
\rplyv zmien teploty v postgerminainom itfrliu na rast
a iivotaschopnost buniek Bacillus cereuE

z. r,nSriovi

V pledch6dzajircich pr6,cach [l, 2l sme zistili, Ze postgerminadny v;ivoj
buniek Baci,llus cereus vyS5ia teplota nenaru5uje tr Ze vply'v ter:mrilneho Soku
sa m6Ze sk6r uplatnit v 3t5diu delenia buniek. Jav zvy5enej rezistencie sp6r
r.' postgerminadnom obdobi alebo aspoii v jeho lanej f6,ze oproti niektor;i'rn
rrepriazniv;im faktorom prostredia [1-61 stimulr,rje Stridium ot6"zky, di urych-
lenie Specializovan;i'ch synt6z zvydenirn kultivadnej teploty nezcitlivi bunkl
oproti n6,sledn6mu chladov6mu Soku. V 5t6,di6ch postgerminS,cie bunka pre-
chS,dza z tzv. ,,sporr{,lnej" kontrolv reguladnych mechanizmov do Sttidia exten-
zivnei5ei derepresie vii,d5ich oblasti gen6mu ako odpovede na dan6 m6diunr.
AZ v d'alSej etape za6ne cvklick6 regul6,cie, 11.pick6 pre vegetativnc doliace
sa bunkv 17, 8.|. Tieto jednotliv6 etapy v citlivom mechaniztne bunkovych
reguldcii m6Zu bvt nlrhlymi posunmi kultivainej teploty znadne dezorga,nizo-
van6.

V tejto pr6,ci sme .sledovali, do akej mier.r' nr6Zu zrneny kultivaiirej teplot.r-
po$kodit populd,ciu. IJ. cereu,s ireverzibilne altbo a,spoir namiit jei prolifer:ain6
moinosti.

MateriS,l a met6dr-

PouZili sme kmeri Bacillus cereus NCIB 8122 zo zbierk.r' Milirobiologick6ho
irstavu CSaV. Uchovaval sa na md,sopept6novom agare v chladnidke J preod-
Iiovd,val v Btvormesai.n;ich intervaloch.

Pri,praua zasobnej su,spenzie spdr. Na pripravu inokula, t. j. volnych sp6r'.
sme pouZili baktopept6nov6 m6dium, pre ktor6 bol do z6sob.,' pripraven5?
koncentrovanll' roztok obsahujrici 17,0 g primiirneho fosforednanu draseln6ho
tr, 15,0 g baktopept6nu v I litri destilovanej vody, pH bolo upraven6 h1'droxi-
dom sodnfm na'l ,2. Roztok sa sterilizoval 30 minrit pri 0, 12 MFa a potorn
uchovd,val v chladnidke. Vlastn6 baktopept6nov6 m6dium sme derstvo pripra-
vovali nariadenim tohto koncentrovan6ho roztoku v pomer€ I : 4 sterilnou
destilovanou vodou a filtrS,ciou cez filtradny papier Schleicher a Schuell 6. 589.
Do iireho roztoku sme pridali I g gluk6zy, chlorid vS,penatj v konebnej kon-
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centr6,cii 5.10-4M a I ml koncontrovanej zmesi i6nov tohto zloZenia: 17,4 g
K2SO4, 12,3 g MgSOn.7H2O, 0,22 g MnSOn.7H"O, 2,0 g X'oSO4.7H2O,
1,44 g ZnSOn . 7 HzO v I litri destilovanej vody [9, f 0]. Opit sme prokontrolo-
vali pH, iivn6 mdium rozdelili do kultivadnfch baniek a druhfkrr{,t sterilizo-
vali 30 minrit pri 0,09 MPa. Potom sme ho zaodkovali zd,sobnou suspenziou
sp6r aktivovanou tepelnym Sokom (65'C/15 min). Pri kultivd,cii na reciprokej
trepadke pri 30'C dochr{,dzalo pri zadiatodnej koncentrS,cii inokula l06spdr/ml
ku skondeniu rastu po 7. hodine kultivr4,cie, k sporuld,cii okolo f0. hodiny.
Nasledujfca l;iza sporangii a uvolnenie sp6r z buniek prebiehali medzi 24-72.
hodinou dalSej kultiv6,cie. Do baniek sme pridali Tween 80 do konednej kon-
centrdcie O,0l o/o, po dvoch hodinr{,ch stdtia sme suspenziu sterilne cent'ifugo-
vali a trikrr{,t premyli sterilnou destilovanou vodou. Zr{sobnri suspenziu sp6r
sme uchovd,vali pri 5 oC v destilovanej vode. Pred pouiitim sme nariadenri
suspenziu sp6r aktivovali teplotou 65'C/15 min. VS,ddinou sme inokulovali
medi6 do konebnej koncentr6cie l-2,5 . 108 sp6r/ml.

Kulti,ad,ci,a baktiri,i,. Kultriry sme inkubovali na reciprok;ich trepadk6,ch
v termostatoch a v chladenej komore. Po6et kyvov i amplitrida boli pri v5et-
klfch trepadkd,ch nastaven6 rovnako, aby sa dosiahlo maximS,lne prevzdu5nenie
kultriry. Vo vS,d5ine pripadov sme kultivovali v 500 ml gulatfch bunk6,ch
s 50 ml m6dia. V pripadoch, kde sme stanovovali optickri hustotu kultrirl',
kultivovali sme bakt6rie v 500 ml bankr{,ch s pritavenou kolorimetrickou kyve-
tou. fnkubri,ciu v tekutlfch rn6di6,ch smo robili pri teplotd,ch 5, 30 a 45"C,
na povnfch p6dach pri teplote 30'C. ZloLenie tekut6ho m6dia: 3 g baktopept6-
nu, 0,5 g prim6,rneho fosfore6nanu draseln6ho, I g gluk6zy a I ml koncerr,ro-
vanej zmosi i6nov uveden6ho zloLenia na I liter, kone6n6 pH 7,2.

Detehci,a buni,ek pre2{,uajd,ci,ch i,nalcti,naind uisahy. Zivotaschopnost buniek
sme stanovovali na Petriho misk6,ch na pevnly'ch p6dach takto: odobrat6
suspenzie buniek sme riedili v predhriatom Mi45 fosfd,tovom pufre o pH 7,2
s 0,01 /o obsahom Tv'eenu do niekolklich riedeni. Z riedeni pripadajricich do
rivahy pre poditanie kol6nii sme na povrch agaru pipetovali 0,1 ml suspenzie
a rozotreli sklenenou hokejkou. PouZivali sme bud predsu5enlf bud 6erstv;i
agar, pri ktorom sme dosu5ovali rozotretri suspenziu v mierne pootvoren5ich
miskdch v termostatoch pri 37 "C. Po 20 min sme misky uzaweli a inkubovali
dalej pri 30 "C 24 hodin. Pevn6 m6dium na detekciu prei,ivania buniek : Difco
Nutrient Agar, pH 6,8, steriliz6,cia 20 min pri 0,12 MPa.

Detekci,a klideni,n sp6r a sl,ed'oaanie postgermi,nainiho ayuoja. Klidenie a post-
germinabn;f vfvoj sme testovali v tekutlfch m6dir4,ch Langeho kolorimetrorn
(NDR,) pri 700 nm. Priebeh klidenia a postgerminadnlf vfvoj sme kontrolovali
aj priamym pozorovanim v mikroskope s fr{,zovym kontrastom.

Vlfsledky a diskusia

V predch6,clzajicej pr6,ci sme zistili [2], Ze najvhodnej5ou teplotu pre krd,tko-
dob6 ur;fchlovanie postgerminadn6ho v;ivoja pred chladov;im Sokom, pri
ktorej edte nedochidzak po5kodeniu bunky, je teplota 45"C. heto sme v n&-
Sich pokusoch vlivoj kultriry po vyklideni (30 "C/15 min) urfchlili na urditf
das zvjSenim kultivabnej teploty na 45 "C. Dlika kultiv6cie v chlade pri 5'C
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bola 21,5 hodin. Potorn sme kultfrru opri,t priniesli do teploty 30 "C a dhlej
l<ultivovali. I(ultirra mala teda moZnost rastu r,- mddiu, do ktor6ho v5.klii,ilr.
I)al5i v;ivoj sme pozorovali rnelanim optickej hustoty kultirry a lxiarnvnr
pozorovanim morfologick6ho stavu bunieli. Vlisledky tlfchto pokusov uvAdzajfi
obr. 1-3. Ukazujir, Ze kr6,tkodob6 urychlenie v;ivoja buniek vyS5ou teplotou
v postgermina6norn obdobi neviedlo li ich zcitliveniu oproti nasledujriccrnu
chladov6mn ioku (obr. l, 2). Pri ktrltrirach, ktorych vll?voj bol zri,ahlen.! a,:z do
3t6,dia prr'6ho delenia (obr. 3), bolo uZ moZn6 pozorovat zastar.enie rasttr pri
konednej detekdnej kultivdcii v rovnakour m6diu. Predpokladali sme, Ze pri
p6sobeni dlhiieho intelvalu zv;i5enej kultivainej teploty doilo k rychlenru
vyderpaniu Zivin najmii, gluh6zy z m6dia a Ze netnoZno r.rZ pokladat p6vodrr6
kultivadn6 rn6dinrn za ct'lkom vhodn6 na detekcin preZivanitr, buniek v k,,rltirle .
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Obr'. l. Vplvr- cirlador-6ho ioku (5 '(',
21,5 hocl.) la bunliy, ktoljch postger-
minaduy- v5l'voj bol rneclzi 15. aZ 60. r-nirni-
tou iukubeicie ur;icllierry' r'.yi!ou teplototr
(45 'C). Tntcn.zr,l pri vyBIej teplote zn:i-
zoriuj ir kratlie diarkv, chiarlor'1t intot'r'a l
je oznaden. clihSirni diarkarui. I{ultivricirr
pri teplote 30'C znitzorinrje phrti iriartr.
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Obr. 3. \zplyv trrvchlenitr vy-r'oja bunieli
vyB3ou teplotou a chlaclor.6ho Sollr nt't
schopnost, claliicho vyvoj a kLrlt (rry. Sp6r'1'
vykl(iili pri 30 "C. Iledzi 15. tr 135. minfr-
tou boli kultivovan6 pri 45 "C. Potot-r
boli inkubovand 21,5 hocl.pri 5 "C a zrro-
va prenesen6 clo teploty 30 oC. Sptisol.r
ozuadenia teplotnl'ch intcrvalov rtlio rLtt

obr.1.

13 57
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Obr. 2. Vplyv cliladov(:ho Jokrr (5 -C,
21,5 hod.) na bunky, l<torjch postger'-
mirradn-i vrivo.l bol medzi 15. aZ 75. rnirrir-
tou kultivricic tulichlenf vyS3ou teplotorr
(45 'C). Sp6sob oznadcrria teplotn- ch

interrralor. ako rra obr. I.

Otrr. 4. Vplyv zly-chleni:i vrivoja brrrriel<
t'vJiou tepiotou a chiaclov6ho Soku u:l
ctalli vj'r'oj kgltirry. Ztnanv teplot.r' l<ul-
tivdcie: 0. ai:, 15. minirta 30'C, 15. aZ 135.
minirta 45'C, dalej llrltivricia pri 1-r 'C'
21,5 hod. Po chladovom Soku sa kultrilv
rieclili derstr-j.'m baktopept6novj'm mi-
cliom v pomere I : 1 a inlitrbovali r[alt'.j
pri 30 oC. Sp6sob oznadenia teplotni'ch

intcn'alov ako n:r obr'. l.
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Preto srne Zivn6 m6dium po chladovorn iokr-l riedili v pomere I : I alebo I : 3
derstvym baktopept6novym m6diom. Z v;i'sledhov uvedenych na obr:. 4 a 5
vidiet, ie i pri diastobnej v5l'mene m6dia za derstv6 do5lo asi po dvojhodinoyom
lagti k zadiatku delenia. Fotom sme v clal5ich pokusoch zv;iSili obsah gluk6z;'
v m6ditr na 1 o/o. Vysledhy na obr. 6 ukazujri, i,e k'!rm pri optirnS,lnej teplote
(30 "C) rast kultfry v tornto m6diu dosiahol hodnotri opticl<ej hustotS- nad
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Ol:r. 5. IIskut'odnenie poliust ror.nak6 Obr. 6. Rast kult'irry v mdcliLr s I !i obsa-
ako pri pokuse na obr. 4. Po chladovom horl gluk6zy. O rast ktrltirry pri 30 "C;
iollr sa r.iak liultirra rieclila v ponere Q rast' l<ultriry po vyklideni (30 'CI : 3 ie:rst,vjm baktopepl[11e12;im m6- /15 nil) urjchleny teplotou 4S "C.

cliom.

1,0, pli liultirre, ktorti bola naru5end, zmen€rmi teploty, iba oholo 0,3. Td,tc
hodnota optickej hustoty je totoZnd s hodnotou, ktoni sme na,merali za podob-
nych lastovl;?ch podmienok v m6diu s 0,1 % obsahorn gllk6zy.

V d:r,lSich pohlrsoch sme sledovali vplyv octanlr sodn6ho [il] r'0, 1 M kon-
centlt'r,cii na bunky, ktor6 boli vystaven6 ridinku teplotnfch zmien. Octan sodny
srne plicla,li ku l<ultirre jednak ihneil po preneseni rn6dia z teploty 5 'C do teplo-
ty 30'C, jednak po 24-hodinovej inkubS,ci pri 30'C. V;isledky t;ichto pokrlsov
sir na obr. 7. Ukazujri, Ze v obidvoch pripadoch nastal najprv pokles optickej
hustoty, bunky stmavli a po dlh5om lagu opd:t obnovili svoj rast a vysporulo-
vali. Obdobn6 vlfsledky srne dostali aj v tom pripade, ked sme miesto octanu
sodn6ho pridali do rn6dia roztok 20 o/o ltydroxidu sodn6ho v t*korn nrnoZsbve,
Ze sa p6vodne nizke pH m6dia uplavilo na pH 7,5 (obr:. 8).

Z vysledkov uvedenych polir-rsov je zrejm6, Ze hlavnou pridinou zaitavenitr,
rastu bahteririlnej kultriry pri pomerne nizkej optickej hnstot,e nie je vyderpa-
nie gluk6zy z rn6dia. Vo vdetk;fch pripadoch, di uZ i,!lo o riedenie Zivn6iro m6dia
derstr,'yni baktopept6novym m6diom alebo o pridanie 0,1 lI ocia,11n sodnr5ho,
tr,lebo lrl'droxidu sodn6ho, doilo h zmene koncentri,cie vodikor-ych idnov v m6-
diti. P6vodne nizke pH sa zvli?iilo a liultirra boln, oprit schopnei obnovit svoj
last a vysportrlovat.

Vzhladom nii to, Ze sme sa pri pouZiti terrnrilnych iokov st."t tli s javorn zasta-
venia rast,u a vyvoja hultfrrv, pokladali sne z& vliocln6 urdif,, ako sa nim
ovpl5zyli Zivotaschopnost bunjok. Platriovou mct6dou na pevnorn m6diu sme
stanovili podet pr:eZivnjfrcich bunieh po teplotnS'ch iol<och. V;isledhy sir na
obr'. 9 tr, 10. Z nich vidiet,, Ze hyrn s5,m cliltr,dov;i 5ok rn6, na bunky sk6r oclrlannSi
1'plr'r-, v kombind,cii s predchd,dzajfcim 2l'fienim hult'ivadnej teplotl- na 45 oC
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Obr, 7. Vplyv oct'anu sodn6ho v 0,1 M
koncontr6cii na dalSi v;ivoj kultriry po
teplotnlfch zrisahoch. Sp6ry wyklidili
pri 30 "C. Medzi 15. aL 135. minrltou boli
kultivovand pri 45"C. Potom boli inku-
bovan6 21,5 hod. pri 5 oC a znova prene-
sen6 do t'eploty 30 oC. Octan sodnlf' sa
pridal ku kultfre jednak ihned po prene-
seni do teploty 30'C [], jednak po 24
ho<l. [2]. Sp6sob oznadenia teplotn;/ch

intervalov ako na obr. l.
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Obr. 8. Vplyv hydroxidu sodndho na
dalBi v1,;voj kultury po teplotnlich zrisa-
hoch, Usporiadanie pokusu ako na obr. 7.
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Obr. 9. Vplyv nizkej teploty (5 'C) na Obr. lO. Vply'v teplotn;ich zmien na
dal3i v;fvoj kultrlry. Kultrira po 135. dalSi vlfvoj kultriry. Usporiadanie pokusu
minritu inkubovanri pri 30"C, potom ako naobr.3. I optickri, hustota; Q po-
kultivovanei pri 5 'C 21,5 hod. Q optickri det preZivajricich buniek.
hustota; O podet preZivajricich buniek.

sa podstatne zniili podet preZivajricich buniek. Pri dne5nom rozvoji mnohfch
technologickfch postupov v potravind,rskom priemysle, ktor6 a,spofi s6asti
redukujri podet neZiadricich mikrobir{,lnych kontamin&ntov, m6Ze mat tento
kombinovanlf postup ist6 perspektivy.

Srihrn

Sledovala sa moZnost znii:it Livotaschopnost, vyklidenlfch sp6r Bacill,us
cerew kombindciou teplotnlfch z6,sahov, ktor6 samy osobe nemajri sterilizadnli
ridinok. Zistilo sa, ie po urlfchleni postgerminadn6ho vjvoja kultriry vy55ou
kultivadnou teplotou (45 "C) nasledujrici chladovlf iok (teplota 5"C za 21,5
hod.) zastavuje rast buniek iba vtedy, ak akceler6cia vfvoja prebieha aZ do
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prvfch deleni buniek. Podstatne sa pritom zredukuje podet iivotaschopn;ich
buniek. Hlavnou pridinou zastavenia rastu bakteri6lnej kultury po teplotnfch
Sokoch nie je vyderpanie gluk6zy z m6dia. Kultrira jo sohopnr6, obnovif svoj
rast a vysporulovat po znii:eni koncentrr{,aie vodikovfch i6nov v m6diu.
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Bnusnrae reMfleparypnbrx rraMer{eutrfi B nocrrepMlrHautroHHbrft rreptrog rra pocr
tr ?r(r{3Hectroco6Hocrb KJreroK

B rrso Abr

l4ccne4osarucr, BoBMo)RHocrr{ trourr}Keurrfi }Ktr3necrroco6uocr[ trpopocuu{x cnop Bacillus
cereus xou6unaqueft TeMneparypubrx BMellrareJrr,crB, Ee uMeloqux caMrr tro ce6e crepunraaa-
rlrrounoro geficraur. Vctauognego, rrro trocre ycxopenr{E rrocrrepMruaqrrouuoro paaBrrrnfl
Rynbrypbr c rroMotrIbro 6onee sbrcoxoi reuneparypu Hynr,rzuaquu (45'C) nocnegyroqufi
xono4uirfi uroH (reuneparypa 5'C na upotnxenvu 21,5 9ac) npeHpaqaer pocr nneros
Jrr{rrrb B ToM cJlyqae, ecnfi aKllenepaqrrE paSBnTufi fipoTer{aeT BtrnoTb Ao rrep_Br,rx AeneEr,r[
Hneron. Cyuectrenuo trptr oroM Hacrauer rroHr{x(eurre Korr4qecrBa xuasecnoco6nHx HJTerori.
Ocnonnofi'upuqunofi npeHpaqenun pocra 6aHrepuanruofi-xy.nr,rypr,r uocne reMrreparyprrbrx
rrronoB He sinsercs pacxoAoBaur{e lJrrono3r,r r{3 cpeABr. Itynmypa cnoco6sa goao6sosurr
cBon pocT r1 rrpopacrn rrocJre rroErrlKeEr4E noEllesTpaq[rr BoAopoArrbrx rrorloB B cpeAe.

Le5kovd Z.

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

Surnmary

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