodzi¢ mig-
dzy znacznikami o okreslonym fadunku a sktadnikami
wystepujacymi w badanej probee [18].

Innym rozwigzaniem jest zastosowanie prekurso-
réw fluorogenicznych, czyli prefluorochroméw, beda-
cych wskaznikami aktywnosci enzymatycznej komorek.
Prefluorochrom w formie utlenionej nie fluoryzuje,
natomiast po wnikni¢ciu do wnetrza komérki reduko-
wany jest w barwny zwiazek emitujac $wiatto fluore-
scencji (rys.1) [5]. Najczgsciej stosuje si¢ prefluoro-
chromy, ktére stuzg badaniu aktywnosci dehydrogenaz
i esteraz. Detekcja aktywnosci dehydrogenaz mozliwa
jest poprzez zastosowanie substratu, chlorku 5-cyjano-
-2,3-ditolylo tetrazoliowego — CTC (5-cyano-2,3-ditolyl
tetrazolium chloride), ktéry ulega redukcji do nieroz-
puszczalnego, fluoryzujacego na czerwono formazanu.
Pozwala to, w tlenowych i beztlenowych warunkach, na
ilociowq oceng metabolicznie aktywnych komérek [3,
26, 30]. CTC stosowany jest w badaniach mikrobiocenoz
wodnych i ladowych tj. wody pitne, jeziorne, morskie,
a takze gleby powierzchniowe, osady i biofilmy [18].
Wzmocnienie sygnatu fluorescencyjnego w komoérkach
barwionych CTC mozna osiagna¢ poprzez utrwalanie
prob formaldehydem, paraformaldehydem lub stoso-
wanie substratéw: glukozy, bursztynianu [5]. Mimo

to, czestos¢ stosowania CTC zmniejsza si¢ z powodu
toksycznosci tego prefluorochromu oraz tworzenia
zewngtrzkomorkowych depozytéw formazanu i tym
samym trudnosci w okresleniu rzeczywistej liczby
aktywnych komorek [18]. Identyfikacja aktywnosci
esterolitycznej natomiast, polega na przeniknigciu
przez blong cytoplazmatyczna dwuoctanu fluoresceiny
- FDA (fluorescein diacetate), hydrolizie grupy dwu-
octanowej i powstaniu fluoresceiny, ktéra gromadzac
si¢ we wnetrzu komorki ze spdjng btona cytoplazma-
tyczng emituje zielong fluorescencje. Reakcje ta kata-
lizuje wewnatrzkomdrkowa esteraza, a rezultatem jest
detekcja komorek wykazujacych aktywno$¢ przemian
metabolicznych [26, 30]. Na podstawie przeprowadzo-
nych doswiadczen stwierdzono, ze w przypadku barwie-
nia niektérych komorek zastosowanie fluoresceiny moze
by¢ mniej efektywne, ze wzgledu na zjawisko wycieku
fluorochromu do macierzy zewnatrzkomdérkowej [10,
27]. Problem utrzymania barwnika mozna zmniejszy¢
stosujac dwuoctan karboksyfluoresceiny — CFDA (car-
boxyfluorescein diacetate) redukowany do karboksy-
fluoresceiny — CF (carboxyfluorescein) o charakterze
hydrofilowym, ktéra ze wzgledu na ujemny tadunek
efektywniej barwi komérki o fizjologicznym pH cyto-
plazmy [18, 33]. Podobny efekt mozna osiagnac przy
zastosowaniu estru kalceiny - kalceina-AM (calcein
acetoxy methyl ester) i estru 2’7’-bis-(2-karboksyety-
lo)5,6-acetylometylo karboksyfluoresceiny - BCECEF-
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-AM  (2’,7-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyflu-
orescein acetoxy metyl ester) [17]. Unikniecie trudnosci
zwigzanych ze staba retencja barwnika i jego wycie-
kiem mozna takze osiaggnac uzywajac rozwiazania typu
ChemChrome B® i ChemChrome V*, czyli fluorogenicz-
nych estréw, pochodnych fluoresceiny, przeksztatcanych
przez esterazy do $wigcacych produktéw w reakcji odby-
wajacej sie w Srodowisku stosownego buforu. Zwlaszcza
ChemChrome V6° przypisuje si¢ znaczng skuteczno$¢
w barwieniu komoérek réznych gatunkéw bakterii [18].
Z drugiej strony, aktywny proces usuwania substancji
fluorescencyjnej z komorki moze postuzy¢ jako istotny
wskaznik zywotnosci komérek. Kumulacja barwnika,
a nastepnie jego usuwanie przez pompy protonowe,
obserwowane dla Rh123, FDA, CFDA czy bromku ety-
dyny - EB (ethidium bromide) bez hamowania tego pro-
cesu, §wiadczy o zachodzgcych procesach hydrolizy ATP
i wskazuje na okreslona aktywno$¢ komorkowa [10, 18].

Glgbsze poznawanie poziomu zmian zywotnosci
komérek w populacji mozliwe jest dzigki zastosowaniu
zestawow fluorochroméw, umozliwiajacych zréznico-
wanie populacji na komorki zywe/aktywne i komdrki
martwe (rys. 2). Przyktadem takiego zestawu jest LIVE/
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DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit, zawierajacy
dwa barwniki - SYTO"9 i jodek propidyny - PI (propi-
dium iodide). SYTO"9, ze wzgledu na niskg mase cza-
steczkowa, penetruje zywe oraz martwe komorki, nato-
miast PI przenika tylko przez te z uszkodzong btona,
co w efekcie objawia si¢ zielong fluorescencja komérek
zywych a czerwong martwych (Tab.I) (rys. 2B) [21, 26,
30]. Stosowanie takiego zestawu, umozliwia dwupa-
rametrowq analiz¢ badanych prébek przy odpowied-
nich filtrach/detektorach, w ktére wyposazony jest
mikroskop epifluorescencyjny/cytometr przeptywowy.
Oba fluorochromy sa przykladami barwnikéw nukle-
inowych, czyli wiazacych si¢ z DNA komdrki (rys.1).
Duza koncentracja DNA w komorce oraz wzmocnienie
fluorescencji, nastepujace po jego interkalacji, wptywaja
na skuteczno$¢ przeprowadzonej analizy.

Modyfikacje zestawéw moga zawiera¢ inne prze-
puszczalne przez bony barwniki, np. SYTO"13, o wigk-
szej przydatnosci niz SYTO®9 w oznaczaniu komdrek
zywych czy Sytox Green jako odpowiednik barw-
nika znakujacego komorki martwe [18]. Alternatywa
moze by¢ takze propidyny tetra-1-(4,4,7,7-tetrametylo-
-4,7-diazandekametyleno) -bis-4-[3-metylo-2,3dihydro

Rys. 2. Obrazy preparatéw mikroskopowych wykonane réznymi technikami barwienia fluorescencyjnego komérek: A - paleczki Lacto-
bacillus brevis barwione zestawem CFDA/PL; B - paciorcowce Lactococcus lactis barwione zestawem LIVE/DEAD?, C - pateczki Pro-
pionibacterium freudenreichii barwione zestawem CFDA/PI, D - paciorkowce Lactococcus lactis barwione DAPI
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(benzo-1,3-oksazolo)-2-metyliden]-1-(3 trimetyloamo-
nowy propylu) jodek - TOTO-1 (1-(4,4,7,7-tetramethyl-
4,7-diazaundecamethylene)-bis-4-[3-methyl-2,3dihydro
(benzol,3-oxazole)-2- methylidene]-1-(3trimethylammo-
niumpropyl) pyridinium tetraiodide), nukleinowy barw-
nik komorek martwych, o podwdjnie wickszej masie
molekularnej niz PI i wysokim poziomie wzbudzenia
fluorescencyjnego (Tab.I) [10]. Prébuje si¢ dobierac
w zestawy jeszcze inne markery fluorescencyjne, np.
CFDA z PI, w celu rozpoznania komoérek aktywnych
o zintegrowanych blonach cytoplazmatycznych i ko-
morek martwych z uszkodzeniami w tychze blonach
(rys.3) [1, 31, 33, 34, 37].

Innym sposobem podzialu populacji na komérki
zywe i martwe jest oznaczenie liczby komorek za
pomoca okre§lonego markera zywotnosci komorek
i poréwnanie z catkowity liczba komoérek, oznaczona
np. 4,6-diamidino-2-fenylindolem - DAPI (4,6-dia-
midino-2-phenyl-indol). DAPI laczy si¢ z nukleoidem
komérki tworzac kompleks silnie fluoryzujacy w kolorze
niebieskim (rys. 1) (Tab.I) [3, 5]. Detekcja fluorescencji
stanowi efekt swoistego wiazania si¢ DAPI z nienaruszo-
nym dsDNA. W barwieniu tym interkalatorem nalezy
wzig¢ pod uwage dlugi okres péttrwania kwaséw nukle-
inowych, ktére pozostaja spdjne po $Smierci komorki.

Wobec tego, uwzgledniajac takze mozliwo$¢ niespe-
cyficznego wigzania DAPI z innymi strukturami ko-
moérkowymi, populacja wybarwiona tym markerem
to suma komorek zywych, komérek martwych oraz
w malym stopniu tzw. komérek widmo (ghost cells)
[18, 30]. Duza fatwo$¢ barwienia komdrek barwnikiem
DAPI oraz jednoczesne zastosowanie wybranego wskaz-
nika zywotnodci komoérek, np. CTC, CFDA pozwala
okregli¢ udziat komoérek aktywnych do calkowitej liczby
komérek w badanej probee [29].

5. Hybrydyzacja DNA, RNA

Idea zastosowania sond oligonukleotydowych w hy-
brydyzacji z genomem komorki to perspektywa roz-
woju diagnostyki mikrobiologicznej. Sonda to frag-
ment 20-30 par zasad pojedynczej nici nukleotydowej,
ktéra komplementarnie aczy si¢ z pojedyncza nicia
docelowego regionu kwaséw nukleinowych komorki.
Region kwaséw nukleinowych stanowi pojedyncza ni¢
czasteczki DNA lub RNA [12]. Szybko rozwijajaca si¢
dziedzina genomiki w kierunku sekwencjonowania
rybosomalnego RNA wplyneta na wzrost stosowania
sond oligonukleotydowych rRNA w mikrobiologii [22].
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W zaleznosci od wymaganego poziomu detekeji, moga
one stuzy¢ docelowo hybrydyzacji z regionem konserwa-
tywnym, charakterystycznym dla rodzaju lub regionem
zmiennym, unikalnym dla poszczegdlnych gatunkéw
[2]. Pomimo ze oligonukleotydowe sondy 16S i 23S
rRNA, komplementarne do zmiennych regionéw, sa
szeroko stosowane w identyfikacji gatunkowej, to moga
by¢ przyczyna pewnych trudnoséci w réznicowaniu bli-
sko spokrewnionych gatunkéw o duzym podobienstwie
sekwencji rRNA. W takich przypadkach lepiej moze si¢
sprawdzac hybrydyzacja DNA/DNA [12]. Zaleta hybry-
dyzacji z czasteczkami rRNA jest ich duzo wicksza ilo$¢
w komorce w poréwnaniu do specyficznych sekwencji
DNA, co niewatpliwie wplywa na efektywno$¢ i wia-
rygodno$¢ zastosowanej metody [14]. Niezaleznie od
rodzaju sondowanej czasteczki TRNA, detekcja szuka-
nej hybrydy w zasadzie opiera si¢ na dwdch kierunkach
hybrydyzacji. Pierwszym jest hybrydyzacja dot-blot,
drugim hybrydyzacja in situ, czyli we wlasciwym poto-
zeniu w spojnych komérkach [2]. Dot-blot, jako tech-
nika ex situ, polega na ekstrakcji i immobilizacji catego
RNA komorek, po czym nastgpuje jego hybrydyzacja
i ocena ilosci docelowego rRNA. Poniewaz zawarto$¢
komérkowego rRNA zalezy od fizjologicznej aktyw-
no$ci komorek, bezposrednie przelozenie jego ilosci
na liczb¢ komoérek nie jest mozliwe [2, 19]. Podejécie
typu in situ, zakladajace hybrydyzacje w morfologicz-
nie nienaruszonych komdrkach, np. fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ — FISH (fluorescence in situ hybridi-
zation) umozliwia bezposrednig oceng liczby komorek
w populacji [4]. Zasada FISH polega na hybrydyzacji
sekwencji TRNA komérek sonda oligonukleotydowa,
sprzgzona kowalencyjnie z barwnikiem fluorescen-
cyjnym, najczesciej przy koncu 5 (rys. 1) [26]. Wsrdéd
czynnikéw determinujgcych jej czuto$¢ nalezy wymie-
ni¢: ilos¢ docelowych czasteczek rRNA, dtugos¢ sondy,
rodzaj znacznika fluorescencyjnego [19]. W duzym
stopniu na czutos¢ tej metody mozna wplynaé poprzez
dobér znacznika, zwracajac uwagg na intensywnos¢ fluo-
rescengji i fotostabilno$¢. Powszechnie uzywane fluo-
rochromy do znakowania sond to: fluoresceina, Texas
red (pochodna sulforodaminy 101, sulforhodamine 101
acid chloride), rodamina, cyjanina 3 - Cy3 (cyanine 3)
i cyjanina 5 - Cy5. Zastosowanie Cy3 zapewnia lepsza
rozdzielczo$¢ i stabilnos¢ niz Cy5, Cy5 lepsza niz fluo-
resceina [35]. Potencjal techniki FISH w szacowaniu
fizjologicznej aktywnosci komdrek bakteryjnych zalezy
od szybkosci dekompozycji rRNA po $mierci komdrek,
na ktéra wplyw ma poziom enzyméw katalizujacych
rozpad RNA - RNaz oraz stopien permeabilizacji bton
cytoplazmatycznych [19, 26, 30]. Krétszy potokres roz-
padu, jaki cechuje rRNA w poréwnaniu z DNA, uzasad-
nia aplikacje tej techniki w kierunku oceny fizjologicznej
aktywnosci komorek. Zakres zastosowania tej techniki
moze by¢ w ten sposob rozszerzony ponad precyzyjna
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identyfikacj¢ gatunkowa [19]. Rozwijanie techniki FISH
ujawnia jej nowe mozliwosci, np. opracowanie procedur
fluorescencyjnego znakowania mRNA czy pre-rRNA, co
pozwala na oszacowanie komorek aktywnych w opar-
ciu o ekspresje genéw. Poszukiwanie nowych kierunkéw
zastosowania sond oligonukleotydowych warunkuje
selektywny rozwdj metod hybrydyzacji w wykrywaniu
drobnoustrojéw z réznych srodowisk [18].

6. Zalety i ograniczenia metod fluorescencyjnego
barwienia komodrek

Metody barwienia fluorescencyjnego komoérek zna-
lazty szerokie zastosowanie w badaniach mikrobiolo-
gicznych. W literaturze odnajdujemy rézne kierunki
aplikacyjne tych metod w badaniach $rodowiskowych,
badaniach zywnosci, badaniach opornosci na czynniki
stresowe (Tab.II). Wigkszo$¢ badaczy podkresla, ze
zaletami metod fluorescencyjnego barwienia komérek
s3: detekcja pojedynczych komorek, analiza wielu para-
metréw w tym samym czasie, wysoka doktadnos¢, brak
koniecznosci izolacji DNA czy amplifikacji, szybko$¢
wykonania oznaczenia. Mikroskopia fluorescencyjna
i cytometria przeptywowa sa metodami okreslajacymi
liczebno$¢ komorek bezposrednio w preparacie mikro-
skopowym lub w badanej prébece. Posrednia analiza
ilociowa opiera si¢ na metodach hodowlanych, ktore
wymagaja doboru odpowiednich pozywek i warunkéw
inkubacji. Wynik tego rodzaju analizy uzalezniony jest
od zdolnosci wzrostu komérek bakteryjnych w warun-
kach in vitro. Ograniczeniem dla metod klasycznych sa
zatem bakterie niedajace si¢ hodowac in vitro, trudne
lub bardzo kosztowne w hodowli. Stosowanie bezpo-
srednich metod barwienia fluorescencyjnego wyklucza
etap hodowli bakterii. Niektére metody barwienia flu-
orescencyjnego pozwolity na ujawnienie tych, ktére nie
daja si¢ hodowac na podlozach agarowych (pochodza
gltéwnie ze §rodowisk ubogich np. woda, gleba). Pod
wzgledem przezywania komoérek w réznych §rodowi-
skach, metody fluorescencyjnego barwienia pozwalaja
wyr6zni¢ grupy o réznych stanach fizjologicznych.
Sunny-Roberts iwsp. [36, 37] zbadali opornoé¢
szczepOw Lactobacillus rhamnosus na stres osmotyczny.
Uzyli do tego celu cytometrii przeptywowej z barwie-
niem CFDA/PI, ktére to potaczenie pozwolito na wyrédz-
nienie czterech grup komoérek w populacji: komoérek
nieaktywnych, po lizie bton cytoplazmatycznych (CF-/
PI*), komdrek aktywnych z uszkodzeniami w btonach
cytoplazmatycznych (CF*/PI*), komoérek nieaktywnych
lub po wypompowaniu barwnika z komoérek i o spéjnych
btonach cytoplazmatycznych (CF-/PI"), komorek aktyw-
nych i o spéjnych blonach (CF*/PI") (rys. 4). Wrdd tych
komérek czgs¢ stracita zdolno$¢ wzrostu na podtozach,
inaczej ,hodowalnos¢” (culturability) w srodowisku
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Tabela I
Przyklady zastosowan metod barwienia fluorescencyjnego komoérek w badaniach mikrobiologicznych
Metoda Badane drobnoustroje Celowo$¢ badan Zrédto
EFM + FITC, Prébki biofilmu: drobnoustroje ktaczkéw osadu | Poznanie i poréwnanie struktury i skladu EPS [28]
TRITC-ConA, czynnego, Pseudomonas putida ATCC 17514 biofilméw poprzez barwienie réznych skladnikéw:
DAPI biatka, weglowodany, DNA komdrek
FCM + CFDA/PI | Lactobacillus rhamnosus VT TE-97800/ Opornoé¢ paleczek fermentacji mlekowej na stres | [36, 37]
Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) osmotyczny
FCM + CFDA, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ~ |Przydatno$¢ cytometrii przeptywowej w ocenie [11]
kalceina AM/PI przezywalnosci patogendw roélin
EFM + FISH Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp./ Przezywalno$¢ poszczegolnych drobnoustrojow [7]
Enterococcus, Bacteroides spp., w mleku dla niemowlat
Clostridium histolyticum, Escherichia coli
EFM + FISH Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Identyfikacja i analiza ilo§ciowa drobnoustrojéw [4]
Pediococcus spp., Oenococcus spp. wystepujacych w winie
EFM + FISH Eubakterie Ocena réznorodnosci drobnoustrojow w réznych [15]
warstwach sera
EFM + FISH Lactobacillus plantarum Ocena specyficznosci sond oligonukleotydowych [15]
oraz wykrywanie L. plantarum w oliwkach
EFM + Rh123/P1 | Pasteurella piscicida Badania przezywalnoséci patogena ryb [23]
w wodzie morskiej
FCM + CFDA/ Bifidobacterium lactis DSM 10140, Badania przezywalnosci bakterii probiotycznych [1]
PI/DiBAC4(3) Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 w solach zdici
FCM + CFDA/ Lactococcus sp., Streptococcus sp., Badania przezywalnosci bakterii fermentacji [9]
PI/TOTO-1 Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., mlekowej w solach zdkci i niskim pH
Enterococcus sp., Pediococcus sp.
EFM +SYTOY/PI | Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. Badanie rozwoju i przezywalnosci paciorkowcdw [38]
diacetylactis C62, Lactococcus lactis ssp. lactis mlekowych w mleku
biovar. diacetylactis C75, Lactococcus lactis ssp.
cremoris C83
EFM + DAPI/CTC | Pseudomonas aeruginosa VIT E-96726, Badanie aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowej [39]
Pseudomonas fragi VTT E-84200 dezynfektantéw wobec paleczek Pseudomonas
w biofilmie
EFM - mikroskopia epifluorescencyjna FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
FCM - cytometria przeptywowa Rh123 - rodamina
FITC - izotiocyjanian fluoresceiny DiBAC,(3) - bis(1,3-kwas dibutylobarbiturowy) trimetylo oxonol
TRITC-ConA - izotiocyjanian tetrametylorodaminy TOTO-1 - propidyny tetra-1-(4,4,7,7-tetrametylo-4,7-
znakowany konkanawalina A -diazandekametyleno)-bis-4-[3-metylo-2,3dihydro
DAPI - 4,6-diamidino-2-fenylindol (benzo-1,3-oksazolo)-2-metyliden]-1-
CFDA - dwuoctan karboksyfluoresceiny (3 trimetyloamonowy propylu) jodek
PI - jodek propidyny SYTO9 - barwnik nukleinowy SYTO®9
kalceina AM - ester acetylo metylowy kalceiny CTC - chlorek 5-cyjano-2,3-ditolylo tetrazoliowy

o znacznie zwigkszonej osmolarnosci. Na tej podstawie
wyrézni¢ mozna komorki w stanie VBNC (viable but
nonculturable), czyli zywe, ale niezdolne do wzrostu na
podlozach hodowlanych [26]. W zaleznosci od drob-
noustroju, czynnikiem wywolujacym przechodzenie
w stan VBNC moze by¢ np. nieodpowiednia kwasowos¢
i osmolarno$¢ §rodowiska, obnizenie lub podwyzsze-
nie temperatury, niedobdr sktadnikéw pokarmowych
[18]. Przechodzenie w posta¢ VBNC moze by¢ efektem
niewielkich zmian okreslonych warunkéw na mniej
korzystne, wobec czego zbadanie tego zjawiska wéréd
bakterii w réznych warunkach srodowiskowych wymaga
doboru odpowiednich narzedzi. Przedstawione metody
barwienia fluorescencyjnego komoérek wpasowuja sig

w ten rodzaj badan, gdyz przy ich pomocy mozna okres-
li¢ obecno$¢ i udzial komorek niechodowalnych i odroéz-
ni¢ je od komérek martwych.

Poréwnujac fluorescencyjne metody analizy, mikro-
skopowa i cytometryczna, analizy mikroskopowe umoz-
liwiaja okreslenie ograniczonej liczby komorek, a takze
sa bardziej czasochtonne. Pod tym wzgledem badania
cytometryczne wykazuja pewna przewage nad bada-
niami z uzyciem mikroskopii. Z uwagi na aspekt pet-
niej automatyzacji i w rezultacie szybkos¢ otrzymania
wynikéw, cytometria przeplywowa pozwala na analiz¢
wigkszej liczby komorek w krétszym czasie. Mozliwy
jest podzial analizowanych populacji na subpopulacje,
co sprawia, ze ten instrument jest bardziej przydatny
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Rys. 4. FL-1/FL-3 plot (na podstawie zalozen przedstawionych
w pracy Sunny-Roberts i wsp. [35])

w badaniach heterogennych populacji bakterii. Metody
fluorescencyjnego barwienia komoérek stosowane sa
powszechnie w analizach prob $rodowiskowych, np.
wody morskiej, ktorych tatwos¢ przygotowania do bar-
wienia fluorescencyjnego wplywa na jego skuteczno$¢
i wiarygodno$¢ otrzymanych wynikéw [18]. Nalezy
zwrocic szczeg6lng uwage na etap wyodrebniania komd-
rek z bardziej ztozonych matryc, np. zywnodci, ktory
wymaga efektywnosci jak i minimalizacji stopnia uszko-
dzenia komorek [19]. Odpowiednie przygotowanie pro-
bek, w niektérych przypadkach uwzglednienie etapu
utrwalania prébek, gwarantuje otrzymanie cennego
narzedzia oceny zywotnosci réznych drobnoustrojéw.
Liczne metody barwienia maja coraz wigksze znacze-
nie w przemysle rolno-spozywczym. Metody barwienia
moga by¢ stosowane do kontroli proceséw fermentacyj-
nych, detekgji zanieczyszczen zywnosci, oceny skutecz-
nosci srodkéw dezynfekcyjnych i wpltywu antybiotykéw
na fizjologie komérek bakterii pochodzacych z zyw-
nosci. Jednak przy ogromnym zréznicowaniu sktadu
chemicznego srodowisk, mozliwos$¢ interakcji migdzy
barwnym znacznikiem a sktadnikami matrycy moze
sta¢ si¢ ograniczeniem dla zastosowania omawianych
metod. Maukonen i wsp. [24] zglosili trudnosci
z barwieniem komdrek bakteryjnych w niemlecznym
napoju probiotycznym z uzyciem barwnika Chem-
Chrome. Wniosek odnosnie przyczyny takich trudnosci
byt zwigzany z rodzajem matrycy, w jakiej znajdowaty
sie komorki, gdyz nie obserwowano juz tego problemu
po dodaniu tego samego szczepu do innego produktu.
Poniewaz ChemChrome, jako pochodna fluoresceiny,
moze sprawia¢ trudno$ci z barwieniem komérek ze
wzgledu na jego wypompowywanie z wnetrza komorki,

417

mozna przypuszczaé, ze Srodowisko tego okreslonego
produktu moglo wzmagac ten proces. Zauwazy¢ warto,
ze analiza mikrobiologiczna z uzyciem barwnikéw
ChemChrome oraz zestawu BacLight” pozostatych sied-
miu produktéw probiotycznych okazala si¢ skuteczna
i wiarygodna. Oznaczono réwniez z jej pomoca udziat
komérek VBNC i wywnioskowano, zZe przechodzenie
w ten stan jest zalezne od rodzaju produktu, w jakim
znajduja si¢ komorki szczepéw probiotycznych. Zaob-
serwowano, ze produkty zwierajace zwiazki fenolowe
znacznie wplywaja na wywolywanie tego stanu wsréd
badanych szczepéw. Na tej podstawie mozna stwier-
dzi¢, ze metody fluorescencyjnego barwienia komdrek
to przydatne narzedzie w badaniach stanu fizjologicz-
nego bakterii. Odpowiednie dobranie barwnikéw oraz
opracowanie procedury barwienia dostarczy¢ moze
interesujacych wynikéw badan i rozszerza¢ zakres ich
stosowania o nowe kierunki.

7. Podsumowanie

Pomimo, ze wyniki uzyskane z wystandaryzowanych
metod s3 czgsto wystarczajace, to nie mozna poming¢
faktu, ze s3 niezautomatyzowane i czas oczekiwania na
wynik jest dtugi. W powyzszej pracy dokonano prze-
gladu metod fluorescencyjnego barwienia komorek
bakterii, ktére stanowia atrakcyjng alternatywe dla
metod klasycznych, nie tylko z uwagi na aspekt auto-
matyzacji i szybko$ci wykonania. Metody te opieraja
si¢ na zastosowaniu réznych markeréw stanu fizjolo-
gicznego bakterii, w istocie pozwalajacych na zbadanie
wigkszosci parametréw aktywnosci i spojnosci struktur
komorkowych. Przedstawiono najbardziej rozpowszech-
nione barwniki fluorescencyjne, ktére mozna nazwac
markerami zywotnosci komérek, wynikajace z ich
stosowania korzysci, a takze ograniczenia. Wspdélnym
odniesieniem do wszystkich markeréw jest fluorescencja
poszukiwanego elementu wewnatrzkomorkowego, a ele-
ment, jaki ma zosta¢ wykryty determinuje wyboér tego
wlasciwego. Zatem odpowiedni dobdr znacznika moze
dostarczy¢ precyzyjnych danych na temat fizjologii
mikroflory réznych $rodowisk. Metody te sa wobec tego
odpowiedzig na rosngce wymagania z zakresu analityki
mikrobiologiczne;j.
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