Kombinované postupy inaktivace bakterialnich spor

V. VINTER,
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Spory bakterii predstavuji svou resistenci a schopnosti dlouhodobé existence
ve stavu kryptobiosy zavaZné nebezpec¢i v materidlech zpracovdvanych zejmeé-
na v potravindfském pramyslu. Zdkladni vyzkum resistence spor bakterii se
tim tedy vzdalen& promitd i do problematiky soucasné i budouci vyZivy lid-
slva. Nutnost standardisovat sterilisatni postupy na nejodolngjsi formy, spory
rodu Clostridium a Bacillus, zdfiraznila vyznam studia mechanismu jednotli-
vych typl resistence spor. Soucasné bylo nutno vystopovat jak jsou jednotlivé
mechanismy resistence spor integrovany, jak spolu souvisi navzijem a zda je
1éZ mozZno porusSenim jednoho protekéniho mechanismu ovlivnit i ochranny
mechanismus vi{c¢i jinému inaktivadnimu z&sahu. Jednoduché inaktiva¢ni
postupy, na pf. vysokd teplota, ozafeni atd., jsou drastické. Vysledky zaklad-
niho vyzkumu resistence bakteridlnich spor se vSak nutné musi diive nebo
pozdéji chjevit ve svém konefném cili, to jest v praktickém postupu inaktivace
spor v komplexnich materidlech: potravindch, farmaceutickych ptipravcich,
zdravotnickému zboZi atd. Drasticky inaktiva¢ni zdsah neni, na pt. v potravi-
naFské technologii, v mnoha plipadech ulelny a Zddouci. Prakse vyZaduje
tedy zpétné od zidkladniho vyzkumu podrobnéj$i tidaje o vhodné sekvenci
méné drastickych inaktivadnich zasahi, které by se Gplné&, nebo alespoii do
znaCné miry vyrovnaly jednoduché inaktivaci. Zvlast Zddouci je studium vSech
zdsahll vedoucich k podstatné sensitizaci spor v@¢i jinému typu inaktivace,
kdy tedy nedochézi jen k selteni dc¢inku.

Nejvice je zatim zndmo o kombinovanych inaktivainich postupech, kde dru-
hym inaktivacnim zasahem je zvy3end teplota. Zminim se jen o n&kolika pii-
padech, véetné téch, které jsme sami zjistili v nasi laboratofi v Mikrobiologic-
kém vstavu CSAV. Zatim co na pfiklad v kombinovaném nasledném procesu:
1. zahTatl - ozafeni (U. V. nebo inonizujici), se uéinky jen seditaji, pFi opac-
ném postupu: 2. irradiace - zahfati, dochdzi k vice nebo méné vyrazné
senzitizaci Tento jev je spoleCny spordm bacilit i klostridii. Dik tomu, Ze jsou
jiz. znamy ddaje o hlavnich slozkdch thermoprotekéniho mechanismu spor,
pyridin-2,6-dikarboxylové [dipikolinové (DPA)] kyseling a vdpniku, mohli jsme
v praci nadl laboratofe hloubé&ji analysovat zavislost radio- i thermoinaktivace
na obsahu téchto sloZek ve spordch. Vhodnym modelem k té&mto studiim byl
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Bacillus cereus [NCIB 8122) u néhoZ je moZno davkovanim iontl vépniku ve
sporulaénim mediu pripravit jak vysoce thermoresistentni Kklidové spory
(bohaté na Ca** a DPA), tak relativnhé thermosensitivni spory s nizkym ob-
sahem vapniku a dipikolinové kyseliny. Radioresistence obou typti spor byla
prakticky stejna. Pokud $lo o thermoresistenci téchto spor, zjistili jsme nejen
rozdily v konecfném sklonu inaktivacni kfivky, ale vysoce resistentni spory
piné saturované vapnikem i dipikolinovou kyselinou vykazovaly i del§i poCa-
te¢ni Jag v inaktivaci. Tento druhy jev, determincevany hladinou t. zv. labilnée
vazaného vapniku ve spordch, jsme oznaéili jako ,,adiciondlni® thermoprotekZni
mechanismus. V materidlech, kde miZeme pfedpoklddat pfFitomnost podob-
nych spor s vysokym obsahem vapniku, je nutno pocitat s pritomnosti v&tsi
nrebo mensi frakce spor, u kterych konec¢ny logaritmicky typ usmrcovani
buné&k bude nésledovat aZ po skon&eni pocatecni prodlevy thermoinaktivace.

Predchozi X-ozdfeni (200 Krad) obou typQ téchto spor vedlo k senzitizaci
spor viaci nésledné thermoinaktivaci, p¥i cemZ také pocatetni rameno dvou-
tazové inaktivadni kF¥ivky se u spor s ,,adicionalnim® mechanismem zkracovalo
v zAavislosti na davce ozafeni. Ionizujici zafeni tedy poruSilo celkovy thermo-
protekéni mechanismus, bez specifického vlivu na néktery z obou mechanismi
diléich (1, 2). Na druhé stran& uplnd eliminace ,,adiciondlniho“ thermopro-
tek&niho mechanismu ve spordach, vyvoland riznymi zplisoby jiZz pfi sporoge-
nesi, neovliviiuje radioresistenci spor (2, 3, 4). Lze uzavrit, Ze thermoprotekZni
mechanismus ve sporach lze narusit v Sirckém rozmezi, aniz by byla ovlivn&na
radioresistence spor. Jednim z mechanizm@ ovlivnéni thermoprotekce je pravé
ozéreni, pIi CemZ senzitizace spor je zde zPejmé vysledkem zvyfené lability
vépniku ve spofe. Jeho extraktibilita pfi nizkém pH nebo chelatoformnimi
latkami je vy88i (2). Ve sporové periferii, fungujici jako iontoméni¢, miZe byt
ostatné hladina labilniho vApniku modifikovdna v Sirokém rozmezi. Titraci
spor do t. zv. , H-forem" je moczZno hladinu vapniku redukovat, pfi ¢emz dojde
k poruSeni ,adicionalniho” thermoprotekénitho mechanismu, k do&asnému
naruSeni kli¢ivosti spor i ke zméndm permeability bunéfného povrchu pro
vapnik (2, 5). SniZeni thermoresistence kyselou extrakci labilni frakce vapni-
ku je prikladem velmi jednoduché senzitizace spor (6).

Nékolik struénych ddaji, které jsem z naSi pfedchozi priace uvedl, nazunacuji,
7e vzajemné ovlivnéni jednotlivych protekénich mechanismi ve sporach je
moZno presnéji charakterizovat.

Pokracovanim na3eho studia aplikace kombinovanych inaktivacnich zasaht
na klidové spory s dobie definovanymi vlastnostmi je nase spoluprace s Vy-
skumnym udstavom potravindrskym v Bratislavé. Cilem prvé etapy je studium
kratko- i dlouhodobého plisobeni nizkych teplot (v rozmezi od 0°C do 10 °C)
na predem ozAFené spory Bacillus cereus. Rilzné fédze vyzkumu budou prova-
dény v Mikrobiologickém ustavu CSAV v Praze, nékteré ve Vyskumnom dstave
potravindrskom v Bratislave. V pripravné fazi se spoluprdce omezila na fadu
vzajemnych konsultaci a v zaucovani nékterych pracovniki bratislavského
pracovisté v prisluSnych metodikach. Pracovnici byli b&hem pobytu na Mikro-
biologickém dstavu CSAV v Praze sezndmeni s inaktivadnimi technikami, cha-
rakterizaci inaktivacnich kfivek u spor rliznych vlastnosti a celkovd se za-
kladni problematikou diferenciace vegetativnich bun&k ve sporangium a
sporu, kliéeni spor a postgerminacniho vyvoje. Prvé orientaéni ozatovani bylo
provedeno na radiobiologickém oddg&leni Ustavu experimentalni botaniky na
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8Co ozafovaCi Gammacell 220 (Atomic Energy Ltd., Canada). Pracovnici kolek-
tivil praZského MBU CSAV a bratislavského Vyskumného tstavu potravinarske-
ho se v témZe ustavu sezndmili je$té s dalSimi moZnostmi ozafovani, na
pfiklad pomoci %Co-ozafovate GUT-400 [SSSR), Primyslového roentgenového
pFistroje 200 kV (Chirana Chotutice) a v Ustavu experimentalni genetiky a
biologie CSAV s roentgenovym ozaFovacem Multivolt 250 kV (Siemens) a oza-
fovacdem Mikrometa (Chirana) adaptovanym pro lampu AEG-50-T (Machlett].

V soucasné dobé, po dokonceni dosimetrie Gamma-ozarfovace umisténého
v Potravindrském ustavu v Bratislavé, definuji pracovnici tohoto tistavu radio-
inaktivaéni k¥ivku spor Bacillus cereus (NCIB 8122). Vyzkum je =zatim
cmezen na spory plné saturované vapnikem a DPA, pozdé€ji budou jakc mo-
delu pouzity i jiné typy spor. V prvé etapg& budeme u ozafFenych spor (200—300
Krad) uchovavanych v chladu sledovat pfeZivani, kli¢itelnost, moZnost retar-
dace kliceni, ovlivnéni prvnich syntetickych aktivit spor v postgerminanc¢nim
obdobi, rychlost rasiu, atd. Pracovnici oddéleni obecné mikrobiologie MBU
CSAV navazuji na tuto problematiku sledovdnim zmén citlivosti spor vykli-
¢enych a spor v rGznych sta.iich postgermina&niho vyvoje viaci kvalitativné
i kvantitativné odliSnym mediim.

Zarazeni studia primarnich a dalSich syntetickych aktivit spor bezprostfedné
po vykliceni, a to jak v Zivném tak neZivném mediu, mé jisty vyznam. Je
dtleZité nejen u spor intaktnich, ale i u spor jakymkoliv zpsobem atakovanych.
Subletédlni zdsahy nejenZe inhibuji germinaci nebo postgerminacni vyvoj, ale
naopak mohou oba procesy stimulovat. Aktivaéni vliv tepelného Soku na
dormantni spory je znam desitky let a neni nutno o n8m vice mluvit. V sou-
vislosti s nasi spole¢nou problematikou irradiace nas vSak musi zajimat i po-
dobny jev ngkdy pozorovany po subletdlni irradiaci. Udaji o tom je v litera-
tufe dost. Vzhledem k tomu, Ze ve své pristi praci chceme sledovat vliv
nizkych teplot po predchozi irradiaci, vyberu k ilustraci zaludnosti tohoto
kombinovaného procesu jen nékteré piiklady. Neni rozhodujici, Ze v nich
figuruji zastupci anaerobniho rodu Clostridium. Je totiz znadmo, Ze procesy
aktivace, inaktivace, kli¢eni i mechanismy resistence jsou u klostridii i bacilt
velmi podobné. Nové&jsi prehledné prace o resistenci spor vibec (7) a o proble-
matice vyskytu a inaktivace spor v potravinach (8) to plné potvrzuji.

Spory Clostridium botulinum typ F ozafené subletdini ddvkou (0,2 Mradj
a pozdé&ji kultivované p¥i 10 °C v Zivném mediu sice vykli¢i, ale nedochdzi
k postgerminacnimu vyvoji (9}. TytéZ spory inkubované pri 30°C nejen daji
vznik vegetativni buiice, ale ndsledny rist je rychlej5i neZ u neozafenych.
V tomto piipadé (30°C) byl ruast stimulovadn eliminaci lytického faktoru
v kultufe. Zvy8end rlstova rychlost nebo vys$§{ produkce toxinu byla po
nizkodavkovém ozafeni pozorovana i u jinych klostridii (10, 11). Tentyz jev
lze pozorovat pfi je§t& niz3i ddvce ozdreni (0.1 Mrad) i b&hem nésledné kul-
tivace pfi 10°C (9). Vyznam volby vhodné davky pri subletdlnim ozateni je
nesporny. Pokud pro zjednoduSeni vylouéime vliv nepfimych ucinkéi ionizu-
jiciho zateni, miZeme za hlavni naruseni butiky povaZovat zlomy v molekule
DNK. Nenf vylougeno, Ze odlisnd reakce u spor ozafenych na 200 krad pfi
nasledné inkubaci v rznych teplotach mlZe byt zplsobena ovlivnénim
,repair” mechanismi, kterymi se hoji poskozena DNK.

V pokusech, které jsem z literatury uvedl vy3e, 8lo vSak po ozdreni vlastné
jen o redukeci, i kdyZ podstatnou, inokulovaného materidlu. Resultujici riist se
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mohl uskutecnit z pfezivsich spor. Radia¢ni D-hodnota (ddvka nutnd k inakti-
vaci 90 % populace) pro spory bacilfl a klostridii je v rozmezi{ 100—300 krad.
Za jednu z béZnych detekci spor ,piezivajicich® irradiaci (i jiny inaktivadni
faktor) je pokladana tvorba celé nové populace, t. j. kolonie. Jde v3ak o to,
zda 1 pFi neschopnosti postgerminaéniho vyvoje nebo deéleni, irreversibilni
nebo reversibilni, nejsou schopny spory vykazovat neZadouci syntetické akti-
vity. Je znadmo, Ze na p¥. ,letdlng” ozdfené (1,25 Mrad) spory Clostridium
botulinum kli¢i normélné jako neozdfené a uavic vykazuji velmi rozsahlou
enzymatickou aktivitu (12].

Residudlni metabolicky potencidl ,mrtvych® spor miize mit i nebezpe&ngjsi
charakter. Ani pouZiti vyS$Sich davek gamma-irradiace {3,8 Mrad) nezabranilo
sporam Clostridium botulinum vykliCit a synthetizovat nové proteiny, mezi
nimi botulotoxin (13). V obou z uvedenych prikladii nedo3lo k postgerminac-
nimu vyvoji spor; v obou byla detektovana schopnost nové proteosynthesy.
Tim méné mohly byt samozFfejmé poskozeny preexistujici enzymy, které pre-
Zivaji i steriliza¢ni ddvku gamma-irradiace na pi. 4,5 Mrad (14).

TéméF ve vSech téchto pripadech nésledovala po irradiaci kultivace za
teploty umoZiujici kliceni, postgerminanc¢ni vyvoj i déleni bunék. Cilem nasi
spoluprédce s kolektivem bratislavského Potravinarského ustavu je vSsak kom-
binované plisobeni subletdlni irradiace a nasledného krédtko- i dlouhodobého
vlivu teploty suboptimalni nebo zcela nevhodné pro vySe uvedené procesy.
Flisobeni chladového intervalu je tedy nutno sledovat [po ozdfeni spor v ne-
Zivném mediu) jak v neZivném, tak plné Zivném, nebo Zivinami limitovaném
mediu. Pfi vlastni detekci pfeZivdni ma byt na jedné strané pouZita klasickad
plotnovd metoda pocitdni bun8k schopnych vytvofit kolonii, a to po preneseni
na pevné, plnohodnotné medium. Pokud jde o vyZivu, dostupnost kysliku a
teplotu znamena tento postup t. zv. ,shift-up® zésah, s velmi opoZd&nou a ne-
tuplnou detekci biologické aktivity bun&k. Na druhé strané je nutno u nékte-
rych pfipadii (podtrZeno) naSeho spolefného vyzkumu:

CHLAD ,,SHIFT-UP®
A subletdlni irradiace -1 Zivné medinm - [. detekce
B subletdlni irradiace — 2 neZivné medium- II. detekce
charakterizovat téZ 1. heterogenitu buné&k, 2. stupeil syntetickych aktivit,
3. konversi: spora - nakliCend spora, 4. schopnost postgermina¢niho vyvoje,
5. rychlost rlstu, 6. preferencidlni rist nékteré mutanty atd.

Do jisté miry na dva z téchto dsekl (1/I a 2/I!) nepfimo navazuje jeden
tsek vyzkumu laboratofe obecné mikrobiologie Mikrobiologického ustavu
CSAV. Sledujeme Zivotaschopnost, obnoveni syntetickych aktivit po ,,shift-up*-
postupu u bunék pozdrZenych v rlizném stadiu postgerminaénihc vyvoje, a to
po krat§im nebo dlouhodobém uchovavéani v neZivném mediu. Zabrana synte-
tickych aktivit bunék v postgerminaénim obdobi je v naSich pokusech induko-
vana limitaci Zivin, nikoliv zatim chladem. V tomto pFipad2 lze v3ak pFipustit
jistou analogii.

Kliceni bakteridlnich spor je nesynteticky proces, pfi kterém participuji
pouze preexistujici sporové enzymy, bud degradacni, nebo zpracovévajici pri-
marni germina¢ni induktory. Teprve p¥i postgerminacnim vyvoji dochdzi k de-
represi Fady vegetativnich enzym@. I za podminek, kdy k tomuto druhému
stupni konverse spory ve vegetativni builku nemfZe dojit, mohou zlistat vy-
kli€ené spory pomérné dlouhou dobu Zivotaschopné a, pokud jde o neékteré
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biologické a biochemické vlastnosti, tvofi zvlaStni mezistupeil mezi krypto-
biotickou formou, sporou, a hypermetabolickou buiikou, t. j. bobtnajici a
elongovanou sporou. Jejich schopnost rychle obnovit syntetické aktivity se
vSak sniZuje a soucCasné se zvySuje heterogenita bunék vi{i¢i nédslednému pii-
dani Zivného substratu (,,shift-up“).

Tim spiSe lze olekavat retardaci nakliCenych bunék pfFedtim ozAfFenych a
navic uchovédvanych po rlznou dobu pii nizké teploté, Biologickd odpovéd
ozédfenych spor bakterii pfi nédsledné kultivaci v Zivhém mediu je déna
jak podminkami, za kterych byly ozafovany, tak podminkami pfi detekéni
kultivaci. Na priklad vyznamnou roli v radioinaktivaci spor bacild hraje pH
media p¥i ozafovani. Soucasné ozdfeni zvySuje pH-sensitivitu pFeZiviich spor
(15). MfiliZeme pFedpovédét, Ze kombinace ozdfeni a zamezeni syntetickych
aktivit chladem miiZe vést k dalS$imu zpomaleni nebo opoZdéni postgerminac-
niho vyvoje spor po detek&nim ,shift-up“-postupu.

V tomto velmi struéném a ¢asto zjednoduSeném ndstinu nékterych problémi
tykajicich se kombinovanych inaktivaénich zasahii viibec, nebo specielné&
sekvence: ozédfeni — piasobeni chladu, jsem: podal jen nékolik pfiklad@i a uvah
pon&kud osvétlujicich ikol, ktery chceme ve spolupréaci s Vyskumnym tstavom
potravinarskym v Bratislave fesit. V jednotlivostech je vlastni pldn prdce pre-
cisné rozpracovan, s prihlédnutim ke vSem theoretickym podkladim, které
jsou ze zakladniho vyzkumu spor k disposici. Nepodcefiujeme skutecnost, Ze
od kombinovanych inaktiva¢nich zasahl, uskutefnénych v €istych suspensich
dobfe definovanych spor, k praktické inaktivaci spor v komplexnich materia-
lech, bude dlouhad cesta a mnoho potiZi. Dobrym zvladnutim jednotlivych
problémt v8ak budeme moci pozdé&ji seriosné&ji a jiZ zacilen& pristoupit k Feseni

sloZitéjs1 problematiky.
Souhrn

V struéném nastinu problematiky vyzkumu kombinované inaktivace bakte-
riadlnich spor je uvedeno nékolik pfikladd o tom, Ze jednotlivé protekéni
mechanismy ve sporédch jsou navzajem independentni. Nicméné jsou moZnosti
sensitizace spor jednim inaktivacnim zdsahem vGci zdsahu jinému. Hlavnim
smyslem t&chto kombinovanych inaktivaci je pouZiti méné& drastickych steri-
lisafnich procesfi. Z tvah o irradiaci ,inaktivovanych“ sporach, které sice
nejsou schopny vytvofit novou populaci, ale mohou p¥i kli€eni i Céstecném
postgerminaénim vyvoji vykazovat neZaddouci syntetické aktivity, vyplyva dile-
z11¢ ukol. Je nutno sledovat i syntetické aktivity u subletaln& ozafenych spor
pfi nésledné kultivaci v Zivném mediu. V &lanku byl podan i kratky pFehled
¢ dosavadni spolupraci Mikrobiologického tistavu CSAV s Vyskumnym tstavom
potravindrskym Slovenské PoInohospodarské akadémie v Bratislave i o nékte-
rych perspektivach tohoto spole¢ného vyzkumu.
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I’{O,\I6I/IHI/Ip0BaHH])[e MeTObl HHAKTHIBU3aI U1l 6&HTQPHE{JIBHBIX CIIOp

Brinoist

CraThbfl B KPATKOCTH TPAKTYET IPOBIeMATHKY UCCIeL0BAHMS KOMGHUHHDOBAHHON HIIAKTII-
Busau 0aKTePHAIULHEIX CIOD M MPUBOAUT HECKONLEO IPUMEPOB KACAUINXCA OTAeIbIIBIX
TPOTERUKOHHBIX MEXAHN3MOB, KOTOPBE B CIIOpAaX B3auMouigenenenTusl. Ho u Tak peawTus-
Hafg YVBCTBUTEILHOCTDL CIOP OAHIIM MHAKTHBH3AMUOHHBIM BMEUIATEIbCTBOM 110 OTHOLLIEHIO
K [(PYTOMY BMeIIaTeTbeTBY BOsMOHA. I'TaBHOR Iedsio TAHHBIX KOMOMHUPOBAHHEIX HHAK-
TUBU3AUMI ABIAETCA IPUMeHeHNe MEHee KPYTHIX CTePUIIM3ALUOHHBIX mpolieccoB. I3 pac-
CcysRIeHH 00 MppajIanuu «HHAKTHBU3UPOBAHHBIX» CIIOP, KOTODLIE TIPABIA He CIOCOOHBI
CO3TATL N0BOE MOTOMCTBO [0 MOTYT NPHU MPOPACTAHNH W TACTAUHOM TTOCTTEPMHITAIMOHHOM
PAa3BITHHN IIPOABIATEL TCHAHKEIATeNbIIBIe CHMATETHYCCKIE HeICTBH, REITEKACT BKHAA 33[a4a,
Heodxoaumo ciaeguTh Takse 3a CUHTeTHYECKHMI JleHCTBHAMIL CyO.eTa/bHO 00JdyUYeHHBIX
CIIOp BO BPEMA IMOCIETOBATENLHON KYJIbTHRANMY B NUTATENIbHON cpefe.

CrarsA ODPURORNT Tak:ke KPATKNI 030D COTPYAHMIECTRA MemTy Munrpodnogornyeckun
uueTuryToM YexocIopaukoil Awamemun Hayw u [Hayuno-ucciepoaTellbCKEM UHCTUTYTOM
nuiienoil mpomeinienHocTn CaoBankoil CeabcroxossiicTrennoft Axalenun Haywk o jeo-
TOpble MEPCOCKTHBEL 9TOr0 0OIEr0 NCCALLORAHIIA.

Combined Processes of Bacterial Spore Inactivation

Summary

In short outline of the research problems of bacterial spore combined inactivation
some examples showing the independence of invidual protective mechanism in spores
are included. Nevertheless there are some possibilities of spore sensitivization by cne
inactivating intervention against other intervention. The main sense of these combined
inactivations is the use of less drastic sterilization processes.

From the considerations of radiation of ,inactivated“ spore which cannot create
2 new population but can by germination and partial postgerminal evolution show
undesirable synthetic activity, — follows an important task. It is necessary to follow
the synthetic activity of subletal radiated spore by subsequent cultivation in nourishy
medium.

A short survey about the hitherto collaboration between the Microbiological Institute
of CSAV—(Czechoslovak Academie of Science) and the Research Food Institute of
SPA (Slovac Agriculture Academie) at Bratislava and about perspective of this
common research is given.
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