MoZnosti ovlivhéni germinace a postgerminaénich syntetickych aktivit
bakterialnich spor a jejich prakticky vyznam

V. VINTER _
Mikrobiologicky tistav CSAV

Schopnost mikroorganismt rychle se mnoZit za vhodnych podminek je
dileZity biologicky jev, ktery svym vyznamem zasahuje do mnoha oborQ
lidské ¢innosti. Prakticky vyznam prudkého mnoZeni mikrobli je nedo-
zirny. Medicina i primysl vdé&i mikroorganismiim za nescetné mnoZstvi
produktl cennych pro lidstvo. Rozvinuti kultivacnich technik, zejména
metody kontinudintho piiddvani Zivin, umoZiiuje v mnoha smérech maxi-
maing vyuZit reprodukcénich schopnosti mikrobl, Vyhod rychlého mno-
Zeni mikroorganismia lze pouZit v praksi od produkce krmné biomasy
k velkovyrobé mikrobnich proteinii pro dcely vyZivy lidi aZ po tvorbu
daleZitych mikrobnich metabolitli, na pf. antibiotik. Na druhé strané&
vysokd rychlost metabolickych procesl i schopnost rychlé reprodukce
mikroorganismit jsou v nékterych pramyslovych odvétvich jevy neZa-
doucimi. Prevence mnoZeni mikrobli, nebo jejich C¢&astend aZz tplna
inaktivace, je zdvaZnou finanéni i technickou z4atéZi pramyslu, hlavné
pctravina¥ského. Vhodnymi inaktivaénimi postupy lze nejsndze atakovat
pravé rychle se mnoZici mikrobni bunééné formy. Tyto sensitivni aktivni
bunééné typy v3ak nejsou bohuZel jedinou sloZkou v heterogenni mi-

robni populaci. Rada mikroorganismit je schopna vytvaret klidové az
kryptobiotické bunécéné formy s niZ3im, nepatrnym, nebo zcela nedo-
-kazatelnym metabolismem. U mikroorganismu je znama ¥ada bunéénych
diferenciaci tohoto typu. Je to na pPiklad tvorba spor u bacild, klostridii
a sporosarciny, cyst u azotobaktera, mikrocyt u myxobakterii, tvorba
sporonosnych utvart a spor u aktinomycet, plisni atd.

V této praci chci ziZit pozornost jen na jednu z nejextrémnéjSich fo-
rem Zivé hmoty vibec, na bakteridlni spory. Z celkové problematiky
spor bakterii se omezim podrobnéji jen na otdzky aktivace a inaktivace
spor, a déle klicenim a moZnostmi postgerminaéniho vyvoje u spor riiz-
nym zplsobem ovlivnénych.

Tvorba bakteridlnich spor je specializovanou odpovédi buiiky na po-
pulaéni explosi, tak b8%nou v mikrobnim svété. V pFirozenych podmin-
kach vede prudké namnoZeni buné€k k rychlé spotrebé Zivin. Pravé perio-
dické vycéerpdvani Zivnych substratli zakotvilo ve fylogenetickém vyvoji
nékterych mikrobd sloZity a diileZity adaptacni mechanismus: vytvoreni
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spory. Pri limitaci Zivin a zpomaleni rlistu se regulacni systém sporo-
genni bakteridlni butiky pfepojuje na novy, konetny systém buné&cného
rczdéleni. Misto vytvofeni dal$i stejnocenné kopie aktivni rostouci ve-
getativni builky se zapind mechanismus specializovaného nitrobun&&né-
ho rczdé&leni: matefskd buiika (sporangium) se intracelluldrnd rozd&li
tak, Ze z této dvojice bungk je jedna, spora, vybavena dimyslnym systé-
mem vlastnosti kvalitativné odliSnych od materské buiiky. Zbyla &&st
sporangia, plivodni materskd buitka, zanikd. Timto procesem (sporoge-
nesou, sporulaci) tak vznikd z jedné vegetativni buiiky po poslednim
rozdéleni jedna klidova buiika, spora. Je schopna nejen pfeZivat v dor-
mantnim stavu desitky aZ sta let, ale téZ v pfitomnosti né&kolika vteFin
aZ minut vyklicit a dat pozd€ji vznik novym miliondm buné&k vegetativ-
nim mnoZenim.

Spory bakterii ptedstavuji extrémni piipad latentniho Zivota a lze
u nich mluvit o dormantnim stavu a o kryptobiotické nebo dokonce
,abiotické“ existenci. Zde jiZ mdZeme tusit prvni zdludnosti spor: jsou
potencidlnim nebezpecim, faktorem moZné biologické korose. Za vhod-
nych nutri¢nich a teplotnich podminek mohou proces kliteni, postger-
minanéniho vyvoje spor, mnoZeni bunék, i z toho plynouci neZddouci zmé-
ny v potravindrském materidlu, probihat velmi rychle. Na druhé strang,
jak bude uvedeno dile, nékteré zvlaStnosti kryptobiotického stavu bak-
teril mohou znemoZnit spolehlivou kvantitativni detekci sporové konta-
minace. Vnitfni strukturdlni a biochemické organizace spory v8ak neza-
bezpeCuje pouze udrZeni kryptobiotického stavu buiiky. S uchovanim
dormance aZ Kryptobiosy je nerozlu€né€ spjata vysokd resistence spor
vléi roiznym Skodlivym zdsahfim, {ysikdlnim i chemickym. Jednotlivé
mechanismy, napf. nepropustnost sporovych obalil, nizky obsah vody,
konformacni zmény enzymll a jinych makromolekul a jejich vazba na
bunécné struktury, ddle vysoky obsah védpniku a pyridin-2, 6-dikarboxy-
loveé (dipikolinové) kyseliny (DPA) atd. pfispivaji k resistenci spor
vii¢i faktorim, které se v pfirodé prakticky nevyskytuji: vysokym d&v-
kdm zafeni, velmi vysokym i nizkym teplotdm, vySSim koncentracim
toxickych latek atd. Pro bezpecnou inaktivaci resistentnich spor je nutno
pouZivat pome&rné& drastickych postupfi, at jiZ jde o sterilizaci teplem,
ozdrenim, nebo kombinaci penetrantniho ozafeni a nésledného tepelné-
ho Soku.

Metody spolehlivé inaktivace resistentnich spor, sterilizaéni metody,
jsou dobfe zndmy a neni nutno se o nich zmifiovat. Nevyhodou t&chto
drastickych postupll je to, Ze nejsou vZdy pouZitelné. Nehodi se pro
kazdy ochranovany potravinaisky materidl. Mohou vyrazné sniZit nut-
ri¢ni hodnotu a, v pripadé sterilizace ozadfenim, silné naruSit chutové
i jiné daleZité vlastnosti ochrafiovaného materidlu. Cilem méné drastic-
kych inaktivaénich postuptli je jednak zabiti co nejvyssitho pocétu mikro-
bf, kontaminujicich potravindfsky materidl, jednak prevence mnoZeni
a biochemickych aktivit pFeZiv§i frakce kontaminanti. Hlavnim pro-
stfedkem ochrany prvého typu mohou byt subletdlni ddvky vysoké tep-
loty nebo ozdfeni. Prostiedkem ochrany druhého typu je napf. inkorpo-
race inhibi¢nich pfidavnych latek do materidlu, uchovavani pii nizkych
teplotdch, pripadné kombinace obou postupt. V dalsi ¢asti tohoto ¢lanku
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je vybrano nékolik prikladfi, jak jednotlivé postupy, substeriliza¢ni zpra-
covédni materidlu a zabrana mnoZeni mikrobt, ovliviiuji kli¢eni a post-
germinacni vyvoj spor aerobnich a anaerobnich bakterii.

K tomu je tfeba nejprve definovat n€které pojmy, které budou v néa-
sledujici Casti pouZity. Akfivace spor je Cdstetné naruSeni kryptobiotic-
kého stavu, zvySeni disposice spor ke kli¢eni. Neni morfologicky patrna

KLIDOVA SPORA AKTIVACE KLICEN{ BOBTNAN/  ELONGACE DELEN/  KOLONIE
—_—
O=0-@-@-F- ¥
| DORMANCE |
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IPOSTGERMINACNI  vYvOJ)| RUST |
DETEKCE: POSTGERMINACNI SYNTETICKE AKTIVITY
POKLES pH
ROZKLAD POTRAVIN
TVORBA TOXINU
TVORBA KOLONIE
Cbr. 1. — Stadia vyvoje populace sporulujicich baktérii od klidové spory k vytvofeni

kolonie. V obrédzku jsou uvedeny piiklady detegovatelnych procesti, které mohou pro--
bihat p¥i proliferaci bunék i v postgermina¥nim obdobi vyvoje Spory.

a neni prokazatelnd ani biochemicky. Je v3ak ji moZno testovat mé&Fenim
rychlosti nasledného kli€eni, zvySenou afinitou spory vii&i specifickym
germinacnim stimuldtordm atd. Spory lze aktivovat tepelnym Zokem,
subletalni iradiaci, nizkym pH a jinymi z4sahy. Aktivace je obvykle re-
versibilni.

Proces klideni (germinace) bakteridlnich spor zahrnuje:

1. interakci nizkomolekularnich Zivnych substrdt nebo specifickych
stimulatort kli¢eni (L-alanin, glukosa, adenosin, inosin a pod.) s recep-
tory sporového povrchu,

2. zru8eni permeabilitni bariéry,

3. prinik vody do spory,

4. aktivaci lytickych systémil, které rychle depolymerizuji ¢ast perifer-
nich vrstev spory, a i

5. uvolnéni mukopeptidovych fragmentii kortikalni vrstvy a dédle vapni-
ku a dipikolinové kyseliny do prostfedi. Béhem kli¢eni nelze je3t& pro-
kazat synthesu makromolekul, respirace se vSak zvySuje. Kliceni spor
lze detegovat snadno: spory ztrdceji thermoresistenci, radioresistenci
a prechazeji ze svétlolomné formy (pozorovdno ve fazovém kontrastu)
na formu ztmavlou. PFi studiu kli¢eni spor in vitro je vyhodnym a spo-
lehlivim ukazatelem kli¢eni pokles (vice neZ 60 %) optické density.

Kliceni je bezprostfedné& ndasledovdno postgerminacnim vgvojem, t. j.
syntézou bilkovin, nukleovych kyselin a bun&&né stény. Spora bobtné;
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po roztrZeni plaStovych struktur se elonguje a za vhodnych podminek
se déli. Velmi iednoduché schema vyvoje spory az k makropopulaci je
zndzornéno na obr. 1. Na tomto mistd je vhodné zddraznit, Ze pravé
riizné substerilizaéni zdsahy n&kdy sice umoZni aktivaci a vykli¢eni spo-
ry, ale vyvoj nedojde dal neZ k postgerminantnim syntézdm, piipadné
k rozdéleni builky. Pokud je pfisluSny inaktivalni postup testovdn jen
tvorbou makrokolonii, mohou se takto naruSené spory jevit jako ,mrt-
vé“. Takto mohou vyvoj bun&k ovlivnit i dalSi zasahy. Uvedu pfiklad
z nadi préce. Jestlize po vykliteni spor Bacillus cereus do germinacniho
syntetického media (které neumoZzni dal$i vyvoj) buiiky néjakou dobu
hladovi, po obnoveni hladiny Zivin dochdzi za urfitych podminek pouze
k jednomu nebo n&kolika rozdélenim buiiky. Tvorbu téchto mikrokolonii
na povrchu agaru je moZno zjistit pouze pii velkém zvétSeni, makrosko-
picky jsou nedetegovatelngé.

Tepelny $ok (obvykle teplota 65°C aZ 100 °C, trvani nékolik desitek
minut) zabiji vegetativni sensitivni formy sporulantll spolehlivé. U spor
miZe vést kK 1. zabiti méné& resistentni frakce, 2. aktivaci, 3. ke zvySeni
dormance, 4. ke kvantitativnim zméndm populace, jde-li o heterogenni
smé&s spor, a 5. ke zmé&né v germinacnich poZadavcich spory. Kromé
inaktivace je nejdfileZitgjsim vysledkem tepeln€ho Soku aktivace spor.
Jiz proto, Ze jakykoliv posun fysiologického stavu spor smérem ke ger-
minativnim procesim a k naru$eni kryptobiosy zvySuje nadéji na na-
rudeni jak termo- tak radio-protekénich mechanism@ spor. Nejidealnéj-
§im pripadem pFirozené senzitizace spor je samo Kkliceni. U néktsrych
kmenit Bacillus megaterium dostacuje k aktivaci spor teplota 60°C po
dobu nékolika minut, u spor thermofilntho Bacillus stearothermophilus
je pro aktivaci optimdlni teplota 110°C (I1). Schopnost spor k tepelné
aktivaci je ovlivnéna sloZenim spor, na pfiklad obsahem kalciumdipikoli-
natu (2), do znac¢né miry zdvisi i na okolnim mediu, na priklad na pH
(3, 4), sloZeni media (1, 5, 6, 7) atd. TéZ stafi spor ovliviiuje aktivovatel-
nost a germinabilitu. Cim jsou spory starSi, tim lépe se aktivuji a klici
(8].

Nejpresnéj$im testem na aktivaci spor je méfeni rychlosti kliceni. Na
mediich s riiznymi specifickymi stimuldtory kli¢eni lze odliSit i jemné&jsi
G¢inky terméalniho Soku. Spory Bacillus megaterium po tepelném Soku
k1i¢i podstatn& 1ychleji v glukosovém mediu (= aktivace]), v pritomnosti
jiného specifického germinanéniho stimulédtoru, L-alaninu, bylo kliceni
zpomalenc [ = supresse kliteni) (9). Spory Bacillus stearothermophilus
jsou optim4lng aktivovéany teplotou 115 °C. Po tepelném Soku pfi pouhych
80—100 °C se neaktivuji, ale naopak reversibiln& zvySuji dormanci (10).

Kromé& metody pfimého zjisténi germinace spor po tepelném Soku je
nejpouzivangj$im testem pocCet vytvafenych kolonii. Tento zplisob poci-
tani zivotaschopnych spor je pochopitelné pFesny jen tehdy, uskutecni-li
se viechny stupné& vyvoje spor, zndzorn&né v obr. 1. Termdlni Sok ale
muZe narusit n&kterou fazi postgerminacniho vyvoje, aniZ by poSkodil
germina¢éni mechanismus spory (11). V tomto pripadé mohou probihat
vyznamné postgerminacni syntetické aktivity u bun&k, které nelze (tes-
tovano jako schopnost vytvolit kolonii) prokéazat jako Zivé. K podobné-
mu jevu dochézi i p¥i subletdlnim ozdFeni spor (12, 13, 14, 15). Subste-
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rilizaéni ozé&feni [penetrantni x-paprsky nebo gama-zareni) ma, podobné
jako termélni Sok, kromé inaktivaéniho ucinku na spory, té€Z znadény
aktivaéni vliv (12, 16, 17). Aktivace spor teplem nebo ozarenim ma be-
zesporu veliky vyznam. Mechanismus aktivace témito fysikalnimi, znaéné
nespecifickymi faktory, neni zcela objasnén. Je zFejmé& naruSena per-
meabilitni bariéra spor (18, 19, 20), ve sporovém povrchu jsou ovliv-
n&ny receptory pro specifické germinacni stimulatory (21) a dochézi
i k ¢astednému uvolnéni kalciumdipikolindtu a nékterych aminokyselin
(22, 23). V préaci se sporami Bacillus cereus NCIB 8122 jsme prokéazali,
Ze pri kliceni spor v mediu, které podporuje pouze kliCeni, ale neumozni
postgerminaéni vyvoj, aplikace tepelného Soku zvySuje penetraci radio-
aktivnich aminokyselin do spory i jejich zabudovani do bilkovin vykli-
¢ené spory. V tomto pifipadé je syntéza bilkovin determinovdna téz
mnoZstvim intracellularnich volnych aminokyselin. je zfejmé, Ze kromé
zvy8eni permeability spory vede tepelny Sok i k uvolnéni a k zvySené
dostupnosti nitrobun&énych volnych aminokyselin pro syntézu bilkovin.

O tom, Ze poruSeni nebo labilizace perifernich sporovych vrstev pre-
disponuje spory ke klideni, je i Fada dal$ich ddaji. Vné&jsi vrstvu spory
{voFi cystinem bohaty bilkovinny plast keratinového typu (24, 25). Jeho
naru$eni redukénimi latkami (26, 27, 3), nebo ozarenim (16) umoZni
permeabilitu i pro makromolekuly, a jako aktivacni faktor zcela nahradi
termdlni Sok (3). Jinym typem labilizace perifernich vrstev spory je
nizké pH (28, 29), nebo aktivace spor kalciumdipikolinatem (22, 30).
V t&chto pfipadech je aktivace v podstaté vyvoldna zmeé€nou koncentrace
Catt v periferii spor. Povrch spor mé vlastnosti katexu a odpojeni
vapniku ze sporové periferie zna¢né€ ovliviiuje germinabilitu spor (31,
32, 33) a sniZuje i termoresistenci spor ({34, 28]. Kromé reversibilni
zm&ny v tercidrni struktufe povrchovych sporovych makromolekul spo-
¢ivaji tedy aktivacni zdsahy i v ovlivnéni stability typickych sporovych
mikrokomponent.

Z t8chto Gdajl je zfejmé, Ze prostfedkidl k predgerminacnimu reversi-
bilnimu naruSeni kryptobiotického stavu je dost. Je vyznamné i to, jak
mnoho specifickych i nespecifickjch faktortt miZe indukovat ve spordach
kompletni irreversibilni zmény germinacni. Spory bakteril mohou vykli-
git v pouhé p¥itomnosti metabolizovatelnych specifickych germinacnich
stimulatorfi, L-alaninu, adenosinu, glukosy, inosinu atd. (35, 36), i ne-
metabolizovatelnych induktorfi: iontG (37, 38, 35), povrchové Géinnych
latek (39), chelatacnich latek (40, 41, 42), nebo nékterych enzymatic-
kych systém@ (43, 44). Germina¢ni zmény mohou byt vyvolany i fysi-
kalnimi faktory, na ptriklad mechanickym poSkozenim spor (45—49). Do
ierminologie studia spor se tak dostaly nové rozliSujici pojmy, jako ,,iy-
siologické", ,,chemické” a ,,mechanické” kliceni (35—39). Tuto multipli-
citu mechanism@i spousté&jicich kliceni 1ze vysvétlit vice nebo méné spe
cifickym piasobenim vySe uvedenych faktor@i na strukturu perifernich
vrstev spory, na jejich integritu a permeabilitu a na schopnost vymény
nékterych intraspordlnich komponent za latky exogenni. Proces Kkliceni
tedy miZe v pfirozenych prostfedich snadno probihat i tam, kde nejsou
podminky pro germinacéni vyvoj. Neni naruSen ani u spor, které byly
,zabity" ozdFenim (11, 12, 14). Spory Clostridium botulinum, ozafené
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ddvkou aZ 8,3 X 10% rad (,,zabito” vice nez 99,99 % buné&k), kli¢i stejnou
rychlosti a do stejného stupné jako neozarené spory (I14).

Na obr. 2 je znazornén prubéh kliceni spor Bacillus cereus NCIB 8122
inaktivovanych z vice nez 90 % gama-zafenim (ddvka 300 Krad), a to
v komplexnim baktopeptonovém tekutém mediu. Inkubace byla prove-
dena pii 5°C a 30°C. Kliceni bylo testovdno zménou optické density
kultury p#i 700 nm. Pokles hodnot optické density pri kliceni presné
cdpovida jak procentu spor ztmaviych ve fdzovém Kkontrastu, tak p-o-
centu bunék barvitelnych metylénovou modri (24}. Udaje optické den-
sity v tomto pokuse ukazuji, Ze kli¢eni p¥i 5°C bylo siln& zpomaleno,
p¥i 30°C v8ak probihd u ozdfenych spor stejné rychle a do stejného
stupné jako u spor neozéfenych. Pokus provedla v ramci naSi spoluprace
s Vyskumnym ustavem potravindrskym SPA v Bratislavé Z. LeSkova,
prom. chem.

Ke kli¢eni spor dochézi i v pfitomnosti inhibitord syntéz makromole-
kul, chloramfenikolu, aktinomycinu D, penicilinu, cykloserinu atd. (50,
51). Tyto inhibitory narusSuji buiiku aZ ve stadiu postgerminacnich syntéz
{52—54).

VySe uvedeny pirehled moZnosti aktivace a germinace spor by moh!
vést k mylnému zAvéru, Ze konverse kryptobiotickych forem ve formy
vykli¢ené (= termo- a radio-sensitivni), a téZ schopné dalSiho vyvoje aZ
do tvorby makrokolonie, je vZdy snadnd. Ve skutecnosti se casto setké-
vdme s neZddoucim jevem, kdy spory nelze pfi mikrobiologickych kon-
troldch materidld spolehlivé detegovat. MlZe jit pri tom jak o vysoky
stupefl dormance spor, tak o poruSeni jejich normdlniho postgerminac-
niho vyvoje. U mnoha species a kmen@l vykli¢i bez tepelné aktivace a
vytvori kolonii jen mald frakce spor (53, 56, 57). Rozdily mezi celkovym
podtem spor, zjiSténym primou mikroskopii, a poftem spor schopnych
vytvorit makrokolonii byvaji znacné. Na piiklad u Bacillus stearother-
mophilus vytvori kolonii bez aktivace jen 1,2 aZ 5 % (podle zfedovaciho
media) spor (56). Pri optimdalni tepelné aktivaci vykli¢i asi 50 % tohoto
druhu (57). Na obr. 3 jsou uvedeny pfiklady aktivace spor, testované tvor-
bou kolonie. V obou pfipadech probiha vedle aktivace soub&Zné i inakti-
vace C4sti spor, coZ touto metodou nelze zjistit.

P#i rutinnich testech na dormanci a Zivotaschopnost spor nelze vzdy
rozliSit, zda vyvoj bunék, které nevytvofily kolonii, byl blokovan jiZ
v kryptobiotickém stadiu, po vykli¢eni spory, nebo v postgerminacni fa-
zi. Jiz proto, Ze aktivacéni tepelné Soky, blizké svym ucinkem inaktivaci,
méni v mnohém sméru néroky ovlivnénych spor [(58—63). Aktivacéni
i inaktivacni tepelny Sok ponechdvéd nedoteny superdormantni spory
{64, 65). Jde o spory s opoZdénym klicenim, které ¢asto ujdou pozornosti
pri rutinnich mikrobiologickych kontrolach.

Na druhé strané je neméné zdvaZnym problémem jev, kdy spory se
sice nemohou vyvijet aZ ke stadiu déleni, uskuteciiuji v8ak nékteré etapy
postgerminancniho vyvoje. Inaktivacni zésah je tedy nutno hodnotit
nejen podle rutinni detekce Zivotaschopnosti (= tvorba kolonie), ale
téZz s prihlédnutim k moZnosti postgerminacniho vyvoje, k residudlnim
enzymatickym a syntetickym aktivitdm a jejich kvalit&. Znacné syntetic-
ké aktivity lze zjistit uZ po vykli¢eni intaktnich spor, kdy dal3i normdlni
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vyvoj byl blokovdn nutri¢ni deficienci. Pri limitaci Zivin v postgerminac-
nim obdobi se mohou na pfiklad spory Basillus cereus a Bacillus mega-
terium diferencovat bez rozdéleni buiiky v nové sporangium a v kréatké
dobé vytvofit resistentni sporu (= tzv. mikrocyklova sporogenese) (66,
67). Blokada vyvoje spor bezprostfedné po vykliCeni vede za urcitych
podminek k pfestavbé buiiky v silnosténnou, svétlolomnou, impermeabil-
ni buné&énou formu podobnou cysté (68, 69).

Substerilizacni inaktivace spor Bacillus cereus gama-zdfenim (ddvka
0,4 Mrad) ,,zabije” (podle poctu kolonii) asi 95 % spor. PFi subkultivaci

100
S °* 4
g 5=
BO e
g
® S =
) [=]
- -~
= 60 o o ° I 0
g ‘ 30 30 60
] MINUTY
S DELKA ZAMRIVANI
eq}
O
20
Obr. 3. — Priklady aktivace
1 - . 4 - : o/ spor tepelnym 3okem. A —
0 10 20 30 Aktivace spor Bacillus stea-
INKUBACE (MIN] rothermophilus zahfivanych pri
teploté 73,5°C v destilované
Obr. 2. — KliCeni ozdFenych vod&. (Pri zahrivani ve fosfd-
(300 Krad, 90 0% inaktivace) tovém pufru o pH 7 dosdhla
a neozarenych spor Bacillus aktivace maxima uZ po 100 ho-
cereus NCIB 8122 na bakto- dinachj. /56). B — Aktivace
peptonovém tekutém mediu pfi spor Clostridium welchii NCTC
5°C a 30°C. 1 — ozérené spo- 8798 pri 85°C v destilované
ry, 5°C; 2 — neozafené spory, vod€. Detekce poctu kolonil
5°C; 3 — neozdfené spory, provedena na komplexnim me-
30°C; 4 — ozafené spory, diu s thioglykolatem sodnym
30°C. (17).

v Zivném tekutém mediu o vhodném pH (7.0-8.0) dochdzi nejen k vykli-
¢eni, ale i k postgerminaénimu vyvoji aZ k rozdéleni buriky. Po 3 hodi-
ndch je v kultufe asi 10 % tmavych a bobtnajicich spor, 10 % bun&k
v dalsich stadiich postgerminace a asi 70 % nerozd&ienych vegetativnich
buné&k. Zbytek tvoii nevyklitené a délici se butiky. Vyvoj spor byl tedy
ozafenim zastaven aZ v obdobi, kdy v butice dochéazi k replikaci deoxyri-
bonukleové kyseliny (70). Subletdlni ozdrfeni spor Bacillus megaterium
(0,1 Mrad) opozdi jen zacatek postgerminacéniho vyvoje (12). Ozafovani
spor Bacillus subtilis deuterony a alfa-casticemi s riiznou energii umoz-
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nilo sledovat frekvenci tvorby atypickych bunécénych forem vzniklych
po vykligeni spor (71). 1 kdyZ z aerobnich sporulujicich mikrobli mohou
byt té% neékteré pricinou toxicity potravin, na pfiklad Bacillus cereus
(72, 73), nejvétdi pozornost byla vzdy vénovana anaeroblm, zvlasté
jejich nejobavang&jsim representantim, jednotlivym typim Clostridium
botulinum. Hlavnim jejich nebezpefim v potravindfském pramysiu je
produkce botulotoxinu pfi aktivnim rdstu. Pro zajimavost lze uvest, Ze
smrtelnd dévka c¢istého botulotoxinu pro ¢lovéka je odhadovdna na
1X108 g (74, 75), letalni ddvka pro my$ je 1X1010 g (76). Volny toxin
i toxin vazany ve vegetativnich buiikdch je termolabilni (77, 78). Toxin
zabudovany ve spordch je termostabilni; zacina se inaktivovat pfi zahti-
vani na 90°C po 120. minut&, p#i 80°C aZ po 240. minuté (79). Intraspo-
ralni toxin preZivd i davku gama-ozafeni, které spolehlivé zabiji spory
(az 5.0 Mrad) (80,.78). lonizujicim zaFenim se destruuje jen pozvolna
(81). Po steriliza¢nim ozafeni masa v konservach, zamérné kontamino-
vaného sporami Clostridium botulinum, dochdzi ke zvySovani toxicity
(80).

Vliv zafeni na permeabilitu spor byl jiZ diskutovan vySe. Nékteré stu-
die ukazuji, Ze faktory zvySujici bunéfnou permeabilitu zvySuji téz titr
botulotoxinu (82). Thermostabilni intrasporalni toxin je polymér o mole-
kulové véaze 600 000. Dissociuje na podjednotky o molekulové vaze
300 000, tedy fragmenty, které podle nasSich dosavadnich znalosti jiZ
mohou sporovym plastém prochdzet (79, 83). Botulotoxin se v3ak miZe
vlivem pH nebo protedz rozpadnout aZ na fragmenty o molekulové vaze
12 000 — 16 000, které si téZ zachovavaji toxicitu {64). Jednim z problé-
mi spor Clostridium botulinum je tedy moZnost labilizace a exkrece ze
spory toxickych fragmentfi botulotoxinu, plivodné termostabilniho a vy-
sokomolekuldrniho. Druhym problémem je otdzka, zda mohou spory ,,za-
bité" ozafenim (= testovdno podtem kolonii) syntetizovat po vykliceni
nové makromolekuly, mezi nimi toxin. Enzymy spor Clostridium botuli-
num nejsou ovlivnény ani vy38imi ddvkami zéd¥eni (1,25 Mrad). Ozéareneé
spory metabolizuji po vykli¢eni Fadu jednoduchych substratd. Citlivost
nékterych z t&chto biochemickych reakci vici chloramfenikolu nasvéd-
tuje, Ze i po této davce ozareni jsou buitky schopny syntetizovat noveé
proteiny (14). Podobny pfipad omezenych metabolickych aktivit, kii¢eni
a vyvoje abortivni buiiky vegetativni ze spor Clostridium botulinum
inaktivovanych radiaci popsali i jini autofi (85). Fernandez se spoluau-
tory {86) prokazal zvySujici se titr toxinu v mase z konserv, které bylo
inokulovdno sporami Clostridium botulinum a ozédfeno davkou 4 Mrad.
Titr toxinu se b&hem nésledné kultivace p¥i 30 °C zvysil do 2—4 mésicl
3—5-krat V tomto pripadé mohlo byt zvySeni hladiny toxinu zplsobeno
synthesou de novo vyklitenymi sporami; neni v8ak vyloufena moZnost,
Ze toxin byl uvolnén do media lysou spor, aktivaci nebo fragmentaci
preexistujicich sporovych molekul toxinu. Nadtésti neni nebezpeci vlast-
niho sporového toxinu, dik nepriliS velké primdarni kontaminaci potra-
vinarskych surovin a produktli sporami, zdvaZné. Zlstdvd v3ak nebez-
peci tam, kde substerilizacnimi zdsahy je naruSena jen €ast postgermi-
na¢niho vyvoje a mfiZe dojit k vyraznym metabolickym aktivitém, vCetné
syntézy toxinu de novo.
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Jednou z beZné uZivanych moZnosti, jak omezit syntetické aktivity
vvklitenych spor (a ostatné vSech mikroorganismil), je uchovdvani
notravinafskych surovin a produktd v chladu. U mesofilnich sporulantii
iz rlst silné omezen nebo prakticky zastaven jiZ pfi teploté + 5°C. Jak
mezi zastupci rodu Bacillus tak Clostridium je vSak mnoho fakultativ-
nich i obligdtnich psychrofil. Jejich spory jsou schopny vykli¢it i za
nomérné nizké teploty. PF¥i 4+ 5°C vykli¢i b8hem né&kolika dnl spory
i:ekterych kmentl Clostridium botulinum i fady dal3ich klostridii (87, 88),
pfi + 4°C byla zji$téna po vykliceni spor do 4 tydnil i tvorba toxinu
{89). Pri stejné teploté jsou schopny kli¢it spory nékterych kment Ba-
cillus subtilis (90). V rozmezi teplot 0°C aZ + 4°C bylo prokédzano kli-
¢eni, rist, po ptipadé i tvorba toxinu u Frady dalSich klostridii (91, 92,
93, 94). U nékterych aerobnich a anaerobnich sporulantit miZe v8ak do-
iit k vykliceni spor i pfi niZ8ich teplotdch, na pi¥iklad pifi — 1°C (95),
— 2°C (96), i za teploty — 6°C (97). Pokud v né&kterych z t€chto pri-
padit byl zjistén rilst, trvalo zdvojnasobeni bunék od 3 do 7 dnl. P¥i
dlouhodobé&js$im skladovéani potravinaiskych produktd v chladu je vSak
nutno brat v dvahu i tento, i kdyZ pomaly, riist a vyvoj populace. Ucho-
vavani surovin i produktid pFi nizkych teplotach je nicméné hlavnim a
znac¢né ucinnym zdsahem, ktery podstatné omezi metabolické aktivity
a rast veétSiny mikroorganismd.

V tomto ¢ldnku jsem uvedl nékteré priklady, jak mohou byt rlznymi
jednoduchymi zdsahy ovlivnény vlastnosti spor, zvlasté jejich germina-
bilita a dal8i postgerminanéni vyvoj. Uvedl jsem hlavné méné drasticke
faktory, které nezrusi zcela moZnost preZiti nebo schopnost metabolic-
kych aktivit. Vlastnosti spor zdsadni dlleZitosti je enormné vysokd re-
sistence. Hlavnim cilem zakladniho i aplikovaného vyzkumu spor zlsta-
va detailni analysa podstaty resistence spor a moznosti jednordzové nebo
kombincvanymi inaktivacnimi postupy poru8it dormantni spory natolik,
aby nebyly zdrojem nejen nové populace, ale ani nezddoucich metabolic-
kych aktivit.

Souhrn

V Clanku je poddna strucnd charakteristika vyvoje kultury sporuluji-
cich bakterii od germinacnich zmén spory i bezprostfednich postger-
minacnich aktivit aZ k vytvoreni proliferujici populace a po vycerpdani
Zivin, ke sporogenese. Jsou diskutovdny nékteré vlastnosti spor, hlavné
stav kryptobiosy a vysokd odolnost spor vii¢i inaktivacnim faktorfim.
7 moZnosti, jak ovlivnit germinabilitu a postgerminacni vyvoj spor, je
uvedeno nékolik pfiklad@: 1. Aktivace spor a ovlivnéni jejich kliceni ter-
malnim Sokem, subletalni iradiaci a jinymi faktory. 2. Zmény perifernich
vistev spory a jejich vlastnosti indukované aktivacnimi zdsahy. 3. Zavis-
lost detekce spor tvorbou kolonie na faktorech aktivujicich spory. 4. Re-
alizace neZddoucich postgerminalnich aktivit za podminek, kdy a) spo-
ry byly ochrnuty predchozim subletdlnim zdsahem, a b} kdy podminky,
napf. nizka teplota nebo limitace Zivin, inhibovaly syntetickou ¢innost.
5. MozZnost tvorby toxinu de novo nakli¢enymi sporami Clostridium bo-
tulinum, ptipadné exkrece preexistujcilio toxinu ze spor po inaktivaé-
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nich a aktivacnich zdasazich. Uvedené jevy jsou diskutovédny jak s hle-
diska zdkladniho vyzkumu, tak s prihlédnutim k potfebdm prakse.
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Bosyvomunoctu B()3j1€‘ﬁ(71"BlIﬂ Ha repMupanuio 1 DOCTIrePMHIHATIMONHBIES
CMHTeTHYeCKIMe aKTNBHOCTH 63HTepHaJILHBIX CIIOP M nX TParTUYIeCKOe
3rradeHnune

PeswoMe

B crarhe TaeTcA ROPOTRAA XdPARTEPUCTURA PA3BUTH KYALTYPbL (TOPITYIOMUX GAKTCPHi

OT JepMUTAINGIIEY  HEMEMCHIE CHophl 1L IPAMBIX TOUTUePMUHALIOHHLNY 4 KTUBHOCTC
BIIOTH 0 COATAHIT TPOATHePVIONIEn oY AT B 10 JeUe PIAHIH MITATE Lol X BeIHecTs,
ROCHOPOCEHesIe Y. CMe VIRIIOTC R HEROTOPBIC CBOMCTBA CIO, FIIABHEIM 00[I30M (OCTOARNE

RPUITOOM0AT 1 BUCORAH VCTORYIDBOCTL CITOp TPOTUB  MHARTUBATHONAMM (anropar. 113
P14 BO3MOMKHOCTEN BIIIAHUA Hd epMuHalu,iNTeT # 0CTIePMUHALMOHIOEC Pa3BUTUC CLIOD,
HPIBCAEHO HECKOJBKO TIPHMCPOB:

. ARTHBHRATUIA CLIOD M B HITe Ha UX MTPOPACTAHIE TePMaslhHBIM INOKOM, ¢y O, 1eTa;THOI
LppagHaIell 1 IpyYTIMHE QarTOpaMa.

2. IsMeHcHHA Hepu{epuiiHbIX /10€B ¢HOPbI 1I X CBOMCTBA, MHAYIUPOBAHHblE N3 aKTU-
BALUOHHLIMIT BMCITATE. [BC TBAMIT.

3. 3aBHCUMOCTL JTeTERINNI CHOP CO31AHIEM KROJAOHNN Ha (AaKTOPAX, AKTHBUAEDYIOULMX
CHOPEL.

4. PeaslUBalllA HejKe. [aTe1bHBIX TOCTIePMUHANNOHHRX AKTUBHOCTEM B YCI0BHAX KOLIA

a) CHOPBL OB MAPaTISIUPOBAHL  IPeLecTBYIOUHM  cyOieTailbHLM  BMeIDaTe lb-
CTBOM, I

3) ROYVja YCJOBUS, HallpuMep HIBKAA TeMICpaTypa HAH HCA0CTATOR MUTATCIBHLIX
BellecTB, TOPMO3HIN CHHTETHYECKRY0 IeATe1bHOCTD.

5. BoaMOKHOCTB cO3maHMA ToKcuma npopocmmmmu cnopamin Clostridium  botulinum
N 9KCKpPeHHA CYMECTBYIOUET0 TOKCHHA M3 CIOP II0CiIe WHAKTUBUSUDYIOTUHX M AKTHBU-
2UPYIONILX BMeILAaTeasecTs. [IpuBeleHHble ABJIeHH s pa3o0panbl Kak ¢ TOUKY 3PCHIA OCHOBHO-
0 ACCAC0BAHNA, TAK U ¢ TOYRU 3PCHU: IIPAKTAUECKOTO YIIOTPEeO1eH A,

The possibility to influence the germination and the postgerminative
activity of bacterial spores and its practical sense

Summary

This article gives a brief characteristic of the development of sporeformer bacteries
irom the germinative change of the spores and the immediate postgerminative activity
until arising of proliferate population and after spending of all nutriments, towards
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sporulation. There are discussed some characteristics of spores, mainly the kryptobic-
sic state and the high resistance of spores against inactivated factors. For the possibi-
lity how to influence the germinative ability and the postgerminative development of
spores, there are mentioned some examples:

1. The activation of spores and influence of their germination by means of thermal
shocks, by sublethal irradation and by other factors.

2. Change of the peripheral layers of the spores and their properties inducated by
means of activating interference.

3. Dependence of the detection of spores by producing colonies on spore activity
factors.

4. Realisation of undesirable postgerminative activity under conditicns when

a) the spore become paralysed by foregoing sublethal interference, and

b) when the conditions for example low temperature or limitation of nutrements
inhibitated the synthetic activity.

5. The possibility of toxin production by de novo germinated spores Clostridium bo-
tulinum, or for example excretion of preexisting toxins from spores after inactivative
and activating interference. The above stated phenomenons are discussed for the point
of view of basic research and also in account of the requirements in the practice.
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