Vplyv zmien teploty v postgerminacnom Stadiu na rast
a Zivotaschopnost buniek Bacillus cereus

Z. LESKOVA

V predchadzajicich pracach [1, 2] sme zistili, ze postgerminacny vyvoj
buniek Bacillus cereus vyssia teplota nenarusuje a ze vplyv termélneho soku
sa moze skor uplatnit v stadiu delenia buniek. Jav zvySenej rezistencie spor
v postgerminaénom obdobi alebo aspont v jeho ranej faze oproti niektorym
nepriaznivym faktorom prostredia [1—6] stimuluje stddium otézky, ¢i urych-
lenie Specializovanych syntéz zvySenim kultivaénej teploty nezcitlivi bunky
oproti naslednému chladovému Soku. V stadiach postgerminacie bunka pre-
chadza z tzv. ,,sporalnej kontroly regulaénych mechanizmov do stadia exten-
zivnejSej derepresie vacsich oblasti genému ako odpovede na dané médium.
Az v dalsej etape zacne cyklické reguldcie, typické pre vegetativne deliace
sa bunky [7, 8]. Tieto jednotlivé etapy v citlivom mechanizme bunkovych
regulacii moézu byt nahlymi posunmi kultivacnej teploty znacne dezorganizo-
vané.

V tejto praci sme sledovali, do akej miery mézu zmeny kultivacénej teploty
poskodit populdciu. B. cereus ireverzibilne alebo aspon narusit jej proliferacné
moznosti.

Material a metddy

Pouzili sme kmen Bacillus cereus NCIB 8122 zo zbierky Mikrobiologického
ustavu CSAV. Uchovaval sa na masopepténovom agare v chladnicke a preoc-
kovaval v stvormesac¢nych intervaloch.

Priprava zdisobnej suspenzie spér. Na pripravu inokula, t. j. volnych spor,
sme pouzili baktopepténové médium, pre ktoré bol do zasoby pripraveny
koncentrovany roztok obsahujtci 17,0 g primarneho fosfore¢nanu draselného
a 15,0 g baktopepténu v 1 litri destilovanej vody, pH bolo upravené hydroxi-
dom sodnym na 7,2. Roztok sa sterilizoval 30 mindt pri 0,12 MPa a potom
uchovaval v chladnicke. Vlastné baktopepténové médium sme cerstvo pripra-
vovali nariadenim tohto koncentrovaného roztoku v pomere 1 : 4 sterilnou
destilovanou vodou a filtraciou cez filtraény papier Schleicher a Schuell ¢. 589.
Do ¢ireho roztoku sme pridali 1 g glukézy, chlorid vapenaty v konecnej kon-
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centricii 5. 10-* M a 1 ml koncentrovanej zmesi iénov tohto zlozenia: 17,4 g
K,S0,, 12,3 g MgSO, .7 H,0, 0,22 g MnSO, . 7 H,0, 2,0 g FeSO, . 7 H,0,
1,44 ¢ ZnSO, . 7 H,0 v 1 litri destilovanej vody [9, 10]. Opat sme prekontrolo-
vali pH, zivné médium rozdelili do kultivaénych baniek a druhykrat sterilizo-
vali 30 minat pri 0,09 MPa. Potom sme ho zaockovali zadsobnou suspenziou
spor aktivovanou tepelnym Sokom (65 °C/15 min). Pri kultivacii na reciprokej
trepacke pri 30 °C dochadzalo pri zaciatolnej koncentracii inokula 10%spér/ml
ku skondeniu rastu po 7. hodine kultivacie, k sporuldcii okolo 10. hodiny.
Nasledujtca lyza sporangii a uvolnenie spér z buniek prebiehali medzi 24—72.
hodinou dalSej kultivacie. Do baniek sme pridali Tween 80 do koneénej kon-
centricie 0,01 %, po dvoch hodinich statia sme suspenziu sterilne centrifugo-
vali a trikrat premyli sterilnou destilovanou vodou. Zasobnt suspenziu spér
sme uchovévali pri 5°C v destilovanej vode. Pred pouzitim sme nariadent
suspenziu spdr aktivovali teplotou 65 °C/15 min. VaéSinou sme inokulovali
médiad do konecnej koncentracie 1—2,5 . 108 spér/ml.

Kultivacia baktérii. Kultiry sme inkubovali na reciprokych trepackéch
v termostatoch a v chladenej komore. Pocet kyvov i amplitida boli pri viet-
kych trepackach nastavené rovnako, aby sa dosiahlo maximéalne prevzdusnenie
kultury. Vo vacsine pripadov sme kultivovali v 500 ml gulatych bunkéch
s 50 ml média. V pripadoch, kde sme stanovovali opticktt hustotu kultary,
kultivovali sme baktérie v 500 ml bankéch s pritavenou kolorimetrickou kyve-
tou. Inkubéciu v tekutych médidch sme robili pri teplotach 5, 30 a 45 °C,
na pevnych poédach pri teplote 30 °C. Zlozenie tekutého média: 3 g baktopepto-
nu, 0,5 g primarneho fosforecnanu draselného, 1 g glukézy a 1 ml koneerro-
vanej zmesi i6nov uvedeného zlozenia na 1 liter, koneéné pH 7,2.

Detekcia buniek prefivajicich inaktivainé zdisahy. Zivotaschopnost buniek
sme stanovovali na Petriho miskach na pevnych pddach takto: odobraté
suspenzie buniek sme riedili v predhriatom M/45 fosfatovom pufre o pH 7.2
s 0,01 9, obsahom Tweenu do niekolkych riedeni. Z riedeni pripadajicich do
tuvahy pre pocitanie kolénii sme na povrch agaru pipetovali 0,1 ml suspenzie
a rozotreli sklenenou hokejkou. Pouzivali sme bud predsuseny bud cerstvy
agar, pri ktorom sme dosusovali rozotretii suspenziu v mierne pootvorenych
miskach v termostatoch pri 37 °C. Po 20 min sme misky uzavreli a inkubovali
dalej pri 30 °C 24 hodin. Pevné médium na detekciu prezivania buniek: Difco
Nutrient Agar, pH 6,8, sterilizédcia 20 min pri 0,12 MPa.

Detekcia klidenia spér a sledovanie postgerminacného vijvoja. Klicenie a post-
orermlna,cny vyvoj sme testovali v tekutych médiach La.ngeho kolorimetrom
(NDR) pri 700 nm. Priebeh kli¢enia a postgerminacny vyvoj sme kontrolovali
aj priamym pozorovanim v mikroskope s fizovym kontrastom.

Vysledky a diskusia

V predchéadzajuicej praci sme zistili [2], Ze najvhodnejsou teplotu pre kratko-
dobé urychlovanie postgerminac¢ného V}'fvoja. pred chladovym Sokom, pri
ktorej este nedochadza k poskodeniu bunky, je teplota 45 °C. Preto sme v na-
sich pokusoch vyvoj kultiry po vykliceni (30 °C/15 min) urychlili na urmty
¢as zvySenim kultivacnej ’oep]otv na 45 °C. Dizka kultivicie v chlade pri 5 °C
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bola 21,5 hodin. Potom sme kultaru opat priniesli do teploty 30 °C a dalej
kultivovali. Kulttra mala teda moznost rastu v médiu, do ktorého vyklicile.
Dalsi vyvoj sme pozorovali meranim optickej hustoty kulttry a priamym
pozorovanim morfologického stavu buniek. Vysledky tychto pokusov uvadzaji
obr. 1—3. Ukazuju, ze kratkodobé urychlenie vyvoja buniek vysSou teplotou
v postgermina¢nom obdobi neviedlo k ich zcitliveniu oproti nasledujicemu
chladovému Soku (obr. 1, 2). Pri kulttrach, ktorych vyvoj bol zrychleny az do
Stadia prvého delenia (obr. 3), bolo uz mozné pozorovat zastavenie rastu pri
koneénej detekénej kultivéacii v rovnakom médiu. Predpokladali sme, ze pri
posobeni dlh§ieho intervalu zvysenej kultivatnej teploty doslo k rychlemu
vyterpaniu zivin najma glukézy z média a ze nemozno uz pokladat povodné
kultivaéné médium za celkom vhodné na detekciu prezivania buniek v kultire.
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Obr. 1. Vplyv chladového Soku (5 °C, Obr. 2. Vplyv chladového soku (5 °C,
21,5 hod.) na bunky, ktorych postger- 21,5 hod.) na bunky, ktorych postger-
mina¢ny vyvoj bol medzi 15. az 60. minti- mina¢ny vyvoj bol medzi 15. az 75. mint-
tou inkubacie urychleny vyssou teplotou tou kultivicie urychleny vyssou teplotou
(45 °C). Interval pri vyssej teplote znd- (45 °C). SpoOsob oznac¢enia teplotnych
zornuja kratsie ¢iarky, chladovy interval intervalov ako na obr. 1.
je oznaceny dlhsimi ¢iarkami. Kultivdciu
pri teplote 30 °C zndzornuje plnd ciara. 0.7
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Obr. 3. Vplyv urychlenia vyvoja buniek Obr. 4. Vplyv zrychlenia vyvoja buniek
vyssou teplotou a chladového Soku na vyssou teplotou a chladového Soku na
schopnost dalsieho vyvoja kultiry. Spory dalsi vyvoj kulttry. Zmeny teploty kul-
vykli¢ili pri 30 °C. Medzi 15. a 135. mint- tivacie: 0. az 15. mintta 30 °C, 15. az 135.
tou boli kultivované pri 45°C. Potom minuta 45 °C, dalej kultivdcia pri 5 °C
boli inkubované 21,5 hod.pri 5 °C a zno- 21,5 hod. Po chladovom soku sa kulttry
va prenesené do teploty 30 °C. Sposob riedili ¢erstvym baktopepténovym mé-
oznacenia teplotnych intervalov ako na diom v pomere 1 :1 a inkubovali dalej
obr. 1. pri 30°C. Spodsob oznadenia teplotnych

intervalov ako na obr. 1.
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Preto sme zivné médium po chladovom soku riedili v pomere 1 : 1 alebo 1 : 3
cerstvym baktopepténovym médiom. Z vysledkov uvedenych na obr. 4 a 5
vidiet, ze i pri ¢lastoénej vymene média za Gerstvé doslo asi po dvojhodinovom
lagu k zaciatku delenia. Potom sme v dalsich pokusoch zvysili obsah glukézy
v médiu na 1 9%, Vysledky na obr. 6 ukazuji, ze kym pri optimalnej teplote
(30 °C) rast kultary v tomto médiu dosiahol hodnotu optickej hustoty nad
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Obr. 5. Uskutoénenie pokusu rovnaké Obr. 6. Rast kulttry v médius 1 9 obsa-
ako pri pokuse na obr. 4. Po chladovom hom glukézy. O rast kultury pri 30 °C;
soku sa vsak kultara riedila v pomere @ rast kultiry po wvykliceni (30 °C
1:3 cerstvym baktopeptonovym mé- /15 min) urychleny teplotou 45 °C.

diom.

1,0, pri kultdre, ktord bola narusend zmenami teploty, iba okolo 0,3. Tato
hodnota optickej hustoty je totozna s hodnotou, ktort sme namerali za podob-
nych rastovych podmienok v médiu s 0,1 9%, obsahom glukézy.

V dalgich pokusoch sme sledovali vplyv octanu sodného [11] v 0,1 M kon-
centricii na bunky, ktoré boli vystavené tidinku teplotnych zmien. Octan sodny
sme pridali ku kultire jednak ihned po preneseni média z teploty 5 °C do teplo-
ty 30 °C, jednak po 24-hodinovej inkubaci pri 30 °C. Vysledky tychto pokusov
st na obr. 7. Ukazuju, ze v obidvoch pripadoch nastal najprv pokles opticke]j
hustoty, bunky stmavli a po dlhsom lagu opat obnovili svoj rast a vysporulo-
vali. Obdobné vysledky sme dostali aj v tom pripade, ked sme miesto octanu
sodného pridali do média roztok 20 %, hydroxidu sodného v takom mnozstve,
ze sa povodne nizke pH média upravilo na pH 7,5 (obz. 8).

Z vysledkov uvedenych pokusov je zrejmé, ze hlavnou pri¢inou zastavenia
rastu bakterialnej kultiry pri pomerne nizkej optickej hustote nie je vycerpa-
nie glukézy z média. Vo vSetkych pripadoch, ¢i uz islo o riedenie zivného média
¢erstvym baktopeptéonovym médiom alebo o pridanie 0,1 M octanu sodného,
alebo hydroxidu sodného, doslo k zmene koncentricie vodikovych iénov v mé-
diu. Povodne nizke pH sa zvysilo a kultira bola opéit schopnd obnovit svoj
rast a vysporulovat.

Vzhladom na to, Ze sme sa pri pouziti termélnych Sokov stretli s javom zasta-
venia rastu a vyvoja kultary, pokladali sme za vhodné uréit, ako sa nim
ovplyvni zivotaschopnost buniek. Platiiovou metédou na pevnom médiu sme
stanovili po¢et prezivajicich buniek po teplotnych sokoch. Vysledky st na
obr. 9 a 10. Z nich vidiet, ze kym sam chladovy Sok mé na bunky skér ochranny
vplyv, v kombindcii s predchadzajicim zvysenim kultivacnej teploty na 45 °C
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Obr. 7. Vplyv octanu sodného v 0,1 M
koncentrécii na dalsi vyvoj kultury po
teplotnych zésahoch. Spéry vykli¢ili
pri 30 °C. Medzi 15. az 135. minttou boli
kultivované pri 45 °C. Potom boli inku-
bované 21,5 hod. pri 5 °C a znova prene-
sené do teploty 30 °C. Octan sodny sa
pridal ku kulture jednak ihned po prene-
seni do teploty 30 °C [1], jednak po 24
hod. [2]. Spd6sob oznac¢enia teplotnych
intervalov ako na obr. 1.
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Obr. 9. Vplyv nizkej teploty (5 °C) na
dalsi vyvoj kultary. Kultara po 135.
minutu inkubovana pri 30 °C, potom
kultivovand pri 5 °C 21,5 hod. @ optické

O o o
=~ le)] oo

. OPTICKA HUSTOTA
o
~

CAS(hod.)

Obr. 8. Vplyv hydroxidu sodného na
dalsi vyvoj kultury po teplotnych zdsa-
hoch. Usporiadanie pokusu ako na obr. 7.
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Obr. 10. Vplyv teplotnych zmien na

dalsi vyvoj kultury. Usporiadanie pokusu

ako na obr. 3. @ optickd hustota; O po-
¢et prezivajticich buniek.

hustota; O pocet prezivajicich buniek.

sa podstatne znizi pocet prezivajicich buniek. Pri dnesnom rozvoji mnohych
technologickych postupov v potraviniarskom priemysle, ktoré aspom scéasti
redukuju pocet neziadiucich mikrobidlnych kontaminantov, méze mat tento
kombinovany postup isté perspektivy.

Sthrn

Sledovala sa moznost znizit zivotaschopnost vyklitenych spér Bacillus
cereus kombinaciou teplotnych zasahov, ktoré samy osebe nemaju sterilizaény
uéinok. Zistilo sa, Ze po urychleni postgerminaéného vyvoja kultiry vysSou
kultivacnou teplotou (45 °C) nasledujici chladovy Sok (teplota 5°C za 21,5
hod.) zastavuje rast buniek iba vtedy, ak akceleracia vyvoja prebieha az do
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prvych deleni buniek. Podstatne sa pritom zredukuje poéet zivotaschopnych
buniek. Hlavnou pri¢inou zastavenia rastu bakterialnej kultdry po teplotnych
Sokoch nie je vycerpanie glukézy z média. Kultira je schopna obnovit svoj
rast a vysporulovat po znizeni koncentricie vodikovych i6nov v médiu.
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Jlemrosa, 3.

Biivsinne reMiieparypHbIX n3MEeHEOHHH B IIOCTTePMUHAIMOHHBIN IePIOJ] HA POCT
I JRUBHECIIOCOOHOCTD KIIeTOK

BriBO b

WeceaeoBaineh BOSMOKHOCTH HOHIZKEHN A FU3HECIOCOOHOCTH mpopocmux cnop Bacillus
cereus KOMOMHAINEI TeMIepaTyPHBIX BMEINATE/ILCTB, He HMEIOIUX caMu 110 cede CcTepuIn3a-
[UOHHOTO JeHCTBUA. Y CTAHOBJIEHO, UTO MOC/e YCKOPEHMA IOCTIePMUHAIIMOHHOTO PA3BUTH
KYJBLTYpPBl ¢ HOMOINIBI0 Gojiee BHICOKOI TeMmIiiepaTyphl KyJabTuBanuu (45 °C) 1ocJieyiomuii
xosopHbI mok (remmeparypa o °C Ha mporskenwn 21,5 Yac) mpexpamaer pocT KIeTOR
JUMIIb B TOM cJIydae, eCiIH aKieaepalus pasBUTHA MPOTEKAET BIUIOTH JIO HEPBBIX JIeJeHuii
Ki1eToK. CyIIeCTBEHHO IIPH TOM HACTaHeT IOHIFKeHNe KOJINYecTBA FUBHEeCIOCOOHBIX KIeTOK.
OCHOBHOI mpUYKHON IpeRpamenus pocra OaKTePUAIbHOE KYJILTYPbL MOCIIE TeMIepaTy pHbIX
IIOKOB HE ABJISETCS PACXOOBaHMe IIIOKO3LI U3 cpeibl. Hymprypa crocobHa BO30GHOBHUTI
CBOW POCT I POPACTH MOC/Te MOHMAKCHUS KOHIEHTPAINI BOJOPOIHBIX HOHOB B cpe/jie.

Leskova Z.

The influence of temperature changes in postgerminating phase upon growth
and vitality of Bacillus cereus cells

Summary

The possibilities to bring down vitality of germinated spores Bacillus cereus through
combination of temperature interferences, which of one’s own have not the sterilization
effect, were followed. It was found out, that after acceleration of postgerminating culture
evolution through higher cultivating temperature (45 °C) the subsequent cooling shock
(temperature 5 °C for 21,5 hours) is stopping growth of cells only then, when acceleration
of evolution is passing till to first cells divisions. The amount of vital cells is at the same
time essentialy reduced. Principal cause of growth stop of bacterial culture after tempe-
rature shocks is not glucose exhaustion from medium. The culture is able to restore its
growth and sporulate after concentration reducing of hydrogen ions in medium.
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