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Analysis of physiological state of single bacterial cell using fluores-
cent staining methods

Summary

The paper reviews fluorescent staining techniques allowing to diagnose the
physiological state of bacterial cells. Different staining probes and a manner of
their use for analysis of cell viability, membrane potential, membrane integrity,
intracellular pH, respiratory activity, amount of nucleic acids, and activity of
chosen intracellular enzymes are described. Range of examples of fluorescent
staining for monitoring of physiological state of bacteria in natural environment
and in biotechnological processes are presented.
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1. Wstep

W ostatnich latach nastapit intensywny wzrost zainteresowa-
nia szybkimi i precyzyjnymi technikami pozwalajgcymi na moni-
torowanie zmian morfologicznych i fizjologicznych komaérek mi-
kroorganizmoOw. Skracajg one czas badan i pozwalaja na obréb-
ke komputerowa obrazéw mikroskopowych. Wsrdod wielu réz-
nych zastosowan badawczych, techniki wybarwiania fluorescen-
cyjnego sg wykorzystywane takze do oceny funkcjonalnej mikro-
organizmow bioracych udziat w procesach biotechnologicznych
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prowadzonych w skali przemystowej. W czasie prowadzenia procesu w duzej skali
pojawiajg sie czesto czynniki stresowe, ktére zaburzajg warunki hodowli i tym sa-
mym hamujg wzrost komorek i ich prawidtowy metabolizm. Czesto juz niewielkie
zmiany w sktadzie pozywki czy w warunkach fizykochemicznych procesu powodujg
zdecydowany spadek zywotnosci stosowanych drobnoustrojow i zahamowanie gtow-
nych szlakéw metabolicznych. W konsekwencji dochodzi do zatamania procesu pro-
dukcyjnego i powaznych strat ekonomicznych.

Metodom monitorowania stanu fizjologicznego komoérek jest poswiecona boga-
ta literatura naukowa oraz wiele konferencji naukowych. Ogromny potencjat majg
metody oparte na wybarwianiu komorek barwnikami fluorescencyjnymi. Wiekszosc¢
z nich pozwala na ocene zywotnosci i stanu fizjologicznego catych populacji komoé-
rek, a czes¢ w pojedynczych komérkach.

Tradycyjne techniki oceny przezywalnosci populacji mikroorganizmow wykorzy-
stuja gtéwnie zdolnos¢ komoérek do namnazania sie na powierzchni pozywek sta-
tych, co wigze sie z dtugim czasem oczekiwania na pojawienie sie kolonii i zalezg od
szybkosci wzrostu drobnoustrojéw, rodzaju zastosowanego podtoza oraz warun-
kéw inkubaciji (1). Ponadto liczenie komérek moze by¢ nieprecyzyjne lub wrecz nie-
mozliwe. Dotyczy to mikroorganizmow o silnych wiasciwosciach adhezyjnych two-
rzacych konglomeraty, co powoduje, ze agregaty komoérek moga by¢ przypadkowo
liczone jako jedna jednostka tworzgca kolonie (CFU, ang. Colony Forming Unit). Tra-
dycyjne metody nie nadajg sie do liczenia komérek drobnoustrojow, ktérych nie po-
trafimy hodowac¢ w warunkach laboratoryjnych (VBNC, VNC, ang. Viable But Non-Cul-
tivable). Cze$¢ komérek moze byé takze nieaktywnych, co prowadzi do btednej in-
terpretacji wynikéw (2,3). Tymczasem metody barwienia fluorescencyjnego umozli-
wiajg diagnostyke wszystkich komadrek bakteryjnych, tacznie z tymi, ktére nie rosng,
ale wykazujg cechy zywych komérek, gdyz utrzymujg okreslong strukture komor-
kowa i wykazujg aktywno$¢ metaboliczng (4). Zastosowanie barwienia komérek po-
zwala na ich badanie on-line. Dzieki szybkiej informaciji jest mozliwa skuteczna inter-
wencja w przebieg procesu biotechnologicznego.

Barwniki fluorescencyjne zawieraja gtdéwnie wielopierscieniowe zwiazki aroma-
tyczne, mogace absorbowac fale o okreslonej dtugosci, w szczegoélnosci w zakresie
promieniowania ultrafioletowego (wzbudzenie, absorbancja) oraz emitowac Swiatto
0 mniejszej energii w zakresie widma widzialnego (emisja) (5). Energie emis;ji flu-
orochroméw majg rézng wartos¢ i dlatego widoczne promieniowanie ma barwe od
ciemnoczerwonej, po zielong i niebieska. Dzieki wysokiej selektywnosci substancje
te umozliwiajg zbadanie wewnatrz pojedynczej komorki takich parametrow, jak
(4-6):

- potencjat btony,

- integralno$¢ btony,

- aktywno$¢ oddechowa,

- zawarto$¢ enzymow wewnagtrzkomoérkowych,

- zawarto$¢ kwaséw nukleinowych.
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- pH wewnatrzkomoérkowe,

- aktywnos$¢ metaboliczng.

Wyznaczenie tych parametrow w odpowiednio duzej liczbie komérek pozwala
zdiagnozowac stan, wjakim znajduje sie dana populacja mikroorganizmow w czasie
trwania procesu biotechnologicznego. Zaznaczy¢ nalezy, ze za pomocg jednego
barwnika fluorescencyjnego mozna wyznaczy¢ kilka z wymienionych parametrow.
Przyktadowo utrudniona przenikalnos¢ estrowych pochodnych fluoresceiny jest do-
bra miarg integralnosci blon z jednej strony, a z drugiej, ze obecno$¢ ugrupowania
estrowego umozliwia oznaczenie enzyméw oddechowych. Kolejnymi przyktadami
sg niektore barwniki kwaséw nukleinowych pozwalajgce oceni¢ zaréwno integral-
nos¢ bton komoérkowych, jak i aktywno$¢ oddechowa.

Celem przegladu literaturowego jest przedstawienie stanu wiedzy na temat za-
stosowania barwienia fluorescencyjnego w ocenie zywotnosci i aktywnosci fizjolo-
gicznej pojedynczych komoérek bakteryjnych i w konsekwenciji stanu danej populacji
mikroorganizmow.

2. Barwniki fluorescencyjne stosowane do oceny integralnosci bton
komoérkowych

Pierwszg powierzchnig kontaktu komorki bakteryjnej ze srodowiskiem zewnetrz-
nym (z wyjatkiem Mycoplasmatales) jest lezaca na zewnatrz od btony komadrkowej
sztywna Sciana komoérkowa, petnigca funkcje ochronne protoplastu przed lizg
osmotyczng i uszkodzeniami. U wielu bakterii, w tym archebakterii, licznych bakte-
rii gramujemnych (Caiilobacter crescentus, Aquaspirillum serpent, Aeromonas salmonicida)
i niektérych eubakterii gramdodatnich (np. Corynebacteriiim, Bacillus) poza $ciang ko-
morkowsg i btong komérkowg wystepuje dodatkowa warstwa S, zbudowana zwykle
z charakterystycznego dla danej bakterii biatka (1,7,8).

jedna z gtéwnych funkcji bton biologicznych jest transport skladnikow odzyw-
czych oraz wydalanie wytwarzanych metabolitéw. Zachwianie ptynnosci bton w ko-
moérce bakteryjnej (w szczegélnosci btony komorkowej) wiaze sie z powaznymi
uszkodzeniami komorki, takimi jak utrata selektywnej przepuszczalnosci, zahamo-
wany transport czy aktywnos¢ oddechowa, co bardzo czesto doprowadza do jej
Smierci (4).

U podstawy analizy integralnosci membranowej lezy zdolno$¢ barwnikow fluore-
scencyjnych do przenikania przez ostony do wnetrza komorki i wybarwiania wtasci-
wych dla siebie struktur. Metody pozwalajgce oznaczy¢ integralnos¢ btony opieraja
sie na zlozonych mechanizmach wnikania zwigzkéw barwigcych do wnetrza komor-
ki, zatrzymania ich w komorce, badz wydalenia ich poza komorke bakterii (6).

Ze wzgledu na wysokie stezenie DNA w komorce bakteryjnej, do wiekszosci ozna-
czen plynnosci bton stosuje sie barwniki kwasoéw nukleinowych. Barwniki DNA, takie
jak jodek propidyny (PI, ang. Propidium lodide), bromek etydyny (EB, ang. Ethidium Bromide),

104 PRACE PRZEGLADOWE



Analiza stanu fizjologicznego pojedynczych komoérek bakterii za pomoca barwienia fluorescencyjnego

PO- PRO- 3 oraz SYTOX Green, wybarwiajg komorki charakteryzujgce sie uszkodzenia-
mi w strukturze dwuwarstwowej btony fosfolipidowej, wybarwiajgc kwasy nukleinowe
na charakterystyczny dla siebie, zalezny od dtugosci fali, kolor (5,6).

Do najczesciej uzywanych barwnikéw fluorescencyjnych nalezg jodek propidyny
i bromek etydyny. Charakteryzuja sie one podobna budowag chemiczng, zdolnoscig
do barwienia uszkodzonych komoérek na kolor czerwony oraz brakiem mozliwosci
wybarwienia komérek zywych, prowadzacych niezachwiany metabolizm. W niena-
ruszonych mikroorganizmach zostajg one wydalone z wnetrza komorki jeszcze przed
potaczeniem z czasteczkami kwaséw nukleinowych (5).

W biezacej literaturze naukowej mozna znalez¢ bardzo wiele publikacji, w kto-
rych autorzy donoszg o stosowaniu jodku propidyny jako barwnika pozwalajgcego
oznaczyC¢ ptynnos¢ bton drobnoustrojéw lub/i zywotnos¢ catej populacji bakterii.
Znalazt on zastosowanie m.in. w badaniach nad przezywalnoscig bakterii Lactobacillus
rhamnosLis hodowanych w warunkach podwyzszonego cisnienia, oraz poddanych
stresowi osmotycznemu (9,10), w oznaczaniu przezywalnosci bakterii mlekowych
po mrozeniu i w trakcie przechowywania (11), podczas kontroli mikrobiologicznej
win (12), w badaniach wptywu stresu oksydacyjnego na bakterie Ralstonia metallkliirans,
Escherichia coli, Shewanella oneidensis i Deinococcus radiodurans (13), w barwieniu ko-
mérek Trichomonas vaginalis, Pasteurella piscicida w wodzie rzecznej (14,15), rozréz-
nieniu komoérek zywych od komérek martwych Escherichia coli. Bacillus suhtilis
i Pseudomonas sp. (16) oraz barwieniu komoérek bakterii Lactococcus lactis hodowa-
nych w warunkach stresowych (17).

Niektorzy autorzy podwazaja jednak dokladnos¢é metod wybarwiania fluorescen-
cyjnego opartego na przepuszczalnosci bton jako wskaznika przezywalnosci i zy-
wotnosci bakterii. Dowiedziono, ze pomimo $mierci spowodowanej wysokg tempe-
raturg, komoérki bakterii Escherichia coli nie akumulowaty jodku propidyny (18).
Niven i Mulholland (19) wykazali, ze duza populacja niezdolnych do zycia komorek
Lactococcus lactis nie barwita sie jodkiem propidyny. Podobne zjawisko obserwowali
Bunthofi in. (17), ktérzy wykazali, ze 69% komérek Lactococcus lactis inkubowanych
w temperaturze 60°C przez 90 sekund nie wybarwito sie po dodaniu barwnika, po-
mimo ze utracity zdolno$¢ do wzrostu na powierzchni plytki.

Ograniczone mozliwosci zastosowania Pl wynikaja z niskiego wspéiczynnika
ekstynkcji i stosunkowo niskiej fluorescencji tej sondy. Nowe barwniki DNA, takie
jak SYTOX-Green, charakteryzujacy sie wysokg fluorescencja po przylgczeniu do
czgsteczki kwasu nukleinowego, moga stanowi¢ alternatywne rozwigzanie (20).
Barwnik ten znalazt zastosowanie w ocenie zywotnosci wielu gatunkéw bakterii
m. in. Bacillus subtilis, Escherichia coli. Pseudomonas spp. i Salmonella typhimurium (21-23).

W celu jednoczesnej identyfikacji zywych i martwych komaérek firma Molecular
Probes stworzyla zestaw barwnikéw Live/Dead BacLight zawierajacy dwa barwniki
Pl oraz SYTO 9, reagujgce z kwasami nukleinowymi, lecz réznigce sie zdolnoscig do
przenikania przez nieuszkodzone btony bakteryjne. Réwnoczesne zastosowanie obu
barwnikéw oraz systemu komputerowej analizy obrazu umozliwia wizualne rozréz-
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nienie komoérek zywych od komérek martwych (5). Barwnik SYTO 9 znaczy komorki
bakterii gramujemnych i gramdodatnich niezaleznie od kondycji, w Jakiej znajdujg
sie ich blony komérkowe, tworzac barwne kompleksy koloru zielonego, podczas
gdy jodek propidyny wnika wytgcznie do bakterii z uszkodzonymi btonami i barwi
je na kolor czerwony.

Wedtug producenta barwnik SYTO-9 powinien przenika¢ przez blony bakterii
i by¢ zatrzymywany wewnatrz komoérek jednakze Langsrud i Sundheim (24) wykaza-
li, ze 30% testowanych szczepdw Pseudomonas aeruginosa nie zatrzymuje barwnika.
Aby przezwyciezy¢ ten problem, rozpoczeto réwnoczesne stosowanie Pl wraz z in-
nymi barwnikami przenikajacymi przez btony np. SYTO-13 (25,26).

Dla oszacowania liczby komoérek bakteryjnych w srodowisku wodnym, wielu au-
torow wykorzystywato zestaw Live/Dead Bac Light w potaczeniu z mikroskopia flu-
orescencyjng i komputerowg analizg obrazu lub cytometrig przeptywowsg (25,27,
28). jednakze po zastosowaniu wymienionego zestawu barwnikdw pewna czesé ko-
morek bakteryjnych wykazywata kolor posredni pomiedzy zielong a czerwong flu-
orescencja. Aby uzyskac¢ lepsze rozréznienie barw Gasol i in. (29) zastosowali meto-
de polegajaca na przeptukaniu filtra z wybarwionymi bakteriami alkoholem izopro-
pylowym, uzyskujac tym samym wieksze zréznicowanie barw.

3. Barwniki wybarwiajgce kwasy nukleinowe

Wykrywanie uszkodzen w tancuchach kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem
barwnikéw fluorescencyjnych jest czesto stosowane przy charakterystyce apoptozy
komorek eukariotycznych (4). Zastosowanie tych metod w komérkach bakteryjnych
w celu oznaczenia zywotnosci mikroorganizmdéw moze wydawac sie niewlasciwe ze
wzgledu na utrzymywanie sie nieuszkodzonej czgsteczki DNA jeszcze przez pewien
czas po $mierci komérek. Ponadto u mikroorganizméw hodowanych w warunkach
stresowych moga wystepowacé zmiany w topologii czasteczki DNA, charakterystycz-
ne dla komoérek martwych (30,31). Mimo to, wielu autoréw wskazuje na duza przy-
datnos$¢ barwnikéw kwaséw nukleinowych jako narzedzi pozwalajacych na oznacza-
nie przezywalnosci komérek bakteryjnych (5,6,32).

Aktualnie oferowanych jest komercyjnie wiele barwnikéw fluorescencyjnych re-
agujacych z kwasami nukleinowymi, jednak tylko nieliczne wigza sie specyficznie
tylko z DNA, a wiekszos$¢ z nich jest wrazliwa na sktad chemiczny zasad (stosunek
A-TIG-C). Barwniki, takie jak DAPI i Hoechst nr 33258 i 33342, wykazuja w przyblize-
niu stukrotnie wyzsza, jasnoniebieskg fluorescencje po zwigzaniu sie z tripletami
A-T w czgsteczce DNA. Chromomycyna A3 i podobna do niej mitramycyna wykazujg
podwyzszong fluorescencje po przytaczeniu sie do sekwencji bogatych w pary G-C.
Oba barwniki sg pobudzane przez promieniowanie fioletowe i niebieskofioletowe,
za$ emitujg Swiatlo koloru zielonego. Kombinacja barwnikéw Ghromomycyny A
oraz Hoechst 33258 znalazta zastosowanie w diagnostyce sktadu chemicznego réz-
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nych szczepow bakterii Bacillus cereus, Enterococcus faecalis i Staphylococcus aureus
poddanych dziataniu czynnikéw stresowych (33).

Barwniki, takie jak bromek etydyny i jodek propidyny, tworzg barwne kompleksy
z dwuniciowym DNA, bgdz RNA. Takie same wtasciwosci ma duza grupa asymetrycz-
nych cyjanobarwnikéw kwasoéw nukleinowych (serie TO-PRO-, TOTO- i SYTO) oraz
Pico Green oferowanych przez Molecular Probes. Barwniki te znalazlty zastosowanie
w oznaczaniu catkowitej liczby kwasow nukleinowych w Pseudomonas aeruginosa.
Pseudomonas putida KT2442, w czynnych biologicznie mikroorganizmach sciekowych
oraz w badaniach nad jakoscia mikrobiologiczng mleka (34-37). Zgodnie z wytyczny-
mi producenta wykorzystanie tych barwnikdw do oznaczenia wylgcznie DNA wyma-
ga wczesniejszego uzycia RNAzy. Ze wzgledu na fakt, ze bakterie prowadzgce nie-
zaktdcony metabolizm w swoim skladzie chemicznym majg okoto pie¢ razy wiecej
podwdéjnoniciowego rRNA niz DNA, zastosowanie tych metod jest wcigz problema-
tyczne (38). Inng technikg pozwalajaca wybarwi¢ i oznaczy¢ dwuniciowy rybosomo-
wy RNA jest zastosowanie preparatu pironiny. Kombinacja tego barwnika z DAPI lub
Hoechst 33342 umozliwia jednoczesne obserwowanie obu kwaséw nukleinowych,
pod warunkiem zastosowania podwodjnego filtra (38).

Selektywnym barwnikiem fluorescencyjnym tworzacym barwne kompleksy kolo-
ru zielonego po przytgczeniu do DNA i czerwonego po przylgczeniu do RNA jest
oranz akrydyny. Intensywnos¢ jego zabarwienia zalezy od koncentracji kwaséw nu-
kleinowych. Ten barwnik kationowy przytacza sie do czasteczki DNA w formie mo-
nomeru, za$ z czasteczkami RNA tworzy kompleks ztozony z polimeréw barwnika
oraz RNA. Znalazt on zastosowanie w badaniach nad bakteriami Escherichia coli,
Salmonella sp.. Listeria monocytogenes. Staphylococcus aureus, Campylobacterjejuni. Bacillus
anthracis. Bacillus cereus, Clostridium botulinum oraz Clostridium perfringens (5,39,40).

Jednym z barwnikéw kwasOw nukleinowych stosowanych do okreslania przezy-
walnosci mikroorganizméw lub oznaczenia liczby DNA jest DAPI. Zmiany wartoSci
fluorescencji po wybarwieniu komoérek przez DAPI zostaty uzyte do oceny wydajno-
éci dezynfekcji wody pitnej podchlorynem sodu. Barwnik ten znalazt zastosowanie
w ocenie przezywalnosci bakterii Helicobacter pylori podczas przechowywania w $ro-
dowisku wodnym (41) i w badaniach wplywu zwiekszonego ci$nienia atmosferyczne-
go i temperatury na szybko$¢ wzrostu Lactococcus lactis i Lactobacillus sanfranciscensis
(42). Nalezy jednak odnotowac, ze zastosowanie tego barwnika nie zawsze pozwala
na wykrycie wszystkich martwych komaérek (43).

4. Barwniki pozwalajace okresli¢ potencjat btonowy

Podczas procesOw oddychania i hydrolizy ATP zostaje wytworzony elektroche-
miczny potencjat bton komérkowych. Dzieki wybidrczej przepuszczalnosci bton
dla jonéw wodoru, sodu, potasu i chloru tworzy sie gradient tadunkoéw (fadunek
wewnatrz komorki ma ujemng wartosé, za$ po zewnetrznej stronie bltony - war-
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tos¢ dodatnig) bioracy udziat w podstawowych procesach metabolizmu komaérko-
wego, jak synteza ATP, transport aktywny, regulacja wewnatrzkomérkowego pH
i inne (4).

Do pomiaru potencjatu btonowego stosuje sie barwniki fluorescencyjne, ktére
w zaleznosci od swojego tadunku gromadza sie po spolaryzowanej (barwniki ka-
tionowe) lub po depolaryzowanej stronie (barwniki anionowe) bton. Do barwni-
kéw kationowych zaliczamy m.in. rodamine i karbocyjany, takie jak: DIiOC6(3),
DIOC2(3) czy DiSC3(5). Wsréd barwnikéw anionowych wymieni¢ nalezy DIBAC4(3)
(5).

jednym z czesciej stosowanych barwnikéw pozwalajacych okresli¢ potencjat bto-
nowy u bakterii jest Rodamina 123 charakteryzujgca sie zielong fluorescencja.
Pierwsze doniesienia dotyczgce stosowania rodaminy jako lipofilnego barwnika ka-
tionowego u bakterii datowane sg na rok 1984 (44). Stosowanie rodaminy do ozna-
czania potencjatlu btonowego bakterii gramujemnych wymaga kilkukrotnego prze-
mywania prob oraz obrobki wstepnej mikroorganizmu, zazwyczaj przez dodatek
EDTA, w celu zwiekszenia przepuszczalnosci btony zewnetrznej. Ponadto warunki
hodowli, np. zasolenie poz}wki, bezposrednio wptywajg na etap obrdbki wstepnej
(45). Mimo to Kaprelyants i Kell (46) zastosowali rodamine do podzialu populacji
Micrococcus luteus na komorki zywe, martwe i zywe, lecz nie dajace sie hodowac.
McFeters i in. (47) wykorzystali ten barwnik do oceny wiasciwosci fizjologicznych
bakterii tworzacych biofilmy (47-49), zas Pacheco i in. (50) zastosowali rodamine do
badania zywotnosci mikroorganizméw biodegradujgcych 4-chlorofenol.

Innymi kationowymi barwnikami fluorescencyjnymi, uzywanymi do oznaczania
potencjatu bton, sa karboksycyjany, np. DIOC6(3), ktérych stosowanie nie wymaga
obrébki wstepnej prébek. Diaper i in. (45) donosza o niespecyficznym wigzaniu sie
karbocyjanéw do regionéw hydrofobowych w komoérce, co przektada sie na fatszy-
wie pozytywne wartosci fluorescencji wewnatrz komoérki. Potencjat btonowy w ko-
mérce bakteryjnej moze zosta¢ zdefiniowany za pomocg anionowych oksonoli gro-
madzacych sie wewnatrz komorki w rejonach bogatych w zwiazki lipidowe. Koniu-
gacji tej sprzyja niska wartos¢ napiecia blonowego, lub jego chwilowe zanizenie,
pozwalajaca czgsteczkom barwnika przenikng¢ bariere btonowag (5). Przyktadowym
barwnikiem anionowym jest DIBAC4(3), ktory znalazt zastosowanie w diagnostyce
potencjatu btonowego u takich bakterii jak Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Lactobacillus rhamnosus. Bacillus licheniformis CCMI 1034
(51) i Bifidobacterium animalis (18,52-55), jak réwniez u licznych mikroorganizmoéw
termofilnych (56).

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie barwnikami fluorescencyjnymi po-
zwalajgcymi oznaczy¢ potencjat btonowy, pomimo ze oznaczenia te sg czesto obar-
czone bledami wynikajacymi z etapu obrébki wstepnej (38).
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5. Barwniki stosowane do oznaczania aktywnosci wybranych enzymow

5.1. Aktywnos$¢ dehydrogenaz

W badaniach aktywnosci oddechowej wewnatrz komorki bakteryjnej wykorzy-
stuje sie sole tetrazolinowe bedace akceptorami elektronéw. W konsekwencji dzia-
talnosci dehydrogenaz zwigzanych z oddychaniem komérkowym, barwniki tetrazo-
linowe zostajg zredukowane z bezbarwnych komplekséw do jasno Swiecacych
zwigzkéw formazanu. Dzieki temu redukcja soli tetrazolinowych oraz ilos¢ nieroz-
puszczalnych form formazanu jest bezposrednim wskaznikiem aktywnosci systemu
transportu elektrondw u mikroorganizmoéw tlenowych i beztlenowych (57,58).

Jednym z bardziej znanych barwnikow fluorescencyjnych, pozwalajgcym ozna-
czy¢ enzymatyczng aktywnos$¢ dehydrogenazy, jest chlorek 5-cyjano-2,3 ditolylote-
trazolowy (CTC), ktory w komérkach bakteryjnych jest przeksztalcany do zwigzkéw
Swiecacych na czerwono (CTF). Ogélnie rzecz biorac komorki, w ktérych nie zacho-
dzi proces redukcji CTC do CTF, sg uwazane za komorki martwe. CTC znalazt liczne
zastosowania w okreslaniu liczby oddychajacych bakterii z rodzaju Micrococcus luteus.
Listeria monocytogenes i Pseudomonasfhiorescens w czystych kulturach (59,60), w drob-
noustrojach zyjacych w srodowisku wodnym (61-63), w glebie (64) oraz w produk-
tach spozywczych (65).

Procedura redukcji soli tetrazolowych polega na inkubacji komérek bakteryj-
nych (od 20 min do kilku godzin) w obecnosci barwnika fluorescencyjnego oraz for-
maldehydu, paraformaldehydu lub formaliny, a nastepnie szybkiego wykonania po-
miaru z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego lub cytometru przeptywowe-
go, ze wzgledu na zanikanie sygnatu fluorescencyjnego (66). Istnieje mozliwos¢ re-
dukcji zwiazkéw formazanu poprzez zastosowanie glukozy, badZ posrednich trans-
porteréow elektrondw, takich jak siarczan fenazyny (67,68), badz aktywacji tego
zwigzku przez pozakomérkowy fosforan nieorganiczny (68).

Niektére zwigzki formazanu moga wydostawac sie z wnetrza komoérek bakteryj-
nych tworzac fosforyzujgce osady pozakomoérkowe. Zastosowanie jondw kobaltu
tworzacych kompleksy z pozakomérkowymi osadami umozliwia wyttumienie bted-
nego sygnatu (69). Stosowanie CTC ma toksyczny wptyw na bakterie pochodzace
z probek wody pitnej, co doprowadza do btednego oznaczenia catkowitej liczby ko-
morek zywych (57,62,70,71).

5.2. Aktywnosc¢ esteraz
Dioctan fluoresceiny (FDA), nie wykazujacy wtasnej fluorescenciji, jest zatrzymy-

wany wewnagtrz komaorek ssaczych i za pomocga esteraz wewngtrzkomoérkowych jest
przeksztatcany we fluoresceine (72). Enzymatyczna aktywnos¢ esteraz jest mierzona
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za pomoca lipoflinych, nie natadowanych i nie wykazujacych fluorescencji substra-
tow, ktére wewnatrz aktywnych, nieuszkodzonych komoérek ulegajg przeksztalce-
niu do polarnych, fluorescencyjnych produktéw, w tym gtdwnie do fluoresceiny ijej
pochodnych. Esterazy wystepujg we wszystkich zywych organizmach i moga dostar-
czy¢ informacji o stanie metabolicznym komorki, jednakze martwe komorki lub <o-
morki z uszkodzonymi blonami po wybarwieniu bardzo szybko pozbywajg sie barw-
nika, mimo ze wystepuje w nich szczatkowa aktywnos¢ esteraz. W konsekwencji
fluorogeniczne substraty esterazowe czesto znajdujg zastosowanie zaréwno w oce-
nie aktywnosci enzymatycznej, charakterystyce integralnosci btonowej, jaki i w po-
miarach zywotnosci mikroorganizmow (73).

Posréd substratéw pozwalajagcych oznaczy¢ enzymatyczng aktywnosS¢ esteraz
najstabszg fluorescencje wykazuje EDA, co jest spowodowane stabg retencjg zwigz-
ku wewnatrz komorki (74,75). W przeciwienstwie do EDA pochodne tego zwigzku
sg przeksztatcane w hydrofilne, mocno fluoryzujace, silnie zwigzane wewnatrz ko-
morek produkty (76). EDA znalazt zastosowanie w oznaczaniu aktywnosci esterazo-
wej w poddanych dziataniu antybiotykéw bakteriach Escherichia coli, Staphylococcus
aureus i Psedomonas aeruginosa (76).

Inng, czesto stosowanag substancjg pozwalajgca oznaczy¢ aktywnos¢ enzymow
wewnatrzkomoérkowych jest CEDA-AM. Pomimo doniesienn o zmniejszonej rozpusz-
czalnosci tego zwigzku zostat on wykorzystany w badaniach nad Staphylococcus aureus
77).

W badaniach poréwnawczych oznaczania aktd/wnosci esteraz wykazano, ze naj-
wiekszg skutecznoscig odznacza sie dioctan karboskyfluoresceiny (CEDA) (78).
W poréwnaniu z tym zwiazkiem, EDA i CEDA-AM wypadty o wiele stabiej, gdyz za-
stosowanie EDA wymagato uwzglednienia niekontrolowanego wycieku barwnika
z komorek, zas uzycie CEDA-AM byto ograniczone jego stabg rozpuszczalnoscia.
CEDA znalazt zastosowanie w oznaczaniu enzymatycznie aktywnych komorek
Klebsiella pneumoniae (75) oraz do oznaczania bakterii w oczyszczonej wodzie stoso-
wanej w przemysle farmaceutycznym (79).

Roéwnoczesne wykorzystanie Pl oraz CEDA pozwala na efektywne rozréznienie
komorek zywych od komoérek martwych, co dowiedziono w badaniach nad Lactococcus
lactis (80), oraz w doswiadczeniach nad bakteriami Escherichia coli 0157:H7 (81). Dia-
pir i Edwards (75) prowadzili badania nad réwnoczesnym barwieniem kilku gatun-
kéw bakterii. Dowiedli oni, ze ChemChrome B (produkt komercyjny o nieznanej for-
mule) w poréwnaniu do EDA, CEDA i BCECE-AM, wybarwia najwieksza liczbe gatun-
kéw bakterii zarébwno gramdodatnich jak i gramujemnych.

Gléwne ograniczenia w stosowaniu estréw fluorogennych wynikajg z utrudnione-
go wnikania barwnika do komérki i z jego czynnym wydalaniem (17,73) oraz z pro-
bleméw zwigzanych z barwieniem czystych kultur bakterii, takich jak Pseudomonas
spp. (82). Wiekszos¢ z tych ograniczen zostata przetamana przez zestaw barwigcy
ChemChrome V6, w sktad ktérego wchodzg barwniki redukujgce niespecyficzng flu-
orescencje oraz bufor minimalizujgcy wyptyw barwnika z komorki (83).

110 PRACE PRZEGLADOWE



Analiza stanu Fizjologicznego pojedynczych komoérek bakterii za pomocy barwienia fluorescencyjnego

Kolejnym estrem fluorogenicznym jest CFDA/SE. Ro6zni sie on od CFDA obecno-
Scig grupy estrowej, silnie wigzgca sie do wolnych amin. Zwigzek ten znalazt zasto-
sowanie w oznaczaniu zywotnosci bakterii (84) oraz jest bardzo czesto wykorzysty-
wany jako indykator zmian pFl wewnatrz komorek bakteryjnych (85-87).

Hoefl i in. (73) prowadzili badania poréwnawcze nad zastosowaniem CFDA oraz
CFDAJ/SE jako substancji pozwalajgcych oznaczy¢ zywotno$¢ mikroorganizmow z ga-
tunkéw Aeromonas hydrophila. Bacillus subtilis, Escherichia coli. Pseudomonas aeruginosa
oraz Staphylococcus epidermidis. Udowodnili oni, ze wiekszym btedem obarczone sg
badania z zastosowaniem CFDA/SE, co zwiazane jest z niekontrolowanym wypty-
wem barwnika z nienaruszonych komérek. Podobny wyciek barwnika CFDA z komérek
zaobserwowano w badaniach nad bakteriami gramujemnymi Pseudomonas aeruginosa
PAOI, Escherichia coli K12 W3110 oraz gramdodatnimi Bacillus subtilis IAM 1069
i Staphylococcus aureus IAMIOII. Udowodniono, ze zastosowanie aldehydu glutaro-
wego 0 stezeniu Ig/l przeciwdziata ucieczce barwnika z wnetrza bakterii niezalez-
nie od budowy Scian komorkowych (88). Czes¢ zwigzkéw pozwalajacych oznaczyé
enzymatyczng aktywnos$¢ esteraz w komorkach jest wykorzystywana do oznaczen
wewnatrzkomoérkowego pFl (85-97).

6. Barwniki pozwalajgce oznaczy¢ pH wewngtrzkomdérkowe

Zakres pFl srodowiska, w ktérym bakterie moga funkcjonowag, nie jest identycz-
ny dla wszystkich gatunkéw. Wiekszos$¢ bakterii rozwija sie najlepiej na podtozach
obojetnych lub stabo alkalicznych. Mikroorganizmy, zwane bakteriami kwasolubny-
mi, preferuja podtoze o odczynie kwasnym. Do nich naleza m.in. bakterie fermenta-
cji octowej i mlekowej oraz prawie wszystkie drobnoustroje z rodzaju Thiobacillus
i Sulfolobus mogace rozwija¢ sie nawet przy pH 0,8 (1). Bakterie z gatunkéw Bacillus
circulans czy Natronobacteriuni gregoryi nalezg do grupy mikroorganizmméw zasado-
lubnych (alkaloflli). Wszystkie wymienione grupy drobnoustrojéw, niezaleznie od
ich preferencji w stosunku do pFl pozywki, utrzymujg pH wewnatrzkomoérkowe
w granicach od 6,5 do 9,5 (89). W standardowych warunkach wzrostu dla bakterii
acidofilnych i preferujgcych obojetne srodowisko, pH wewnagtrzkomorkowe jest
z reguly wyzsze niz pFl Srodowiska zewnetrznego. Wytwarzajacy sie gradient pFl
moze by¢ wykorzystany jako sita motoryczna dla proceséw wymagajacych dostar-
czenia energii, takich jak asymilacja aminokwaséw i cukréw, rotacja wici czy synte-
za ATP.

Wiekszos¢ barwnikéw pozwalajagcych oznaczy¢ pFl wewnatrzkomérkowe bazuje
na zwigzkach fluoresceiny, np. karboksyfluoresceina (cF), BCECF czy CFDA-SE. Wielu
autoréw sugeruje, ze zmiana pFl wewnatrzkomérkowego mikroorganizméw moze
by¢ wskaznikiem stanu fizjologicznego komérki (85-87). Przyktadowo wykazano, ze
stres osmotyczny wywiera bezposredni wptyw na poziom wewnatrzkomorkowego
pFl bakterii Listeria monocytogenes i moze by¢ wyznacznikiem ich zywotnosci (85).
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Podobne badania nad zywotnoscig bakterii Lactobacillus delbrueckli hodowanych
w warunkach stresowych prowadzili Rechinger i Siegumfeldt (87). Oznaczali oni zy-
wotnos¢ organizméw za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej z zastosowaniem
CFDA-SE oraz standardowej metody ptytkowej. Na podstawie uzyskanych wynikow
autorzy wykazali korelacje miedzy wartoscig pH srodowiska, warto$¢ pH wewnatrz-
komérkowego a zmianami zywotnosci badanych drobnoustrojéw.

Podobng metodyke doswiadczen wykorzystali Hornbeak i in. (90) w badaniach
nad zywotnoscig i stanem fizjologicznym bakterii Bacillus licheniformis, szeroko roz-
powszechnionych w przemysle enzymatycznym. Wskazali oni, ze potagczenie mikro-
skopii fluorescencyjnej, cytometrii przeptywowej z zastosowaniem CFDA-SE i barw-
nika pozwalajacego oznaczy¢ pFl wewnatrzkomdrkowe umozliwia diagnoze stanu
fizjologicznego, w jakim znajdujg sie pojedyncze komorki.

7. Podsumowanie

w literaturze opisywanych jest wiele technik, ktérych podstawg sg barwniki flu-
orescencyjne pozwalajgce zdiagnozowaé stan fizjologiczny pojedynczych komérek.
Zaletami ich stosowania sa szybkos$¢ i precyzja pomiaru oraz mozliwos¢ badan drob-
noustrojow nie dajgcych sie hodowaé. Zastosowanie barwnikéw fluorescencyjnych
razem z takimi narzedziami badawczymi jak mikroskopia fluorescencyjna czy cyto-
metria przeptywowa dostarcza mikrobiologom wielu przydatnych informaciji o stanie
fizjologicznym, w jakim znajdujg sie komorki hodowane w réznych srodowiskach.
Wielu autoréw stosuje barwniki fluorescencyjne w oznaczaniu zywotnosci komérek
rozwijajgcych sie w réznych pozywkach i w réznych warunkach Srodowiskowych.
Dotychczasowy stan wiedzy nie pozwala na jednoznaczne wytypowanie niezawodne-
go barwnika fluorescencyjnego pozwalajacego oznaczy¢ zywotno$¢ dowolnego mi-
kroorganizmu. Wybor i metodyka zastosowania barwnika musi by¢ scisle dopasowa-
na do badanego drobnoustroju i oceniona pod wzgledem wydajnosci barwien. Roz-
woj technik barwien wielokrotnych, u ktérego podstaw lezy zastosowanie przynaj-
mniej dwéch barwnikéw oznaczajgcych r6zne markery zywotnoséci komérek umozli-
wia bardzo dokfadng analize, jednak wymaga rzetelnej walidacji metody.

Literatura

Kunicki-Goldfinger W., (2005), Zycie bakterii. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

Dahm H., Strzelczyk E., (2004), Post.Mikrobiol.,43, 251-265.

Barer M. R., Harwood C. R., (1999), Adv. Microb. Physiol., 41, 93-137.

Shapiro H. M., (2000a), j. Microbiol. Methods., 42, 3-16.

Haugland R. P., (2001), Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, 8* Edition, Molecular
Probes, Eugene, OR, USA.

6. Nebe-von-Caron G., Stephens P.J., Hewitt C.J., Powell j. R., Badley R. A., (2000), J. Microbiol. Met-
hods., 42, 97-114.

gk wN e

112 PRACE PRZEGLADOWE



10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.

22.
23.
24,
25.

26.
27.
28.
29.

30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.

Analiza stanu fizjologicznego pojedynczych komoérek bakterii za pomoca barwienia fluorescencyjnego

Singleton P., (2000), Bakterie w biologii, biotechnologii i medycynie. Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa.

Schegel H. G., (2003), Mikrobiologia ogdlna. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

Ananta E., Heinz V., Knorr D., (2004), Food Microbiol., 21, 567-577.

Sunny-Roberts E. O., Knorr D., (2008), Food Microbiol., 23, 183-189.

Rault A., Beal C.,Ghorbal S., Ogier J., Bouix M., (2007), Cryobiology, 55, 35-43.

Kopke C., Cristavao A., Prata A. M., Silva Periera C., Figueiredo Marques J.J., San Romao M. V.,
(2000), Food Microbiol., 17., 257-260.

Baatout S., Boever P. de., Mergeay M., (2006), Appl. Biochem. Microbiol., 42, 369-377.
Magarinos B., Romalde J. L., Gid A., Toranzo A. E., (1997), Lett. Appl. Microbiol., 24, 122-126.
Yamaguchi N., Nasu M., (1997), J. Appl. Microbiol., 83, 43-52.

Williams S. C., Hong Y., Danavall D. C. A., Howard-Jones M. H., Gibson D., Frischer M. E., Verity
P. G., (1998), J. Microbiol. Methods, 32, 225-236.

BunthofC. J., van den Braak S., Breeuwer P., Rombouts F. M., Abee T., (1999), Appl. Environ. Micro-
biol., 65, 3681-3689.

Jepras R. 1, Carter]., Pearson S. C., Paul F. E., Wilkinson M. J., (1995), Appl. Environ. Microbiol., 61,
2696-2701.

Niven G. W., Mulholland F., (1998), J. Appl. Microbiol., 84, 90-96.

Roth B. L., Poot M., Yue S. T., Millard P. J., (1997), Appl. Environ. Microbiol., 63, 2421-2431.
Klauth P., Wilhelm R., Klumpp E., Poschen L., Groeneweg J., (2004), J. Microbiol. Methods, 59,
189-198.

Suller M. T. E., Lloyd D., (1999), Cytometry, 35, 235-241.

Lebaron P., Catala P., Parthuisot N., (1998), Appl. Environ. Microbiol., 64, 2697-2700.

Langsrud S., Sundheim G. J., (1996), Appl. BacterioL, 81, 411-418.

BiggerstafFJ. P., Puil M., Weidow B. L., PraterJ., Glass K., Radosevich M., White D. C., (2006), Molec.
Cell. Probes, 20, 141-146.

Comas J., Vives-Rego J., (1997), Cytometry, 29, 58-64.

Bonato B., Benedetti D., Canepari P., (2005), FEMS Microbiol. EcoL, 54, 189-196.

Wierzchos J., Sancho L. G., Ascaso C., (2004), FEMS Microbiol. EcoL, 50, 143-152.

Gasol J. M., Zweifel U. L., Peters F., FurhmanJ. A., Hagstrom A., (1999), Appl. Environ. Microbiol.,
65, 4475-4483.

Joux F., Lebaron P., Troussellier M., (1997a), Appl. Environ. Microbiol., 63, 2686-2694.

Joux F., Lebaron P., Troussellier M., (1997b) FEMS Microbiol. EcoL, 22, 65-76.

Li Y., Dick W. A., Tuovinen 0. H., (2004), Biol. Fertil. Soils, 39, 301-311.

Steen H. B., Harald B., (2000), J. Microbiol. Methods, 42, 65-74.

Takenaka S., Iwaku M., Hoshino E., (2001). j. Infect. Chomother., 7, 87-93.

Ziglio G., Andreottola G., Barbesti S., Boschetti G., Bruni L., Foladori P., Villa R., (2002), Water Res.,
36, 460-468.

Nancharaiah Y. V., Venugoplalan V. P., Wuertz S., Wilderer P. A., Hausner M., (2005), j. Microbiol.
Methods, 60, 179-187.

Gunasekera T. S., Veal D. A., Attfield P. V., (2003), hit. J. Food Microbiol., 85, 269-279.

Shapiro H. M., (2000b), Methods, 21, 271-279.

Homem-de-Mello P., Mennucci B., Tomasij., Silva A. B. F., (2007), Theor. Chem. Acc., | 18, 305-3 14.
Kumar S., Mittal G. S., (2008), Biosystem Eng., 99, 1-8.

Queralt N., Araujo R., (2007), Microbial EcolL, 54, 771-777.

Molina-Hoppner A., Sato T., Kato C., Ganzie M. G., Vogel R. F., (2003), Extremophiles, 7, 511-516.
Saby S., Sibille I., Mathieu L., PaquinJ. L., Block]. C., (1997), Appl. Environ. Microbiol., 63, 1564-1569.
Matsuyama T., (1984), FEMS Microbiol. Lett.,, 21, 153-157.

Diaper]. P, Tither K., Edwards C., (1992), Appl. Microbiol. BiotechnoL, 38, 268-272.
Kaprelyants A. S., Kell D. B., (1992), ]. Appl. BacterioL, 72, 410-422.

McFeters C. A., Yu F. P,, Pyle B. H., Stewart P. S., (1995),]. Ind. Microbiol., 15, 333-338.

Yu F. P., McFeters G. A., (1994a),]. Microbiol. Methods, 20, 1-10.

BIOTECHNOLOGIA 4 (87) 102-114 2009 113



Justyna Sadowska, Witodzimierz Grajek

49.
50.

51.

52.

53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.

67.
68.
69.
70.

71.
72.
73.

74.
75.
76.

7.
78.

79.
80.

81.
82.
83.

84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.

114

Yu F. P., McFeters G. A., (1994b), Appl. Environ. Microbiol., 60, 2462-2466.

Pacheco C. C., Alves C. C., Barreiros L., Castro P. M. L., Teixeira P. C. M., (2003), BiotechnoL Lett.,
25, 2089-2092.

Reis A., Lopes de Silva T., Kent C. A., Kosseva M., Roseiro J. C., Hewitt C. J., (2005), J. Biote:hnoL,
115, 199-210.

Ntiding S., Fellermann K., Wehkamp J., Mueller H. A. G., Stange E. F., (2006), J. Microbiol. Methods,
65, 335-345.

Alakomi H.-L., Matto j., Virkajarvi L, Saarela M., (2005), J. Microbiol. Methods, 62, 25-35
Deere D., Porter J., Edwards C., Pickup R., (1995), FEMS Microbiol. Lett., 130, 165-170.

Suller M. T. E,, Lloyd D., (1999), Cytometry, 35, 235-241.

Beck P., Huber R., (1997), FEMS Microbiol. Lett., 14, 11-14.

Hatzinger P. B., Palmer P., Smith R. L., Penarrieta C. T., Yoshinari T., (2003),J. Microbiol. Methods, 52,47-58.
Bartosch S., Mansch R., Knotzsch K., Bock E., (2003), J. Microbiol. Methods, 52, 75-84.

Bovill R. A., Shallcross J. A., Mackey B. M., (1994), J. Appl. BacterioL, 77, 353-358.

Jorgensen F., Nybroe 0., Knfchel S., (1994), j. Appl. BacterioL, 77, 340-347.

Ramalho R., Cunha J., Teixeira P., Gibbs P. A., (2001), j. Microbiol. Methods, 44, 97-103.
Bartscht K., Cypionka H., Overmann j., (1999), FEMS Microbiol. EcoL, 28, 249-259.

Lepeuple A., Gilouppe S., Pierlot E., Roubin M., (2004), int. J. Food Microbiol., 92, 327-332.
Richardson R. E.,James C. A., Bhupathiraju V. K., Alvarez-Cohen L., (2002), Biodegradation, 13, 285-295.
Gunasekera T. S., Veal D. A, Attfield P. V., (2003), Int. J. Food Microbiol., 85, 269-279.
Lovejoy C., Legendre L., Klein B., Tremblay J. E., Ingram R. G., Therriault J. C., (1996), “quat.
Microb. EcolL, 10, 1-13.

Gribbon L. T., Barer M. R., (1995), Appl. Environ. Microbiol., 61, 3379-3384.

Smith J. J., McFeters G. A., (1996), J. Appl. BacterioL, 80, 209-215.

Thom S. M., Horobin R. W., Seidler E., Barer M. R., (1993), J. Appl. BacterioL, 74, 433-443.
Ullrich S., Karrasch B., Hoppe H. G., Jeskulke K., Mehrens M., (1996), Appl. Environ. Microbiol., 62,
4587-4593.

Karner M., Furhman J. A., (1997), Appl. Environ. Microbiol., 63, 1208-1213.

Rotman B., Papermaster B. W., (1966), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 55, 134-141.

Hoefl D., Warwick L., Grooby L., Monis P. T., Andrews S., Saint C. P., (2003), J. Microbiol. Methods,
52, 379-388.

Diaper J. P., Tither K., Edwards C., (1992), Appl. Microbiol. BiotechnoL, 38, 268-272.

Diaper J. P., Edwards C., (1994), J. Appl. BacterioL, 77, 221-228.

Wanandy S., Brouwer N., Liu Q., Mahon A., Cork S., Karuso P., Vemulpad S., Jamie J., (2005),
J. Microbiol. Methods, 60, 21-30.

Comas J., Vives-Rego J., (1998), J. Microbiol. Methods, 32, 45-53.

Jepras R. |., CarterJ., Pearson S. C., Paul F. E., Wilkinson M. J., (1995), Appl. Environ. Microbiol., 61,
2696-2701.

Kawai M.,Yamaguch N., Nasau M., (1999), J. Appl. Microbiol., 86, 496-504.

Bunthof C., VanDen Braak S., Breeuwer P., Rombouts F. M., Abee T., (1999), Appl. Environ. Micro-
biol., 65, 3681-3689.

Tanaka Y., Yamaguchi N., Nasau M., (2000), J. Appl. Microbiol., 88, 228-236.

Reynolds D. T., Fricker C. R, (1999), J. Appl. Microbiol., 86, 785-795.

Catala P., Parthuisot N., Bernard L., BaudartJ., Lemarchand K., Lebaron P., (1999), FEMS Microbiol.
Lett.,, 178, 219-226.

Hornbeak T., Nielsen A. K., Dynesen J., Jakobsen M., (2004), FEMS Microbiol. Lett., 236, 145-151.
Fang W., Siegumfeldt H., Budde B. B., Jakobsen M., (2004), Appl. Environ. Microbiol., 70, 3176-3179.
Budde B., Jakobsen M., (2000), Appl. Environ. Microbiol., 66, 3586-3591.

Rechinger K. B., Siegumfeldt H., (2002), Int. J. Food Microbiol., 75, 53-60.

Miyanaga K., TakanoS., Morono Y., Hori K., Unno H., Tanami Y., (2007), Biochem. Eng. J., 37, 56-61.
Siegumfeldt H., Rechinger K. B., Jakobsen M., Microbiology, 145, 1703-1709.

Hornbeak T., Dynesen J., Jakobsen M., (2002), FEMS Microbiol. Lett., 215, 261-265.

PRACE PRZEGLADOWE



