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Schopnost mikroorganismt rychle se mnoZit za vhodnych podminek je
drlleZit'i biologicki jev, kteri svym vyznamem zasahuje do mnoha oborfi
lidskE dinnosti. Prakticki vyznam prudkdho mnoZeni mikrobri je nedo-
zirni. Medicina i prrimysl vdddi mikroorganismflm za nesdetn6 mnoZstvi
produktfl cennich pro lidstvo. Rozvinuti kultivadnich technik, zejm6na
metody kontinu6lniho piiddvdni Zivin, umoZduje v mnoha sm6rech maxi-
ndln6 vyuZit reprodukdnich schopnosti mikrobt. Vyhod rychl6ho mno-
Zeni mikroorganismri lze pottZit v praksi od produkce krmn6 biomasy
k velkovyrobd mikrobnich proteinft pro rldely v'iZivy lidi al. pc tvorbu
dtleZitych mikrobnich metabolitri, na pi. antibiotik. Na druh6 stranb
vysokd rychlost metabolickych procesri i schopnost rychi6 reprodukce
nrikroorganismt jsou v ndkterych prfimyslovych odvdtvich jevy nei6-
doucimi. Prevence mnoZeni mikrobri, nebo jejich ddstedn6 aZ riplnf
inaktivace, je zdvalnou finandni i technickou zdl\Zi prrimyslu, hlavnb
potravin6isk6ho. Vhodnymi inaktivadnimi postupy lze nejsndze atakovat
prdvd rychle se mnoZici mikrobni bunEdn6 formy. Tyto sensitivni aktivni
bunddn6 typy v5ak nejsou bohuZel jedinou sloZkou v heterogenni mi-
krobni populaci. Rada mikroorganismt je schopna vytvaiet klidov6 aZ
kryptobiotick6 bunbdn6 formy s niZ5im, nepatrnym, nebo zcela nedo-
.kazatelnim metabolismem. U mikroorganismti ie zn6.ma iada bunddn'ich
diferenciaci tohoto typu. Je tc na piiklad tvorba spor Lr bacihi, klostridii
a sporosarciny. cyst u azotobaktera, mikrocyt u myxobakterii, tvorba
sporonosnych ritvart a spor u aktinomycet, plisni atd.

V t6to pr6ci chci zilit pozornost jen na jednu z nejextr6mndj5ich fo-
lem Ziv6 hmoty vtbec, na bakteri6lni spory. Z celkov6 problematiky
spor bakterii se omezin podrobndji jen na ot,izky aktivace a inaktivace
spor, a dSle klidenim a moZnostmi postgerminadnihs lzivoje u spor rtiz-
n,im zptsobem ovlivndnych.

Tvorba bakteridlnich spor je specializovanou odpovddi buiky na po-
puiadni explosi, tak b6Znou v mikrobnim sv6t6. V piirozenych podmin-
kdch vede prudk6 namnoZeni bun6k k rychle spotfebd Zivin. Pravd perio-
dick6 vyderpdvdni Zivnych substratri zakotvilo ve fylogenetickem vyvoji
n6kterych mikrobt sloZity a dtleZitf adaptadni mechanismus: vytvoieni
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spory. Pii limitaci Zivin a zpomaleni rfistu se reguladnf syst6m sporo-
genni bakteridlni buf,ky piepojuje na novf, konedn'i syst6m bunddn6ho
rczd6leni. Misto vytvoieni dal5i stejnocenn6 kopie aktivni rostouci ve-
getativni budky se zapin6 mechanismus specializovan6ho nitrobunddn6-
ho rczddleni: mateisk6 buika Isporangium] se intracelluldrnd rozdEli
tak, Ze z t6to dvojice bunEk je jedna, spora, vybavena dfrmysln.im syst6-
mem vlastnosti kvalitativn6 odli5nych od mateiskd builky. Zbyl6 d6st
sporangia, privodni mateiskd buf,ka, zanik6. Timto procesem Isporoge-
nesou, sporulacij tak vznikd z jedn6 vegetativni buiky po poslednim
rozddleni jedna klidovd buika, spora. Je schopna nejen pieZivat v dor-
mantnim stavu desitky al sta let, ale tEZ v piitomnosti ndkolika vteiin
aZ minut vyklidit a ddt pozddji vznik novym milionrim bun6k vegetativ-
nim mnoZenim.

Spory bakterii piedstavuji extl6mni piipad latentniho Zivota a lze
u nich mluvit o dormantnim stavu a o kryptobiotick6 nebo dokonce
,,abiotick6" existenci. Zd.e jlZ mfiZeme tu5it pivni zS.ludnosti spor: jsou
potenciSlnim nebezpedim, faktorem moZn6 biologick6 korose. Za vhod-
nych nutridnich a teplotnich podminek mohou proces klideni, postger-
rninandniho vyvoje spor, mnoZeni bundk, i z toho plynouci neZddoucf zmE-
ny v potravindisk6m materiS.lu, probihat velmi rychle. Na druhe stran6,
jak bude uvedeno ddle, ndkter6 zvlfStnosti kryptobiotick6ho stavu bak-
terii mohou znemoZnit spolehlivou kvantitativni detekci sporov6 konta.
minace. Vnitini struktur6lni a biochemickd organizace spory vSak neza-
bezpeduje pouze udrZeni kryptobiotick6ho stavu buiky. S uchovdnim
dormance aZ kryptobiosy je nerozludnd spjata vysokd resistence spor
vfidi rtzn'im Skodlivym zdsahrim, Iysik6lnim i chemickim. fednoilive
mechanismy, napi. nepropustnost sporovfch obahl, nizky obsah vody,
konformadni zm6ny enzymt a jin'ich makromolekul a jejich vazba na
bunddn6 struktury, ddle vysoky obsah vdpniku a pyridin-2, 6-dikarboxy-
lov6 [dipikolinov6J kyseliny IDPA] atd., piispivaji k resistenci spor
vtdi faktorrim, kterri se v piirodE prakticky nevyskytuji: vyso'kim ddv-
k6m zaieni, velmi vysokfm i nizk,im teplotdm, vySSim koncentracim
toxick'ich l6tek atd. Pro bezpednou inaktivaci resistentnich spor je nutno
pouZivat pom6rnd drastickich postupri, at jlZ jde o sterilizaci teplem,
ozdienim, nebo kombinaci penetrantniho ozdieni a n6sledn6ho tepeln6-
ho Soku.

Metody spolehliv6 inaktivace resistentnich spor, sterilizadni metody,
jsou dobie zndmy a neni nutno se o nich zmiiovat. Nevihodou t6chto
drastickych postupri je to, Ze nejsou vZdy pouZiteln6. Nehodi se pro
kaZdy ochraiovany potravinaiskf m,ateri6l. Mohou vyrazn1 sniZit nut-
ridni hodnotu a, v piipad6 sterilizace ozdienim, siln6 naruSit chutov6
i jin6 dflleZit6 vlastnosti ochraiovan6ho materi6lu. Cilem m6nd drastic-
kich inaktivadnich postupri je jednak zabiti co nejvy55iho podtu mikro-
bir, kontaminujicich potravin6isk'i materi6l, jednak prevence mnoZeni
a biochemick'ich aktivit pieZivdi frakce kontaminantri. Hlavnim pro-
stiedkem ochrany prv6ho typu mohou bft subletdlni ddvky vysok6 tep-
loty nebo oz6lenL ProstiYedkem ochrany druh6ho typu je napi. inkorpo-
race inhibidnich piidavnich lStek do materi6lu, uchov6v6ni pii nizkych
teplotdch, piipadnd kombinace obou postupri. V dal5i ddsti tohoto dldnku
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je vybrdno ndkolik piikladt, jak jednotliv6 postupy, substerilizaini zpra-
cov6ni materiSlu a zdbrana mnoZeni mikrobri, ovlivf,uji klideni a post-
germinadni v,ivoj spor aerobnich a anaerobnich bakterii.

K tomu je tieba nejprve definovat n6kter6 pojmy, kter6 budou v n6.
sledujici ddsti pouZiIy. Aktiuace spor je dastedn6 naru5eni kr:yptobiotic-
k6ho stavu, zviSeni disposice spor ke klideni. Neni morfologicky patrnd
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Obr. 1. - Stadia vivoje populace spo'rulujicich bakt6rii od klidov6 spory k vytvofe,ni
I{olonie. V obrdzku jsou uvedeny pliklady detegovatelnych procesfi, kter6 mohou pro-
bihat pii proliferaci bunEk i v postgerminadnim obdobi vlvoje bpory.

a neni prokazatelnd ani biochemicky. Je v5ak ji moZno testovat m6ienim
lychlosti ndsledneho klideni, zvy5enou afinitou spDry vridi specifickym
germinadnim stlmulStorflm atd. Spory lze aktivovat tepelnym Sokem,
sublet6lni iradiaci, nizk'im pFI a jinymi z,4sahy. Aktivace je obvykle re-
versibilni.

Pnoces klidenl (germinacel bakteridlnich spor zahrnuje:
f. interakci nizkomclekul6rnich Zivnych substr6tt nebc specifickich

stimul6tort klideni IL-alanin, glukosa, adenosin, inosin a pod.J s recep-
tDry sporov6ho povrchu,

2. zru1eni permeabilitni bari6ry,
3. prtnik vody do spory,
4. aktivaci lytick'ich syst6mfi, kter6 rychle depolymerizuji dast perifer-

nich vrstev spory, a ;

5. uvolndni mukopeptidovych fragmentt kortikdlni vrstvy a date r'6pni-
ku a dipikolinov6 kyseliny do prostfeOi. Bdhem klideni nelze je5td pro-
kdzat synthesu makromolekul, respirace se v5ak zvy5uje. Klideni spor
lze detegovat snadno: spory ztraceji thermoresistenci,, radioresistenci
a piech,4zeji ze svdtlolomn6 formy Ipozorovdno ve fiizov6m kontrastu)
na formu ztmavlou. Pii studiu klideni spor in vitro je v.ihodn,im a spo-
lehlivfm ukazatelem klideni pokles Ivice neZ 60 % ] opticke density.

Klideni je bezprostiednd n6sledov6no postgetminatnim uyuojem, t. j.
synt6zou bilkovin, nukleovich kyselin a bun6dn6 stbny. Spora bobtnd;
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po roztr/eni pl6$tov.ich struktur se elonguje a za vhodnych podminek
ie adti. Velmi iednoduchd schema vlrvoje spory aZ k makropopulaci je
zndzornEno na obr. 1. Na tomto mist6 je vhodn6 zdflraznil, Ze prdvf
rfrzn6 substerilizadni zdsahy n6kdy sice umozni aktivaci a vyklideni spo-
ry, ale v'ivoj nedojde d6l nez k postgerminandnim synt6zdm, piipadn6
k rozdbleni buf,ky. Pokud je piislusny inaktivadni postup testov6n jen
tvoLbou makrokolonii, mohou se takto naru5en6 spory jevit jako ,,mrt-
v6". Takto mohou vyvoj bun6k ovlivnit i dalsi zasahy- uvedu piiklad
z na$i prdce. JestliZe po vyklideni spor Bacillus cereus do germinadniho
syntetiakeho media fkter6 neumcZni dalsi vfvojJ buf,ky nbjakou dobu
hiadovi, po obnoveni hladiny Zivin dochdzi za w1itych podminek pouze
k jednomu nebo ndkolika rozdblenim buiky. Tvorbu tdchto mikrokolonii
na povrchu agaru je moZno zjistit pollze pi'i velk6m zvdt5eni, maklosko-
picky jsou nedetegovateln6.- Tepelny Sok Iobvykle teplota 65"c al, 100"c, trvani nEkolik desitek
minutl zaAiii vegetativni sensitivni formy sporulantt spolehlivE. U spor
mriZe v6st k 1. zabiti m6n6 resistentni frakce, 2. aktivaci, 3. ke zviieni
dormance, 4. ke kvantitativnim zmlnam populace, jde-li o heterogenni
sm6s spor, a 5. ke zmdnd v germinadnich poZadavcich spory. KromE
inaktivace je nejdrileZit6jsim v'isledkem tepeln6ho Soku aktivace spor.
jiZ proto, ze iatyxotiv posun fysiologick6ho stavu spor smbrem ke ger-
minativnim procesfim a k naruseni kryptobiosy zvysuje naddji na na-
r,u5eni jak termo- tak radio-protekdnich mechanistlri spor. Nejidealndj-
$im piitadem plirozen6 senzitizace spor je samo klideni. U ldkterych
kmenfl Bacillus megaterium dostaduje k aktivaci spor teplota 60'C po
dobu n6kolika minut, u spor thelrnofilniho Bacillus stearothermophilus
je pro aktivaci optim6lni teplota 110 "C [1]. Schopnost spor k tepeln6
aktivaci je ovlivndna sloZenim spor, na piiklad obsahem kalciumdipikoli-
natu (21 , do znadne miry z6.visi i na okolnim mediu, na piiklad na pH
f,3,4), sloZeni media t1,5,6,71 atd. TeZ stali spor ovliviiuje aktivovatel-
nost a germinabilitu. eim jsou spory starsi, tim lepe se aktivuji a klidi
tB t.

Nejpiesndjsim testem na aktivaci spor je m6rYeni rychlosti klideni. Na
meaiicfr s rfiznimi specifickimi stimutdtory klideni lze odli5it i jemndj5i
ridinky termiilniho Scku. Spory Bacillus megaterium po tepeln6m Soku
klidi podstatn[ tychleji v glukoscvem mediu (: aktivaceJ, v piitomnosti
jin6ho specifick6ho germinandniho stimul6toru, L-alaninu, byio klideni
zpomaleno [: supresse klideniJ [9]. Spory Bacillus stearothermolrhilus
jSou or:tim,ilnd aktivov6ny teplotou 115'C. Po tepeln6m Soku pii pouhych
80-100 "c se neaktivuji, ale naopak reversibilnE zvysuji dormanci [-10].

K.romd metody piim6ho zji5tdni germinace spor po tepelnem Soku je
nejpouZivandjsim testem podet vytvaienich kolonii. Tento zptisob podi-
iiini Zivotaschopnich spor je pochopitelnd piesn'i jen tehdy, uskutedni-Ii
se v5echny stupn$ vyvoje spot, z;n1tzorndu6 v obr. 1. Termdlni Sok ale
rnriZe naru5it ndkterot I6zi postgerminadniho vyvoje, aniZ by po$kodil
germinadni mechanismus spory (111. V tomto piipadd mohou probihat
vy'znamn6 postgerminadni synteticke aktivity u bun6k, kter6 nelze Ites-
tov6no jako schopnost vytvolit koloniil proklzat iako ziv6. K podobn6-
mu jevu dochdzi i pii szbletdlnim ozdfeni- spor (12, 13,74,75J. Subste-
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lilizadni ozlieni Ipenetrantni x-paprsky nebo gama-z6ieniJ ma, podobnE
jako termdlni 5ok, kromd inaktivadniho ridinku na spory, 16Z znaEny
aktivadni vliv [12, L6, 17]. Aktivace spor teplem nebo oz6ienim md be-
zesporu vetiki viznam. Mechanismus aktivace tdmito fysik6lnimi, znadn6
nespecifickymi faktory, neni zcela objasnEn. Je ziejm6 naruSena per-
nreabilitni bari6ra spor [ 78, 79, 20), ve sporov6m povrchu jsou ovliv-
ndny receptory pro specificke germinadni stimulatory [21] a dochdzi
i k ddstedn6mu uvolndni kalciumdipikolinatu a n6kterych aminokyselin
[22, 231- V pr6ci se sporami Bacillus cereus NCIB 8122 jsme prok6zali,
Ze pii klideni spor v mediu, kter6 podporuje pouze klideni, ale neumoZni
postgerminadni vfvoj, aplikace tepeln6ho Soku zvy5uje penetraci radio-
aktivnich aminokyselin do spory i jejich zabudovSni do bilkovin vykli-
den6 spory. V tomto piipadd je synt6za bilkovin determinov6na 162
mnoZstvim intracelluldrnich volnych aminokyselin. Je ziejm6, Ze krom6
zv.iSeni permeability spory vede tepeln'i Sok i k uvolndni a k zv'i5en6
dostupnosti nitrobunddn'ich volnych aminokyselin pro synt6zu bilkovin.

O tom, Ze poru5eni nebo labilizace perifernich sporovych vrstev pre-
disponuje spoly ke klideni, je i iada dal5ich ridajtt. VnEjSi vrstvu spory
tvoii cystinem bohat'i bilkovinny pl65t keratinov6ho typtt (24,25J. Jeho
naruSeni redukdnimi latkami [26, 27, 3), nebo oz6ienim [16i umoZni
permeabilitu i pro makromolekuly, a jako aktivadni faktor zcela nahradi
termdlni Sok (31. linim typem labilizace perifernich vrstev spory je
nizke pH (28, 29), nebo aktivace spor kalciumdipikolinatem [22, 301.
V t6chto piirpadech je aktivace v podstatd vyvol6na zmdnou koncentrace
Ca++ v periferii spor. Povrch spor md vlastnosti katexu a odpojeni
vdpniku ze sporov6 periferie znadn6 ovliviuje germinabilitu spor [31,
32, 33) a sniZuje i termoresistenci spor {34, zBJ. Klomd reversibilni
zmdny v tercidrni struktuie povrchovych sporovfch makromolekul spo-
divaji tedy aktivadni zdsahy i v ovlivn6ni stability typickich sporovfch
mikrokomponent.

Z t6chto ridajf, 1e zfejm6, Ze prostiedkfi k piedgerminadnimu reversi-
bilnimu narudeni kryptobiotick6ho stavu je dost. Je vyznamn6 i to, jak
mnoho specifickich i nespecifick'ich faktorri mtZe indukovat ve spor6ch
kompletni irreversibilni zmEny germinadni. Spory bakterii mohou vykli-
dit v pouh6 piitomnosti metabolizovatelnych specifickych germinadnich
stimul6torri, L-alaninu, adenosinu, glukosy, inosinu atd. [35, 36J, i ne-
metabolizovatelnych induktorri: iontri [37, 38, 35), povrchov6 ridinn'ich
latek [39], chelatadnich l6tek [40, 4L, 42], nebo nEkterych enzymatic-
k'ich syst6mt [43,44)- Germinacni zmdny mohou bit vyvolSny i fysi-
kalnimi faktory, na piiklad mechanickim po5kozenirn spor [45-49). Do
i.erminologie studia spor se tak dostaly nov6 rozli5ujici pojmy, jako ,,fy-
siologick6", ,,chemick6" a ,,mechanick6" klideni (35-39). Tuto multipli-
citu mechanismri spou5t6jicich klideni lze vysvbtlit vice nebo m6n6 spe
clfick'im ptsobenim vf5e uvedenych faktort na strukturu perifernich
vrstev spory, na jejich integritu a permeabilitu a na schopnost vymdny
ndkterich intrasporS.Inich komponent za lStky exogenni. Proces klideni
tedy mfrZe v prYirozenfch prostiedich snadno probihat i tam, kde nejsou
podminky pro germinadni vyvoj. Neni naru5en ani u spor, kter6 byly
,,zabity" oz6ienim [11, 12, 14]. Spory Clostridium botulinum, ozdietft
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clSvkou a28,3 X 105 rad [,,zabito" vice neZ 99,99 % bun6k), klidi stejnou
rychlosti a do stejn6ho stupn6 jako neoz6ien6 spory [14].

Na obr. 2 1e zn6zorn6n prribdh klideni spor Bacillus cereus NCIB 8122
inaktivovanych z vice neZ 90 % gama-zfLfenim [davka 300 KradJ, a to
v komplexnim baktopeptonovdm tekut6m mediu. Inkubace byla prove-
dena pii 5'C a 30'C. Klideni bylo testov6no zmbnou optick6 density
kultury pii 700 nm. Pokles hodnot optick6 density pii klideni piesnd
odpovida jak procentu spor ztmaviych ve f6zov6m kontrastu, tak p':o-
centu bun6k barvitelnych metyl6novou modii (24j. Udaje optick6 den-
sity v tomto pokuse ukazuji, Ze klideni pii 5'C bylo silnd zpomaleno,
pii 30 "C v5ak probihd u ozdienych spor stejn6 rychle a do stejn6ho
stupnd jako u spor neoz6ien'ich. Pokus provedla v rdmci na5i spoluprdce
s Vyskumnym ustavem potravin6rskym SPA v Bratislavd Z. LedkovS,
prom. chem.

Ke klideni spor dochdzi i v piitomnosti inhibitorfi syntez makromole-
kul, chloramfenikolu, aktinomycinu D, penicilinu, cykloserinu atd. [50,
571. Tyto inhibitory naru5uji buflku aZ ve stadiu postgerminadnich synt6z
{52-54).

ViSe uvedeni piehled moZnosti aktivace a germinace spor by mohl
v6st k myln6mu z,1v1ru, Ze konverse kryptobiotick'ich forem ve formy
vykliden6 [: termo- a radio-sensitivniJ, a t6Z schopn6 dal5iho vyvoje al
do tvorby makrokolonie, je vZdy snadnS. Ve skutednosti se dasto setka-
vdme s neZddoucim jevem, kdy spory nelze pii mikrobiologickych kon-
trol6ch materiahi spolehliv6 detegovat. MtZe jit pii tom jak o vysoky
stupei dormance spor, tak o poru5eni jejich normdlniho postgerminad-
niho vivoje. U mnoha species a kmenri vyklidi bez tepeln6 aktivace a
vytvoii kolonii jen mala frakce spor [55, 56,57 ]. Rozdily mezi celkovfm
podtem spor, zji5t6nim piimou mikroskopii, a podtem spor schopnych
vytvoiit makrokolonii bivaji znadn6,. Na piiklad u Bacillus stearother-
mophilus vytvoii kolonii bez aktivace jen 7,2 aZ 50/o Ipodle ziedovacihcr
m.ediaJ spor [56]. Pii optimalni tepeln6 aktivaci vyklidi asi 50 % tohoto
druhu [57J. Na obr. 3 jsou uvedeny piiklady aktivace spor, testovan6 tvor-
bou kolonie. V obou piipadech probiha vedle aktivace soubdZn6 i inakti-
rrace d,4sti spor, coZ touto metodcu nelze zjistit.

Pii rutinnich testech na dormanci a Zivotaschopnost spor nelze vZdy
lczliSit, zda vyvoj bundk. ktere nevytvoiily kolonii, byl blokov6n jil
v kryptobiotickem stadiu, po vyklideni spory, nebo v postgerminadni f6-
zi. Jii proto, Ze aktivadni tepeln6 Soky, blizke svym udinkem inaktivaci,
rn6ni v mnoh6m sm6ru n6roky ovlivndnych spor [58-63]. Aktivadni
i inaktivadni tepelny Sok ponechavd nedotdeny superdormantni spory
{64, 65). Jde o spory s opoZddnym klidenim, kter6 dasto ujdou pozornostl
pii rutinnich mikrobiologickich kontrolSch.

Na druh6 strand je nem6nd zdvalnym probl6mem jev, kdy spory se
sice nemohou vyvijet aZ ke stadiu ddleni, uskutediuji v5ak ndktere etapy
postgerminandniho vyvoje. Inaktivadni z6sah je tedy nutno hodnotit
nejen podle rutinni detekce Zivotaschopnosti [: tvorba kolonie], ale
t6Z s piihl6dnutim k moZnosti postgerminacnlho vyvoje, k residu6lnirn
enzymatickym a syntetick'im aktivitam a jejich kvalitd. Znadn6, syntetic-
k6 aktivity lze zjistit uZ po vyklideni intaktnich spor, kdy dal5i normdlni
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v.l'oj byl blokovfn nutridni deficienci. Pii limitaci Zivin v postgerminad-
niin obdobi se mohou na piiklad spory Basillus cereus a Bacillus mega-
terium diferencovat bez rozddleni buiky v nov6 sporangium a v kratk6
dob6 vytvoiit resistentni sporu (: tzv. mikrocyklovd sporogenese) [66,
671. Blokdda v'ivoje spor bezprostiednd po vyklideni vede za urdit,ich
podminek k piestavb6 buflky v silnostdnnou, svEtlolomnou, impermeabil-
ni bunddnou formu podobnou cystd [68, 69].

Substerilizadni inaktivace spor Bacillus cereus gama-zdienim Iddvka
0,4 Mradl ,,zabije" Ipodle podtu kolonii) asi 95 % spor. Pii subkultivaci
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Obr. 2. - Klide,ni ,o,zdie,nfcir

[300 Krad, g0 % inaktivaee]
a neoz6ienfch spor Bacillus
cereus NCIB 8122 na bakto-
peptonov€m tekut6m mediu pii
5'C a 30'C.1 - ozdien6 qpo-
ry, 5'C; 2 - neo'z6Ien6 spory,
5'C; 3 - neozdienE spo.ry,
30'C; 4 - ozdien€ spory,

30 "c.

Obr. 3. - Pfiklady aktivace
spor tepelnYm 5okem. A -Aktivace spor Bacillus stea-
rotherm.ophilus zahiivanfch pii
terplo't6 73,5"C v destilovane
vod6. IPii zahiivdni ve fosfS-
tov6m pufru o pH 7 dos6hla
aktivace maxima uZ po 100 ho-
diDdchl. t56). B - Aktivace
spor Clostridium welchii NCTC
8798 pfi 85'C v destilovan6
vodd. Detekce podtu kolonii
provedena na komplexniln me-
diu s thioglykol6tem sodnin

t17 ).

v Zivn6m tekut6m mediu o vhodnem pH [7.0-8.0) dochdzi nejen k vykli-
deni, ale i k postgerminadnimu vfvoji aZ k rozdlleni buf,ky. Po 3 hodi-
ndch je v kultuie asi 10 0/o tmavych a bobtnajicich spor, 10 0/o bundk
v dal5ich stadiich postgerminace a asi 70 0/o nerozdbienich vegetativnich
bun6k. Zbytek tvoii nevykliden6 a ddlici se buf,ky. V'ivoj spor byl tedy
ozdienim zastaven aZ v obdobi, kdy v buice dochazi k replikaci deoxyri-
bonukleove kyseliny [70]. Subletllni ozdleni spor Bacillus megaterium
(0,1 Mradl opozdi jen zaddtek postgerminadniho v'ivoje (12). Ozalovani
spor Bacillus subtilis deuterony a alfa-dasticemi s rriznou energii umoZ-
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nilo sledovat frekvenci tvorby atypickich bunbdnych forem vzniklych
po vyklideni spor t71). I kdyl, z aerobnich sporulujicich rnikrobt mohou
bit te| ndkter6 piidinou toxicity potravin, na piiklad Bacillus cereus
[72,73), nejvdt5i pozornost byla vZdy vdnovdna anaerobfim, zv]65tb
lejich nejobSvandjSim representantrim, jednotlivim typttm Clostridium
botulinum. Hlavnim jejich nebezpecim v potravinaiskem prt3tmyslu je
produkce botulotoxinu pfi aktivnim rttstu. Pro zajimavost lze uv6st, Ze

srnrtelnd ddvka disteho botulotoxinu pro dlov6ka je odhadovdna na
1X108 g [74,75J, letalni d6vka pro my5 je 1X1010 g [76J. Volny toxin
i toxin v6.zany ve vegetativnich buik6ch ie termolabilni (77,781. Toxin
zabudovany ve sporSch je termostabilni; zadin6 se inaktivovat pii zahii-
vdni na 90'C po 120. minutE, pii 80"C al. po 240. minutd [79]. Intraspo-
ralni toxin pieiiv6 i davku gama-oz6ieni, kter6 spolehlivd zabiji spory
(aZ 5.O Mradl [80,.V8). Ionizujicim z6ienim se destruuje jen pozvolna
IS1]. Po sterilizadnim oz6ieni masa v konservdch, zdmdrnd kontamino-
van6ho sporami Clostridium botulinum, dochdzi ke zvy5ovdni toxicity
LB0 ).

Vliv zaieni na permeabilitu spor byl iiz diskutovSn vyse. Ndkter6 stu-
die ukazuji, Ze faktory zvy5ujici bunbdnou permeabilitu zvy5uji t6Z titt'
botulotoxinu (82). Thermostabilni intraspordlni toxin je polym6r o mole-
kulov6 vaze 600 000. Dissociuje na podjednotky o molekulov6 vdze
300 000, tedy fragmenty, kter6 podle na$ich dosavadnich znalosti jiZ
rnohou sporovym pl65tdm prochdzet (79, B3l. Botulotoxin se vdak mtZe
vlivem pH nebo prote6z rozpadnout al. na fragmenty o molekulov1' v6ze
12 000 - 16 000, ktere si teZ zachov6vaji toxicitu [84). Jednim z probl6-
mri spor Clostridium botulinum je tedy moZnost labilizace a exkrece ze
spory toxickich fragmentfi botulotoxinu, pfivodnd termostabilniho a vy-
sokomolekulSrniho. Druh'im probl6mem je otdzka, zda mohou spory ,,za-
bit6" ozdienim [: testov6no podtem kolonii] syntetizcvat po vyklideni
nove makromolekuly, mezi nimi toxin. Enzymy spor Clostridium botuli-
num nejsou ovlivndny ani vy55imi d6vkami z1ieni [1,25 Mrad). Oztiene
spory metabolizuji po vyklideni iadu jednoduchich substrdtt. Citlivost
ndkterych z tdchto biochemickfch reakci vridi chloramfenikolu nasv6d-
(tje, Ze i po t6to d6vce ozaieni jsou burlky schopny syntetizovat nov6
proteiny [14]. Podobn'i piipad omezenych metabolickych aktivit, klideni
a vivoje abortivni buflky vegetativni ze spor Clostridium bctulinurn
inaktivovan'ich radiaci popsali i jini autofi t85l. Fernandez se spoluau-
tory [B6J prok6zal zvy5ujici se titr toxinu v mase z konserv, ktere bylo
inokulov6no sporalni Clostridium botulinum a ozdfeno ddvkou 4 Mrad.
Titr toxinu se bbhem n6sledn6 kultirrace pii 30'C zvy5il da 2-4 mdsictt
3-S-krat V tomto piipad6 mohlo byt zvyieni hladiny toxlnu zprisobeno
synthesou de novo vyklidenymi sporami; neni v5ak vyloudena moZnost,
Ze toxin byl uvolnbn do media lysou spor, aktivaci nebo fragmentaci
preexistujicich sporovich molekul toxinu. Na5tdsti neni nebezpedi vlast-
n,iho sporov6ho toxinu, dik nepiiliS velk6 primdrni kontaminaci potra-
vin6iskych surovin a produktri sporami, z6vain6. Zfist6v6 v5ak nebez-
pedi tam, kde substerilizadnimi z6.sahy je naru5ena jen d6st postgermi-
nadniho vyvoje a mriZe dojit k vyraznym metabolick'im aktivitdm, vdetnd
synt6.zy toxinu de novo.

Jednou z bdl,n6
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potravindiskich sr
je rflst siln6 omez
mezi zdstupci rod
nich i obligdtnich
pombrnd nizke tel
rrekter,ich kment (
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jeCnou z bdin1 uZivanych moZnosti, jak omezit synteticke aktivity
lklidenych spor Ia ostatnd v5ech mikroorganismfl ], je uchov6vdni

.:ctravlndiskych surovin a produktf, v chladu. U mesofilnich sporulantfi
': rfist siln6 omezen nebo prakticky zastaven jiZ pii teplotE * 5'C. Jak
:lezi z6stupci rodu Bacillus tak Clostridium je v5ak mnoho fakultativ-
rich i obligdtnich psychrofihi. Jejich spory jsou schopny vyklidit i za

-romdrnd nizk6 teploty. Pii * 5 "C vyklidi bdhem nEkolika dnt spoly
.'bkterich kmenfi Clostridium botulinum i iady dal5ich klostridii (87,88),
pii * 4'C byla zji5tdna po vyklideni spor do 4 tydnri i tvorba toxinn
i891. Pii stejn6 teplotd jsou schopny klidit spory nEkterfch kment Ba-
cillus subtilis [90). Y rozmezi teplot O'C aZ + 4"C bylo prokdzdno kli-
deni, rrist, po piipadd i tvorba toxinu u iady dal5ich klostridii (9L,92,
93, 94). U ndkterych aerobnich a anaerobnich sporulantri mriZe v5ak do-
jit k vyklideni spor i pr=i niZ5ich teplot6ch, na piiklad pii - 1'C [95],
- 2'C [96), i za teploty - 6'C [97J. Pokud v nbkterych z tEchto pii-
padri byl zji5t6n rtst, trvalo zdvojn6sobeni bundk od 3 do 7 dnri. Pii
dlouhodobEj5im skladov6ni potravin6iskych produktti v chladu je v5ak
nutno brdt v rivahu i tento, i kdyl pomaly, rrist a vyvoj populace. Ucho-
v6v5.ni surovin i produktri pii nizkych teplot6ch je nicmend hlavnim a
znadnd fdinnim zdsahem, kteri podstatnd omezi metabclick6 aktivity
a rrist vbtSiny mikroorganismt.

V tomto dldnku jsem uvedl n6kter6 piiklady, jak mohou byt rfizn17mi
jednoduchimi zasahy ovlivnEny vlastnosti spor, zvld5t6 jejich germina-
bilita a dal5i postgerminandni v'ivoj. Uvedl jsem hlavnE mend drastickd
faktory, kter6 nezruSi zcela moZnost pieZiti nebo schopnost metabolic-
kich aktivit. Vlastnosti spor z6sadni drileZitosti je enormnb vysokd re-
sistence. Hlavnim cilem zSkladniho i aplikovan6ho vizkumu spor zrista-
rrii detailni analysa podstaty resistence spor a moZnosti jednordzovd nebo
kombinovanymi inaktivadnimi postupy poruSit dormantni spory natolik,
aby nebyly zdrojem nejen nov6 populace, ale ani neZddoucich metabolic
klrch aktivit.

Souhrn

V dl5nku je pod'ina strudnd charakteristika vivoje kultury sporuluji-
cich Lrakterii od germinadnich zm6n spory I bezprostiednich postger-
nrinadnich aktivit aZ k vytvoieni proliferujici populace a po vyderpdni
Zivin, ke sporogenese. Jsou diskutov6ny ndkter6 vlastnosti spor, hlavnb
stav kryptobiosy a vysokd odolnost spor vtdi inaktivadnim faktorri.m.
Z moZnosti, jak ovlivnit germinabilitu a postgerminadni vyvoj spor, je
uvedeno n6kolik piikladri: 1. Aktivace spor a ovlivndni jejich klideni ter'-
mdlnim Sokem, subletdlni iradiaci a jin'imi faktory. 2. Zm1ny perifernich
vistev spory a jejich vlastnosti indukovane aktivadnimi zdsahy. 3. Z6vis-
lost detekce spor tvorbou kolonie na faktorech aktivujicich spory. 4. Re-
alizace neZddoucich postgerminadnich aktivit za podminek, kdy a] spo-
ry byly ochrnuty piedchozim subletalnim z6sahem, a b) kdy podminky,
napi. nizk6 teplota nebo limitace Zivin, inhibovaly syntetickou dinnost.
5. MoZnost tvorby toxinu de novo naklicenimi sporami Clostridium bo-
tulinum, piipadnd exkrece preexistujciho toxinu ze spor po inaktivad-
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nlch a aktivadnich z6,sazich. Uveden6 jevy jsou diskutovdny jak s hle-
diska z6kiadniho v.fzkumu, tak s piihl6dnutim k potiebdm prakse.
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The possibility to influence the germination and the postgerminative
activity of bacterial spores and its practical sense

Sumlnary

This article gives a brief characteristic of the development of sporeforrner bacteries
irom the germinative change of the spotes and the immediate po,stgerninative activity
i.ll1til arising of proliferate population and after spending o,f all nutrime,nts, towards
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sporulation. There are discussed some characteristics of spores, mainly the kryptobio-
sic stato and the high re,sistance of spores against inactivated factors. For the possibi-
Iity how to influence the germinative ability and the postgerminative development of
spores, there are meltioned sone examples:

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

2. Change o,f the peripheral layers ot the spore,s and their properties inducated by
means of activating interference.

3. Dependence of the detection of spores by ploducing colonies on spole activity
factors.

4. Realisation of undesirable postgetminative activity under co,.nditions when
al the spore beco,me paralysed by foreSoing sublethal interference, and
b) when the conditio'ns for example low temperature or limitation of nutrements

irlhibitated the synthetic activity.
5. The po,ssibihty of toxin production by de lrovo Selminated spores Clostridium bo-

tulinum, o,r for example excretion o,f preexisting toxins from spores after inactivative
and acilvating iDterfere,nce. The above stated phenomenons are discussed for the polnt
ol view of basic research and also in acco,unt oI the requirements in the practice.
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