Yliv €initelu prosttedi na kliéeni bakterialnich spor
a na jejich dalii vyvoj
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N prevenci mnozeni a nezadoucich syntetickyeh 1 degradaénich aktivit mikrobt
musime znat spolehlivé predev§im mnozstvi i kvalitu mikrobnich konta-
minanta ve vzorcich potravinéf'skx"ch surovin. Tato elementarni mikrobiolo-
~uka kontrola je tim slozitéjsi, jsou-li kontaminanti obdareni vysokou odol-
nosti v drastickym inaktivaénim faktorim, schopnosti piczivat ve zcela
kryptobiotickém nebo  tzv. superdormantnim stavu. Neméné dlezitymi
k(mtamnmnt\ jsou ty mikroby, které za nevhodnych nutriénich podnwmon po
kratkodohé manifestaci nezadoucich svntetickych nebo degradacnich aktivit
mohou vytvaret znovu pmchodne hv]mmetaboh(ke PUP(L(IDG 1 rezistentni
bunédné forray. Ty pak mohou v daném materidlu prezivat v neaktivni forme.
m’iak pri zméné podminek prostredi mohcu obnovit svuj novy vegetativii

~vklus a své biochemické aktivity. Témér viechna tato kritéria splnuji aerobni
% “anaerobni sporulanti, bacily a klostridia. O problému viestrannué rezistence
bakteridlnich spor neni nutno v tomto kolektivu odbornika mnoho hovogit.
Je obecné znamo, a dnes Je jiz. samozrejmé, 7ze veskeré sterilizacni procedury
jsou jiz nakalibrovdny prave na vysoce rezistentni spory bakterii. Téchto
vyvjimeénych bune('nvc 1 forem mikroor ganismu ge hezné pou/wa jako umeé-
1.\,([1 kontaminant@ pri viech ovéfovacich testech mnovych inaktivaénich.
jednoduchyeh i kombinovanych metod. V potravindistvi jsouspory bacilt a klos-
tridii ponzivany jako test-organismy jiz proto. Ze nékteré druhy sporulantu
jsou prirozenymi Kontaminanty potravinarskych surovin, Nechybi mezi nimi
rvze patogenni mikroorganismy, na pr. Clostridiwin bolulinawim, Cl. perfringens,
Bacillus anfhracis. nékteré kmeny Becillus cereus atd. Mezi sporulanty je
i znacné mnozstvi nepatogennich bakterii, které v postgerminacnim obdobi

a pii vegetativnim mnozeni jsou znatné biochemicky aktivni a uskutetnug
virazné nezéddouci zmény v potravinafské suroviné nebo vvrobku. Bakteriaini
Spory jsou v pot1<.1wnalskyc|1 surovindch a vyrobeich nebezpeéim ve vice
smérech. Jsou kryvptobiotickou rezistentni bunénou formou. a ackoliv samy
nemetabolizuji. jsou potencialnim zdrojem ryvchlého obnoveni biochemickych
aktivit po vykliceni. Rezistence spor i v rdmeci populace jednoho druhu je
heterogenni a nepatrnd frakce bunék miuze vykazovat znatnou rezistenci,
napifklad vaci vysokym davkam zaveni neho vysoké tenloté Vlastnost kryp-
tobidzy, pripadné vvsokého stupné dormance, ]e((lsto]n ekdzkou pii detekei
spor. Nutnym piedpokladem pro piesné urdent podtu spor je \\t\ ofeni opti-
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malnich podminek nejen pro vykliceni, ale i pro postgerminaéni vyvoj a déleni
bunék: tedv umoznéni tvorby viditelné kolonie nebo zakalu.

V tomto prispévku se struéné zminime o téch vlastnostech bakterialnich
spor, znamyceh nebo méné zndmych, které mohou mit v potravinarské mikro-
biologii znacnou zavaznost. Veskeré idaje byly pouzity z vysledku zakladniho
vyzkumu spor. dosazenveh v nasf laboratoki i na jinych pracovistich u nas
iveiziné, Vinechali jsme detailnéjsi adaje v téch tisecich, které podle programu
maji byt uvedeny podrobnéji v daldich prispéveich této konference. Nékteré
ulai\ pouzité v této prednasce jsou soucasti dvou praci, které jsou v soucasné
dobé v tisku v Bulletinu VUP SPA.

Zakladni znalosti o vlastnostech bakteridlnich spor a raznych hunéénych
torem sporulanttu vubec povazujeme za nutny odrazovy mistek pro aplikova-
na odvétvi mikrobiologie, ve kterych rezistentni, dormantni az kryptobiotické
formy mikroorganismﬁ hraji vyznamnou roli [1, 2]. Je vhodné si nejprve
vyjasnit nékteré elementdrni pojmy ustalené v bakterialni sporologii na tirovni
zakladniho vyzkumu. Ze]mencL proto, ze nejsou vidy totozné s témi, které
jsou soutasti terminologie pouzivané u aktinomycet, plisni a u dalsich mlkm—
organismu. Pojem rezistence spor vad inaktivatnim faktoriim je celkom jasny.
Postup inaktivaéni (zabijejici spory) v kryptobiotickém stavu je vidy drastic-
ky a ekonomicky naro¢ny. Od tohoto inaktiva¢éniho postupu je nutno odlisit
tv procedury. které, ackoliv aplikovany na kryptobiotické spory, mohou vyka-
zat ¢inek az po vykliteni spor. Napfiklad chemické inaktivaéni agens se
schopnosti pevnéjsi vazby na periferni vrstvy spory muze po zdanlivé daklad-
ném odmyti ziistat v dostateéné aéinném mnozstvi vazadno na bunku a projevit
svuj inhibiéni nebo letalni uéinek az v postgerminacni fazi. V potravinaiské
technologii tento typ inaktivace spor nepripada v ivahu. V mnoha pifpadech,
kdy byly testovany nizké, pripustné koncentrace inhibitoré na inaktivaci spor,
byl test provadén v ziviném prostredi, umoznujicim fyziologickou ztratu rezis-
tence spor vvkliGenim. Z nasich studii i z vysledkt jinych pracovnika vyplyva
dulezity poznatek o rezistenci bakteridlnich spor. Mechanizmy rezistence vudi
jednotlivim inaktivaénim faktorim jsou na sobé navzajem nezavislé. Mohli
isme u bacilt modelové pripravit spory pomérné termosenzitivni, ale normaing,
nebo dokonce vice radiorezistentni. Z praci vice autorti je znamo mnoho pii-
padu. kdy prekvapujiei citlivost spor viiéi jednomu drastickému fyzikalnimu
nebo chemickému faktoru je provazena znadénou toleranci vuéi jinému inak-
tivacnimu zasahu (3]

Dalsi terminy pouzivané v bakterialni sporologii je nutno vysvétlit biize
Jde o pojmy: dormance, kryptobioticky stav, aktivace, kliteni spor a jejich
postgerminacni vyvoj a koneéné proliferace bunek. Vyraz dormance vyjadioval
ve stardf literature (v nékterych dalsich odvétvich mikrobiologie dosud vy-
jadiuje) neschopnost spor vykliéit v kompletnim Zivném médiu za optimalunich
podminek. Dnes je obecné ztotoZnén pojem dormance bakterialnich spor
= pojmem hypometabolicky stav a u spor mikrobt a u klidovych forem nespo-
rulujicich mikrobu lze tedy rozliSovat réizny stupeil dormance. Extrémnim
pripadem ve stupnici hypometabolické aktivity mikrobt je kryptobioticky
stav bakterialnich spor. Tento pojem se kryje sp0]my ametabolismus, anabiéza,
abiéza, latentni zivot, anhvdrobidza atd. zna,mynn ze starsi biologické litera-
tury [4. 5, 6]. Prynim stupném k porusem kryptobiotického stavu je aktivace
spor [7]. Aktivaci je minén vyluéné reverzibilni proces zvyseni schopunosti spor
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Obr. 1. Rozptyl stupné thermorezistence bakteridlnich spor, izolovanych z riznyeh lo-
kalit a materidld, nebo modelove za fyziologickych podminek produkovanych v laborato-
Fich. Srafované zény naznaéuji velmi zhruba zastoupeni spor s raznou termorezistenci.

vykli¢it v daném médiu. Spora viak zachovavé vice nebo méné vysoky stu-
pell dormance a ve vétsineé aktivadnich procedur si udrzi plhou rezistenci
vadi inaktivaénim zdsahtm. Nelze mluvit o jediném specifickém aktivatnim
mechanismu, nebot aktivaci je moino vyvolat velmi rtznorodymi zasahy:
tepelnym gokem, nizkym pH, redukénimi latkami (merkaptoetanol, tioglyko-
14t atd.), kalciumdipikolindtem a dal§imi chemikaliemi, téz ionizujicim zéaie-
nim. Také dlouhodobé uchovavani bakteridlnich spor jako test-organismi,
a to 1 pri nizké teploté nebo v suchém stavu, vede ke zvyseni schopnosti spor
vykli¢it. Hypotéz o povaze aktivaéniho mechanismu spor u jednotlivych druhu
bakterii je vice a opodstatnénéjsi jsou jen hypotézy prokazujici zménu v per-
meabilité spory a reverzibilni alteraci plastové struktury.

Na rozdil od aktivace, klideni [8] predstavuje ireverzibilni zménu kvality
bunky: vazbu a utilizaci specifickych germinac¢nich substratt, hydrataci
spory, aktivaei lyvtickych enzymu, depolymerizaci endogenni podplastové
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stény spory (kortextu). exkrece nékterych komponent do média — kortikal-
nich stépu a kalciumdi plkohnatu 7 praktického hlediska znamend vykli¢eni
spory zh 4tu odolnosti vadi vysoké teploté, vysoké davee zafeni a metabolic-
kym inhibitorum. Kli¢eni probihajici za optimdlnich podminek héhem néko-
lika vtefin az minut je ireverzibilni proces. Vzhledem k tomu, Ze pii iniciaci
Kli¢eni dochéazi jen k degradacmim. a nikoliv syntetickym pochodtim, je tento
proces zeela rezistentni vici témér vSem antibiotik@un a inhibitortm. Prave
v této fazi predstavuje obecné prijaty termin kli¢eni bakteridlni spory hlavni
rozdil od smyslu tohoto slova u spor plisni nebo aktinomycet, kde zahrnuje
i po yzdejdt obdobi syntetickyeh aktivit, tvorbu hyfy atd. V eskerd daldi stadia
vy voje hahtenahuch spor od Vvkhcem do p1vmho rozdélent pumalm vegeta-
tivni buiky jsou oznadena ]ako postgerminaéni vyroj a zahrnuji zjednodugené
fazi hotnani, vysunut{ hydratované bunky z plastovych obalt a jeji elongaci.
Je 1o stadium vyraznyceh syntetickych aktivit., obvykle daleko niéné tolerantni
S nutricnim 1 fvzikdlnim faktorum prostredi. V této fazi ryvehlych syntéz
novveh makromolekul bunky. nukleovich kyselin. proteint a sténového
materidu se buiika stava enormné citlivou vaéi viem inhibitortm, schopnym
imhibovat nebo inaktivovat vegetativni. délicl se bunky daného druhu.

Po tomto velmi struéném vymezeni pojmut z bakteridInf sporologie je mozno
rikro€it k rozboru nékterych otazek zavainych pro potravindiskou mikrobio-
logit. Znacnd drastiénost i ekonomicka néroénost postupt, destruujicich re-

zistentni kryptobiotické bakterialni sporyv, stale stimulyje zdkladni vyzkum
Jdeddni viech prostredku umormujicich snizent vesistence spor. Neni mozno
wdnym Chudnxm zpusgobem indukovat 1)11107@11011 ztratu rezistence spor,
31 téeni. leda v umelvch laboratornich pochnnka( h., Nicméné eusuu]l nrost-
w.’F;l‘, kterymi je moZno snizit rezistenci spor, aniz by doslo ke zrugeni zcels

mantniho stavu, nebo kdy dochézi nejvyse ke zméndm aktivaéniho typu.
Cvzkum senzitizace spor zatim pokrocil nejvicc v oblasti termorezistence
tuto vlagtnost je u spor odpovédna Pt redevsim hladina Ca?+ iontt a jeji
weoifickd interakee s dlplhOhnOVOU (pyridin-2.6-dikarboxy lo\'ou) kvselinou
’F’,\)_ a to jak u bacili, tak u Klostridii. Ve sporulacnim médiu hex vapniku
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je mozno uméle vytvorit spory zna¢né termosenzitivni, typické téz nizkym
obsaliem DPA. Vlastnost termorezistence je specificky vdzana na obsah vapni-
lku v intrasporaln{ strukture. Nékterymi kationty, napriklad Sr?+, Ba2+ atd.
je mozno prisporogeneze indukovat vyraznou syntézu dipikolinové kyseliny
t akumulaci téchto kationta do spor. vytvorenych v materské burice, sporan-
eivn, Spory. kde Ca®s ionty byly nahrazeny Ba?+ nebo Sr®* ionty, jsou vsak
ermosenzitival [9

Vizkum senzitizaci spon v ologicky obratil ke studiu: 1. lokaliza(i
; ilizace komplexu Ca-DPA ve spordch,

} . a 4+ extraktibility vapniku ze sp01

i spor Ca-dipikolindtem [10, 11], existence
: k v pevnosti vazby v intrasporalni struktute
3 1L rmodnost vyvtésnéni casti vapniku ze spor rtznymi postupy

; iy + dnim vyzkumu spor rychle k vysledkim vyznam-
weh spor bacﬂu i klostridif ma vlastnosti iontoménice.
i H-forem* je moino odstranit labilngjsi frakei vapniku
- vE periierie. Tento proces je reverzibilni. Spory je mozno experimen-
©seturovat vapnikem nebo jinymi kationty. Prakticky v¥znamnym
fem techto studil je dikaz. Ze nizké pH svou schopnosti eliminovat ¢ast
2 ze sporové pemfe]le sn'AUJe termotoleranci spor-. Spory po odpojent
. -j;f(* labilniho védpniku, at nizkym pH 1ebo 1 jinymi umeh mi zdsahy [13.
16, 17] jsou vysokou teplotou inaktivovany ryehleji a mizi i vyraznd prodleva

nunomaktwam, typickd pro vépnikem bohaté spory [13, 16, 18]. Je nutno
zduraznit, Ze spory takto senzitizované vuci vysoké teploté si zachovavaji
nezménénou radiorvezistenci i odolnost vidéi chemickym inhibitortm.

Y souvislosti s radiosenzitizaénimi studiemi spor jeo z praktického hlediska
vyzinamny druby hlavni smér zdkladntho vyzkumu senzitizac! spor. Je jiz
clouho znamo, ze preiradiace znaéné zcitlivuje spory viiéi naslednému termsl-
nimu stressu, zatimco opacéna sekvence obou faktort vede pouze k soucétu
inaktivadnich téinkit, Nekters udaje o tomto typu senzitizace byly jiz uvedeny
v jednom z nagich ¢lankt v Bulletinu VUP SPA [19] a nebudeme je dale
rozebirat. Uvedeme jen dva priklady vysledki nadf laboratore, ve kterveh byl
stedovan prubéh termoinaktivace po predchozim ovlivnéni ionjzujicim zéfe-
nim, a to u moedelové pripravenych spor Bacillus cereus s vysokym 1 nizkym
ohsahem vapniku a dipikolinové kyseliny (pouZité grafy jsou z praci 18 a 20).

U viech postupt majicich za cil destruovat kr ypmbmtlcke spory bakterii
muzeme narazit na problém, zdazpisob kontroly inaktivaéniho Gdinku je spoleh-
livy. Mize prokazat v technicky schidné dobé pouze vyklideni spor, nasledo-
vané postgerminaé]ﬁm vyvojem a proliferaci bunék. Nezdlezi na tom, zda je
mozno v testovaném materidlu stanovit kvantitativng nebo semikvantita-
tivné piimo pocet prezivsich spor, nebo zda definujeme kontaminaci zménou
materidalu vzniklou biochemickou aktivitou vegetativnich bunéénych forem
sporulantt. V obou pripadech je detekce zévisla na pomnozeni bunék po vy-
klitent Spor. V jedné z nasich predchozich plau v Bulletinu VUP SPA [21]
jsme jiz publikovali zjednodusené schéma vyvoje a aktivit sporulantt od
vyklicent spory do vytvoreni populace, a neni nutno je na tomto misté znovu
uvest,

+Pri dikazu Zivotaschopnosti a rezistence spor bakteril, nachézejicich se
v plné kryptobiotickém stavu, nardzime na kliGovy problém zikladnihe
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vyzkumu. Muzeme vidy spolehlivé prokazat buiky Zivé. Mnohem méné
bezpedné mizeme stanovit smrt spory. U spor plati v plné mite klasicka defi-
nice Lewisova [6]; cituji ji v origindle: ,.Extreme dormancy is operationally
indistinguishable from death™. V kazdé populaci spor baktérii jednotlivych
species existuje frakce tzv. ..superdormantnich® spor, které nelze za inkubad-
nich podminek. optimalnich pro vétsinu spor, prokdzat za zivé [6, 8]. Pravé
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Obr. 3. Termoinaktivace spor Bacillus
cereus, predem z-ozdfenych raznymi dav-
kami. Ohtev 85 °C, detekéni médium
Difeo Nutrient Agar. Spory obsahaji vice
nez 10 © dipikolinové kyseliny v susiné
a jsou téz plné saturovany vapnikem.
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Obr. 4. Termoinaktivace spor Bacilius
cereus predem x-ozéfenych davkou 300
kiloroentgenti. Ohtev 70 °C, 75 °C a 80 “C.
Pouzité spory jsou znaéné termosenzi-
tivni, obsah dipikolinové kyseliny 24
ug/meg susiny.

tvto superdormantni spory, u kterych muze ke kli¢eni, postgerminatnimu
v¥voji a neziddoucim aktivitdm dojit az za extrémné dlouhou dobu, mohou
byt v konzervérenském primyslu zdrojem znaénych obtizi. Je jisté varovnym
prikladem, Ze retardace kli¢eni superdormantnich spor miZze obnaset fadové
interval i nékolika let [22]. U klostridif byl tento jev popsan u nékolika druhi,
mimo jiné i u Clostridium botulinum; byl pozorovan i u zastupcii rodu Bacillus
16, 8. 22, 23]. O podstaté superdormance frakce spor v jedné populaci existuji
zatim vice méné jen dohady. Jisty vztah k jevu blokady kliceni spor ma jiz
nékolikrat popsans skutednost, ze vyklidené spory vétsiny bakterii konvertuji
L-alanin. ktery je u velké vétsiny spor specifickym stimuldtorem kliceni, ala-
nin-racemézou na D-alanin. Ten je silnym, vysoce specifickym inhibitorem
iniciace kli¢eni a maze zabranit kli¢en{ u spor, jez nevyklidily ihned.

Zatim jsme uvedli struéné jen piiklady, kdy se piritomnost potencionilné
zivotaschopnych spor mize vymknout detekei pii rutinné provadéné kontrole
jiz na trovni iniciace klideni. Bylo jiZ Fedeno, Ze vykliteni spory je minimalné
naroéné vué podminkam prosttedi a obvykle lze tento proces indukovat
u prevazné casti populace. Kligeni u vétsiny spor bacilil i klostridii muze byt
navozeno i velmi jednoduchymi latkami, glukézou, jednotlivymi L-amino-
kyselinami. ribozidy. atd., nebo jen smési nékolika téchto latek. Tento proces
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lze indukovat i fadou fyzikalnich nebo i mechanickych zasahi [4, 8]. Klideni
je inertni vudi prakticky viem dosed zndmym inhibitoram i letdlné pisobicim
latkam, které snadno atakuji vegetativni bunéséné formy sporulanti. Post-
germinatni vyvoj spory, jako obdobi novych syn’oéz a tedy vlastni cyto-
diferenciace bunky, je podstatne vice citlivé viéi podminkdm prostredl
a daleko méné tolerantni viéi nutriénimu slozeni prostredi. Je mozné, Ze
vlastnost superdormance malé frakce spor se ve fylogenetickém vyvoji sporu-
lantt zakotvila jako prirozeny obranny jev proti znaénému riziku, do kterého
vstupuji spory vyklicenim, a tedy ztratou odolnosti vidi stressiim vieho dru-
hu. Pokud bunky ziistanou zastaveny ve vyvoji ihned po vykliceni, unikaji
mikrobiologické kontrole pfitomnosti Zivych spor podobné jako spory nevykli-
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Obr. 5. Vliv aktivaéniho tepelného Soku
(65 °C/15 min) na kli¢eni, postgerminadéni
vyvoj a déleni. Bacillus cereus NCIB
8122. Baktopeptonové médium.
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¢ené, superdormantni. Tnaktivaéni zésahy, vysokd teplota i iradiace, a téz
ritzné podminky pii téchto vlastnich inaktivacich mohou ménit znaéné odpovéd
prezivsich spor vuéi slozeni média i dalsim podminkam prostiedi. Pokud se
tato zména v odpovédi pieziviich spor projevi pouze jistou lag-fazi, a tim jen
opozdénim vyvoje, je mozno spolehlivé charakterizovat jak pribéh inaktivad-
nich kiivek, tak zmény testovaného materidlu biochemickou aktivitou mikrobi.
Subletalni davky iradiace i ohfevu, pouzivané pro orientaéni charakteri-
zaci prubéhu inaktivace, mohou na druhé strané vést u pirezivsich spor k akti-
vaci ke klideni [3, 7, 18]. Je tak eliminovano nebezpeci nezaregistrovani té
frakce spor, kterd by v daném médiu bez aktivace nevykli¢ila viibee, nebo
nikoliv v technicky schiidné dobé. Nutnym predpokladem pro. posouzem
uéinku inaktivaéniho zdsahu vSak nicméné dale ztstavd, zda piezivsi spory
mohou po vykli¢eni v daném detekénim médiu realizovat postgerminaéni vy-
voj a proliferaci. Na konci tohoto prispévku bude jesté zminka o moZnostech
vyklidené spory vytvaret v limitovanych podminkach pfechodné hypometa-
bolické silnosténné buriky, nebo, po vyvoji v primarni vegetativni buiiku,
znovu vytvorit sporangium a novou sporu bez déleni bunék (tzv. mikrocyklo-
vou sporogenézu). Také v téchto pripadech nelze tedy pfi prechodném ne-
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dostatku vhodnych zivin na testovaném materialu samém, nebo pii ne zcela
vhodném detekénim subkultivaénim médiu bezprostredné prokazat piftom-
nost zivveh spor. Zustava tkolem zdkladniho vyzkumu, aby dovedl rozliit
pii studiu dosavadnich a pii vyvijeni novych metod inaktivaci kryptobiotic-
kych spor skuteény stupen a¢inku na buniku. Pri charakterizaci inaktivadénich
krivek. zvlasté pii pouziti iradiaénich metod, nelze povazovat za kritérium
preziti jen tvorbu celé nové populace, kolonie. Napiiklad ,letdlné* ozaiené
(1.25 Mrad) spory Clostridium botulenwm norméalné kliéi, nevytvori kolonii,
vykazujl vsak velmi znafnou enzymatickou aktivitu [24]. Anmi vyss ddvka
camma-iradiace (3,8 Mrad) nezabrani sporam CO1. botulinum vyklitit a synte-
tizovat nové proteiny véetné botulotoxinu, i kdyz jejich schopnost délenf je
narusena [25]. Nastésti pavodni pocet téchto zvlast nebezpedénych kontami-
nantu v potravinaiskych surovindch nebyva veliky a vhodnou konzervaéni
technikou lze vylouéit moznost preziti spor a dodateéné proliferace bunék.

Z dalsich faktort, které mohou snizit pfesnost hodnocen{ inaktivaénich
acinku na spory, Je ochlanny vliv riznych latek v komplexnich materidlech.
Tento problém je jiz spife zédlezitosti apukovaneho mikrobiologického vyzku-
mu v potravindfstvi, nebot je zde nutno charakterizovat jiz konkrétnd viastnos-
ti jednotlivych potravinaiskych surovin a vyrobku. Afinita sporového povrchu
vudi moznym ochrannym latkdm je specifickd podle druhu, podle podminek.
za kterych se spory vytvorily, podle toho, zda spora zustava obalena sténovym
materidlem piivodni vegetativni bunky, sporangia, atd. Obecnéjsi vlastnosti
sporového povrchu u bakterii je jeho hydrofobie, ktera uréuje i charakter
latek snadno se véazajicich na spory, a tim i dostupnost germinaénich stimu-
latoru. Determinuje i vlastnost znadéné flotability spor na povrchu tekutin
a v péné a zvysuje moznost jejich shlukovani. Flotaéni techniky mohou byt
dobie vyuzity k oddélovani volnych spor od vegetativnich bunék. Shlukovani
spor viak byva casto Zdr0|em znaénych cth pri pocitani mnozstvi bunék
v suspenzich. Praveé pri zakladnim vyzkumu etap kliceni spor a jejich post-
'Jt‘lllllll‘i(lllho vyvoje na tekutych médiich za aerace je nutno zabezpecit
homogenni distribuci spor v médiu. Do téchto suspenzi je nutno pridavat ne-
patimé mnozstvi smacdedel. U nasich hlavnich pokusnych kmenu bacilt se
osvedcil napriklad Tween 80 v konedéné koncentraci 0,01 9,. Pii charakterizeci
prubéhu inaktivace spor v tekutych médiich béhem vlastniho inaktivaéniho
procesu i pii nasledném zredovani suspensi vede pochopitelné agregace spor.
nebo ndhodné rozpadani shluka v jednotlivych fedénich k deprimujicim chy-
bam v urceni poctu prezivsich spor.

V posledni ¢asti tohoto pispévku obratime pozornost struéné jesté na schop-
nost atypického vyvoje spor do prechodnych hypometabolickych forem.
Tvorba téchto bunéénych forem mutize rovnéZ vést ke sniZeni presnosti mikro-
biologické kontroly poétu Zivotaschopuych spor. Pokud detekéni médium.
pevne ¢l tekuté, nebo piimo vlastni testovany potravinaisky material, umoz-
nuji vykliceni. postgerminadni vyvoj, spolehlivé zjistitelné déleni bunék
a jejich biochemické aktivity, neni problém bezprostredniho prikazu konta-
minanti (spor pieziviich konzervaénf postupy) obtizny. Ve vhodnych nutric-
nich podminkdch muze mnozeni bungk sporulanti probihat, i kdyZz znaéné
zpomalené. i za pomérné nizké teploty. Kli¢eni a riist mezofilnich sporulujicich
bakterii jsou pii teploté + 5 °C silné omezeny, nebo prakticky zastaveny.
Mezi zastupei rodu Bacillus a Clostridium je viak dosti fakultativnich a obhi-
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gatnich psychrofild, které mohou vykli¢it a mnozit se i pod touto teplotou.
U spor nékolika testovanych kment Clostridium botulinum a dalsich klostridii
bylo prokazano kliceni pri teploté pod + 5 °C béhem nékolika dnt nebo tydni
[26, 27]. Bunky byly za této teploty schopny vytvaret i detegovatelné mnoz-
stvi botulotoxinu [28 az 32]. Pri teploté -+ 4 °C jsou schopny kli¢it spory
nekolika kment Bacillus subtilis [33]. U znaéné psychrofilnich aerobnich
a anaerobnich sporulantti muze dojit ke kli¢eni spor i za teplot pod 0 °C [34 a%
36]. V nékterych z téchto pripadt byl prokizin ipozvolny postgerminaéni
vyvoj aZz déleni, generaéni doba vSak byla pomérné dlouha, az nékolik dnu.
Pri dlouhodobém skladovani potravinarskych surovin i produktf, vhodnych
svym sloZenim pro klideni a mnoZeni sporulantit, je nutno poéitat i s timto,
byt pomalym vyvojem populace.

Na druhé strané, ani pii vvssi nebo dokonce optimalni teploté rtistu jednotli-
vych sporulanté nemusi dojit bezprostiedné po vykliteni spor k proliferaci
bunék. V podminkach, kde signdl o vyderpani nékteré (nékterych) slozky
(slozek) média, nutné pro normélni vegetativni vyvoj, zastihne bunky v post-
germinadni fazi (konkrétné hlavné ve stadiu zahdjeni replikace DNK v bunce),
dochézi k resporulaci primarni vegetativni bunky, tedy k vytvoreni nového
sporangia a spory bez predchoziho déleni. Tento jev tzv. mikrocyklové sporuia-
ce [37, 38, 39] je zdvaZny tim. Ze znemoZniuje bezprostiedni detekei sporovych
kontaminantii. Dile tim. Ze je vytvorena nové spora, vice nebo méné rezistent-

N -
. |
J

Obr. 6. Schéma mikrocyklové sporogeneze. Médium uwmoznujici pouze postgerminadni
vyvoj a tvorbu nového sporangia. Za téchto podminek se puvodné piitomnd primdrni
spora vymykd mikrobiologické detekei. A — volnd spora, B — primédrni vegetativni
bunka, C — nové sporangium (pripojen téz plast pltivodni spory), D — uvolnéna sekun-
dArni spora, vytvorend v primdirni buice.
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ni vaél inaktiva¢nim zasaham. Jeji obsah vapniku i dipikolinové kyseliny je
obvykle normalni, téz jeji termorezistence i stupen dormance jsou znacné vy-
soké. Tvto sekundaini spory. vzniklé mikrocyklovou sporogenezou bez déleni
bunék, se mohou ligit i v odpovédi na prostredi, do kterého snadno vykli¢ila
rodic¢ovska dormantni spora. Pri rutinnich testech na pritomnost metabolizu-
jlefeh a délicich se vegetativnich bunék se tedy spory, ocitnuvsi se v podmin-
kédch vhodnych pro indukei mikroeyklové sporogeneze, vymykaji bezprostied-
ni detekei. Tyto sekundarni spory vsak predstavuji nezadouci potencionalni
moznost sekundarni proliferace bunék po zméné nutriénich podminek média.

Podobné ve zcela limitovanych podminkach, kde sice mohou spory vykliéit,
ale nemohou realizovat bezprostiedné postgerminaéni vyvoj, je nelze prokazat
jako zivé. Vyklitené spory totiz uskutedni jen omezené syntetické aktivity
a konvertuji v silnosténné, cystam podobné buiky se snizujicimi se bioche-
mickymi aktivitami a respiraci [40, 41]. Do nékolika hodin uchovavani lze
tvto silnosténné hypometabolické bunécéné formy prokazat bezpecné jako
7ivé. Jsou-li preotkovany v tomto obdobi, vytvaieji normalnf kolonie za téméi
norméalni kultivaéni dobu. Po nékolika dnech jiz nelze tyto bunky detegovat
rutinnimi metodami: jejich konverze v normalni vegetativni bunky i jejich
mnozeni vyZaduji radové nékolik desftek hodin. Navic schopnost vytvorit

Y TG

Obr, 7. Zjednodudené schematické zndzornéni moznosti cytodiferenciace spory Bacillus
s po vykliceni v zdvislosti na slozeni inkubaéniho média. I — zruseni kryptobiotic-
ho stavu spory, kliéeni, 2 — tvorba primérni vegetativni bunky, 3 — proliferace bunék

- vhodnych nutriénich podminkéch, 4 — tvorba novych sporangii po makrocyklové
sporogeneze (po stadin nékolika déleni), 5 — uvolnéni zralych spor ze sporangii, lyze
sporangil, 6 — tvorba spory ve sporangiu (limitované podminky média, spora se vytvaii
©primarni bunce bez stadia déleni (= mikroeyklové sporogeneze), 7 — konverze vykli-

nd spory v osilnosténnou, eysté podobnou butiku (limitované podminky, médium umoz-
we vvkliceni spory), 8 — zpétnd konverze silnosténné hypometabolické buiiky
tivit bunku. Dalsi eytodiferenciace muize probihat ve sméru makro- i mikro-

cyklové sporulace.
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lkelonii na héZné pouzivanych komplexnich médiich ma jen mensi frakee téchto
silnosténnych bunéénych forem. Atypické silnosténné bunky po vykiiceni spor
se nevytvareji pouze ve zcela limitovaném médiu, ale 1 za jinveh podminek.
Hapr‘ pri nizsim pH a pri zvyseném poméru zdroju vhliku ke zdrojum dusiku

Po\ledm uvedené DF riklady atypického vyvoje spor. t. j. mikrocyklové spo-
rogeneze bez mnozeni bunék i tvorba silnosténnych bunék tedv naznacuji.
e 1 po vykliceni spor prezivsich inaktivaéni procedury mohou bunky v post-
cerminacni fazt uniknout detekel. Jejich hypometabolismus znamend poméiné
znndnou nezavislost vytvorenych atypickych forem na okolnim prostiedi.
i kdvz je to prostiedi vhodné pro kliteni. Bohuzel znamend i moznost pozdéjii-
hio vyvoje téchto bunék v normalni phné metabolizujici vegetativni formy
sporulanti. Tento vy \'01 mize nastat zménou podminek, napt, zménou fyzi-
L nich faktori prostiedi, uvolnénim chybéjicich prekursoru antolyzon nélkte-
rveh bunék, difuzi téchto latek ze Vydélenéjéiho mista atd.

Jexté nekolik pozndamek na zavér. Problematika destrukee rezistentnich
snor bakterii je jisté pro radu potravivdrskych 1 jinyeh pramyslovyeh odvétyi
71151 Ve svém prispévku jsme uvedli nékolik piikladu studia elenwentér-
nich vlastnosti spornlujicich bakterii tak. jak je analvzuje zakladni vvzkum.
Je \‘11110/16‘]1]](‘: ze ve vlastnim aplikm‘an(‘m Konzervarenském vyzkumu i ]n'U—
mivste je nutne uvazovat 1 mnoho jinych faktorii: technické pao‘ Jémy destrulz-
ce mikrobidlnich kontaminantu ve velkovyrobé pii zachovani co nejvyvasi
levality produktu, otdzky semisterilizacnich technologickyeh postupt, sklado-
vani surovin. ekonomiky jednotlivych postupu v potravindiské technologi]
atd. V-mnohasmeérech se tedy problematika i terminologie zékladniho vyzkumu
i praxe rozni. NAS slovnik muze byt odlisny. ale konetny cil méme spoledny:
zahezpedit dostatek kvalitni potravy lidem nadi socialistické zemé!
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Vliv ¢initelt prostfedi na kliceni bakterialnich spor a mna jejich dal3i vyvoj

V. Vinter, V. Zalabdk, J. Babi¢ka, a J. Stastnd. Mikrobiologicky tstav CSAV, Praha.

Souhrn

V prispévku je proveden rozbor téch vlastnosti bakteridlnich spor, které jsou didezité
z hlediska potravindrské technologie. Kromé zakladniho popisu kryptobiotického stavu
spor, aktivace spor a jejich kli¢eni a postgerminaé¢niho vyvoje v rtiznych podminkdch,
jsou uvedeny tdaje o termo- a radiorezistenci spor a o moznostech senzitizace spor. Pii
charakterizaci senzitiza¢nich postupl jsou diskutovany blize: problém labilizace komplexu
va ipikoli 1 vyznam extrakce labilniho vapniku
ze spor v kyselém prostredi a otdzka radiosenzitizace spor bakterii viéi ndslednému
termdlnimu stressu.

V ¢lanku je vénovédna pozornost i spolehlivému priukazu zivotaschopnosti spor s pri-
hlédnutim k jevu tzv. ,,superdormance spor‘‘. Skuteénost, Ze zZivéd spora nemusi pii méné
vhodnych nutriénich podminkach dét vznik makrokolonii, je v &ldnku zduraznéna tdaji
o bezprostiedni tvorbé sekundédrnich spor v primdrni vegetativni burice, tzv. mikrocyklové
sporogenezi a o tvorbé silnosténnych hypometabolickych forem piimo z vykli¢ené spory.
Piezivani téchto sekunddrnich hypometabolickych forem pfedstavuje potencidlni nebez-
peé¢i druhotného rastu populace a obnoveni destruktivnich biochemickych aktivit po
restauraci vhodnéjsich nutriénich podminek prostfedi. Strudné jsou uvedeny i piiklady,
kdy spory klostridii, inaktivované napt. iradiaci, nelze jiz prokézat tvorbou nové popu-
lace, lze v8ak u mich dokdzat nezddouci rezidudlni syntetické aktivity, na pf. tverbu
toxina.
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Jusine QARTOPOB CPeAbl Ha TIPopacTanie GanTepua ibiblX ¢Hop i1 i 31X
Jajpireitinee passuTiie

B aiBOLnL

b eTaThe LWPUBO,LITC AT TS TCX CROUCTB (’ltl){’I‘L‘|)II'¢1[|J,|JJI»IX CLIOP, ROTOPLIC BiyRTHbLL © 1oL
[T lll]ll{OBOf'i TEXHOJOILIL, HPOML‘ OCILOBROIO CITICOHI ! H}J[l!lTUl—llI()'l‘Jl,‘M“'Htll'k) COCTOHILTSL
FOfr, ARTIBALILLIE CITOP AT 1IN 1TpOpacTanisl I 110 TUCPMIIHAJILITOTO pasBiTin B passiiEnix

TOBIANX, TPHBCICHBL TAHHBIC O TepMO= I paTnOCOmpoOTHBITACMOCTIL 11T O BOSMOHIHOUTAX

Hearnganni cnop, .\_-'\F.i“Il'TL‘-[JIIAJ'J.I‘]_\'H TPOIeeChl COmCeWTHINN |l?]"":\TilT;|||I1<'l|1l‘|" HoGiviee
‘LI)UE}H(): JI[)()(‘).?I(5J\'1EI f[a(—lll.'llll-illLLlILI ROMTLTCRCA  RAdbLIUil — ABHNEROHEHORAS il 10T
crpocni CLop, SHA'leHIe DRCTPARIMIL TTaolaLH0r0  Ka biuir s CHOP B RHCJIO cpejLe
SOHPOC DAZIHOCCHCHTH3QIN Ciop OORTCPITIE 11O OTHOIICA U K TCPMATLIOMY  TTaD 0L
rpecey).

b crarne VICaHCTU BHHMAlHC SAOCTOBCPHOMY JLORAZATCILCTBY ATURHECTOCOTHOCT nop
FUHCTOM ABJeHNH T, H. .CVYHCPLAOPNMILLLL I',]l()l?". Manr, Y4TO KHBAA CILOPit Ne Hooiiila
MUHCe MOANOAAMUIN UNTATC ALY VCJTOBIHN J1aTh BOSILNHOBCRITC MALPOROITOHIL, 13 crarse

HEMMEREYT TaHHBIMIL O HELOCPETCTBCHHOM OG[iil-illH'ﬂﬂHll RTOPIUHLIN  ¢llop B ]'[t‘pnﬁ:qnnl‘i
CHETATHBEHOR RATREe, T. H. MILKPOTIUR LY KOM CTIOpOrenesce, 1 an i]tl_]_l.‘lvlﬂl-:?ll'llill TodeTo-
POIHRBY PHIOMETAGO T ITHEC R IX ([)OpM IIFFE[MU 13 II[1H]J|I1'I'T|1’.‘|”[ CIIOpLI. ”i:.‘[ll’}—{\"ll’l‘lll: ATy Bro-
LY IJIIIIiMl"'I'i-’H_f CHHHBCRIX l])i)L})l UPeAcTABAACT MOTEHITHA LA YIO OIACHOCT) BTOPIHHOO
S PACTARIA [[{)I]}'.'Jil!l“]l I BOSOOHODB TEHIC ACCTPYRTIHBHLIN UH(),\'II!\'IIIH['I'l{IJX ARTHBHOCTCN
Lecte pecragparnit 00,100 TTOIX O UITTIHN ILITTATE 1THILIX }'(',HH]H!U[ Cpeahl. “HpilTll(‘ HWPLIDO Tl
LRAREC TIPpHMePDE, Koria CITOPLE RTOCTPHIUIT, UTIARTIBIIPOBARHLIC Tantp, ITOCPECTBOM sippa-
PHUDE, HEBO3MOZRILO Y/HE V.IOCTOBEIITL 00pas3oBaiie nopoil TIOMNISHUTIL. 1O MOMHEO LoNa-

ThH Y HUN HOARCJAATCILHLIC QUTATOUTHIC CUTTTCTIYCCRITE A RTHBTOCTI, Haltp., oopasaganie

HCTTHOR,

[nfluence of environment agents on germination of bacterial spores for their
farther development

Summary

Ly this lecture those properties of hacterial spores arve analysed which are important
nn the point of view of the technology. Except the basie deseription of eryptobiotic
ndition of spores. the activation of spores and their mination and postgerminarion
velopment in different conditions there are further data on thermo- and radiorezistance

spores anc on possibilities of spores senzitization. When characterizing seusitization
rocedures following problems are discussed indetails: the problem of labilization a com-
ox caleium-dipicolin acid in sporestructure, the significance of extraction of labile cal-
nu from spores acicd enviromuent and question of spore-radiosensitization of bactori
samist the resulting thermal stress.
I the article the attentjon is also devoted (o reliable evidence of sporesvitality in the
zard to fenomenon of so-called “spore superdormaney”.
he fact that live spores under less suitable nutrition conditions needn’t give the rise to
werocolony is emphasized in the article by giving the data on immediate formation of
~condary gpores in the primary vegetative cell, so-called microcycle spore genesis, and
formation of amply dimensioned walls hypometabolie forms direetly from the germi-
ted spores, Life-expectancy of these secondary hypemetabolie forms presents potentio-
langer of secondary growth of population and recovery of destructive biochemical
ivities after restauration of more snitable nutrition conditions of environment. Brief
ramples are given about clostridii spoves enactivated, e. g. by irradiation. ave net pro-
able by formation of new population,but it is possible to prove undesirable vesidual
ni=tis activity, e. o, the cration of toxines.
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