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De beslissende rol van endosporen van bacteriën in de strategie 
van de bescherming van de consument tegen microbiële risico's 
van het levensmiddelenpakket eens en thans 

D.A.A. Mossel, Leerstoel Medische Levensmiddelenmicrobiologie, 

Faculteit Diergeneeskunde, Rijksuniversiteit Utrecht 

Van oudsher heeft de mens er behoefte aan gehad zijn voedings­

middelen te beschermen tegen bedreigingen van microbiële aard. 

Dit betrof zowel risico's voor zijn gezondheid, voedselvergif­

tiging en voedselbesmetting, als ook verliezen voortvloeiende 

uit microbieel bederf, die in tijden van schaarste bijzonder 

ernstige gevolgen konden hebben. De gevolgde strategie was dik­

wijls primitief, en daardoor weinig effectief. In feite duurde 

het tot de eerste helft van deze eeuw voordat een systeem tot 

ontwikkeling kwam dat de consument werkelijk afdoende bescherm­

de. 

Dit systeem berust op een preventieve aanpak, waarbij het 

kwaad wordt bestreden vóór het optreedt. Dat geschiedt dan door 

middel van het vastleggen van voorschriften voor de bewerking, 

fabrikage en distributie van voedingsmiddelen, de intussen al­

gemeen bekende 'Good Manufacturing and Distribution Practices', 

afgekort tot GMP. Eén van de kardinale onderdelen van GMP is 

wat in de Angelsaksische literatuur wordt aangeduid als 'Pro­

cessing for safety', waarvoor de Nederlandse term 'beveiligende 

bewerking' wordt voorgesteld. Bij dergelijke fabricageprocessen 

worden fysische of chemische behandelingen toegepast met een 

dusdanig microbicide effect dat, bij de erop volgende bewaring 

en distributie overeenkomstig de daarvoor van toepassing zijn­

de voorschriften, produkten de consument bereiken in een uit­

stekende microbiologische conditie. Beveiligende bewerkingen 

van dit type kunnen berusten op verhitting, microbiële.verzu­

ring of behandeling met ioniserende straling. 

Van dergelijke behandelingen is verhitting één der oudste; 

inzicht in het microbicide effect van de vele, sterk uiteen-



lopende thermische behandelingen van voedingsmiddelen is eerst 

sedert de periode 192Q - 1950 verworven. Bij het naderen van de 

jaren tachtig zijn voor het exact-analyseren van microbenleta-

liteit indrukwekkende computerprogramma's ontwikkeld (Ross, 

1977). Niettemin is het beginsel hiervan verbluffend simpel. 

Uitgaande van de in gebruikelijke grondstoffen voorkomende 

hoogste aantallen kolonievormende eenheden (kve) en de moge­

lijkheden tot vermeerdering in het eindprodukt bij het strikt 

volgen van GMP wordt de vereiste brutoletaliteit berekend. De 

enige parameter die hierbij nog problemen biedt, is de mate van • 

zekerheid dat gegeven aantallen overlevende micro-organismen 

geen risico van enige betekenis inhouden, de 'gevaar-schatting' 

('Risk Analysis'). Maar ook hiervoor zijn recent in de praktijk 

bruikbare modellen uitgewerkt (Mossel & Drion, 1979). 

Vertaling van vereiste letaliteit in tijd-temperatuurcombi-

naties van verhitting berust uiteraard op de intrinsieke ther-

moresistentie van de betrokken groep micro-organismen. De term 

intrinsiek betekent in dit verband dat de thermoresistentie 

sterk beïnvloedende parameters van het voedingsmiddel dat ver­

hit wordt, met name pH, a en karakter van de opgeloste stoffen 
w 

die de a beïnvloeden, zijn qeëlimineerd. Dit geschiedt met 

vrucht door thermoresistentie uit te drukken in de tijd-tempera-

tuurcombinatie die bij a =0,98 -1,00 en pH =6,6 -7,0 het 
w 

aantal kve met n logarithmische cycli reduceert. Als regel va­

rieert n van 6 tot 12, afhankelijk van de omvang van het risico 

dat een gegeven micro-organisme met zich meebrengt (Mossel & 

Drion, 1979) . Deze benadering wordt gekenmerkt door het grote 

voordeel dat de aard van de overlevingscurve de berekening van 

de vereiste letaliteit niet beïnvloedt (Mossel & de Groot, 1965) . 

In tabel 1 zijn de intrinsieke thermoresistentiewaarden van 

de belangrijkste groepen, in rauwe voedingsmiddelen min of meer 

frequent voorkomende micro-organismen verzameld. De daaruit 

naar voren komende verschillen zijn enorm. Aan het ene uiterste 

treft men bij niet-fermentatieve Gram-negatieve staafvormige 

bacteriën een waarde van 20 s bij 60 °C; het andere uiterste 

vormen de zogenaamde thermofiele sporevormers met thermoresisten­

tiewaarden van 80 min bij 120 °C. Dit betekent dat er sprake is 

van een tijdsfactor van 240 bij een temperatuurstijging van 60 °C. 



Tabel 1. Indeling van micro-organismen op grond van hun thermoresistentie. 

Organismen 

Schimmels 

2. middelmatig 

3. hoog 

Maximale letale combinatie 
voor ÏO^-IO^ kolonievormen-
de eenheden, bij pH = 6,8 ï 
0,2 en a = 0,99 + 0,01 

Temperatuur 
(°C) 

65 

Niet-sporevormende 
bacteriën 

Sporen met thermo­
resistentie van de 
klasse : 
1. laag 90 

4. zeer hoog 

110 
120 

115 
120 

120 

Tijd 
(min) 

30 

10 

30 

3 

10 
4 

45 

Types of stammen die 
deze verhitting over­
leven, doch niet de 
daarop volgende 

Byssochlamys types 
Pénicillium types 
Aspergillus types 

Alcaligenes tolerans 
Streptococcus faecalis 
en verwante bacteriën 

Corynebacterium 
Microhacterium 
specieé 
Sporen van de groepen 
1-4 h i e r onde r 

Clostridium botulinum 
type E 
Bacillus macexans types 
Bacillus megaterium 
types 
Bacillus mycoides types 
Sporen van de groepen 
2-4 hieronder 

Clostridium botulinum 
types A en B 
Enkele Bacillus typen 
Sporen van de groepen 
3-4 hieronder 

Bacillus stearothermo-
philus 
Clostridium nigrifleans 
Clostridium sporogenes 
t ypes 
Sporen van de groep 4 

Clostridium thermo-
saccharolyticum 

Om e e n m e e r o p d e p r a k t i j k g e r i c h t e i n d r u k v a n d e z e v e r s c h i l l e n 

t e k r i j g e n s t e l l e men z i c h e e n s v o o r w e l k e e n o n d e r s c h e i d g e ­

noemde w a r m t e b e h a n d e l i n g e n z o u d e n i n h o u d e n m e t b e t r e k k i n g t o t 

b e h o u d v a n v o e d i n g s w a a r d e e n o r g a n o l e p t i s c h e a a n t r e k k e l i j k h e i d 



van een gegeven voedingsmiddel. 

Een nadere bestudering van de gegevens in tabel 1 leert dat 

het voornaamste breekpunt ligt bij het al of niet vormen van 

endosporen. Dit geldt voornamelijk voor aërobe en anaërobe 

Bacillaceae, maar eveneens voor schimmels en in geringere mate 

voor gisten (Put et al., 1977). Het is daarom wellicht zinvol 

zich te realiseren hoe ons voedselpakket er zou uitzien, indien 

endosporulering niet bestond. Uiteraard is dit, in pragmatische 

zin, even zinloos als het filosoferen over de verrukkelijke 

maatschappij die zou ontstaan, wanneer de mens niet zou zondi­

gen tegen religieuze of ethische grondregels. Ter illustratie 

van het belang van het verschijnsel endosporulatie in voedings-

wetenschappelijke zin is het genoemde romantiseren wel verhel­

derend en derhalve nuttig. 

Indien endosporen niet zouden bestaan zou een verhitting van 

voedingsmiddelen met een neutrale pH gedurende enkele minuten 

op een temperatuur van ongeveer 80 C deze even effectief ap-

pertiseren (Goresline et al., 1964) als voedingsmiddelen met 

een pH beneden 4,5 (Mossel et al., 1973, 1974). Wanneer een 

dergelijk proces op melk zou worden toegepast, zou men een vrij­

wel vers produkt, in organoleptische zin, verkrijgen met een 

onbeperkte houdbaarheid in microbiologische zin. Zou het ver­

schijnsel endosporulering niet bestaan, dan zou de geschetste 

warmtebehandeling van vleeswaren in de darm deze zeer lang houd­

baar maken, ook bij kamertemperatuur en zonder de noodzaak de 

Produkten sterk te zouten of zonder toevoeging van het niet-

onbedenkelijke nitriet (Preusmann et al., 1977). 

Wanneer het genus Byssochlamys niet begiftigd zou zijn met 

het vermogen tot ascosporenvorming, zouden in glas verpakte, 

door middel van hitte verduurzaamde aardbeien dezelfde struc­

tuur kunnen hebben als het geblancheerde, bevroren produkt, in 

plaats van de totaal gedenatureerde wa,ar die men in werkelijk­

heid moet fabriceren. De bestraling van gebraden roast beef 

zou tenslotte kunnen leiden tot een ook bij tropische tempera­

turen houdbaar, in thermostabiele foelie verpakt produkt, ware 

het dat endosporen bij Clostridia en bacilli niet bestonden 

(Mossel, 1977a). 

Het moge dan zijn dat de Heer in Zijn wijsheid endosporen 



van allerlei aard schiep; Hij heeft ons niet ongewapend gelaten 

tegen deze, ons hedonistisch geluk verstorende structuren. Want 

Hij zond ook Zijn Heilige Geest, die ons verlichtte om allerlei 

oplossingen te vinden teneinde de consument te beschermen tegen 

zijn gezondheid bedreigende of zijn voedsel bedervende spore-

vormende organismen zonder daarbij de betrokken voedingsmidde­

len ten gevolge van de behandeling voedingsfysiologisch waarde­

loos of erg onaantrekkelijk te maken. Met name de blikconserven-

industrie heeft enorme vorderingen gemaakt met betrekking tot 

die tak van microbiologie die thermobacteriologie wordt genoemd. 

Dit betreft niet alleen het vaststellen van de aard van de af-

stervingscurve (Cerf, 1977), maar ook het boeiende aspect van 

de sublethale beschadiging van verhitte sporen, tot uitdrukking 

komende in 'dormancy' (Gould, 1977), en de moleculair-micro­

biologische grondslagen van het overwinnen hiervan (Bradshaw 

et al., 1977). Het is echter teleurstellend te moeten consta­

teren dat ondanks deze indrukwekkende vorderingen, van een wer­

kelijk beheersen van de sporevorming nog steeds geen sprake is. 

Met name Tyndall's geniale principe om voedingsmiddelen te ste­

riliseren door gesynchroniseerde sporekieming en een daarop vol­

gende pasteurisatie is nog niet met succes in praktijk gebracht. 

Het is ongetwijfeld een immense taak om met dezelfde zeker­

heid als de gebruikelijke fantoomdoding van Clostridium botu­

linum volledig beheerste ontkieming van endosporen te bereiken. 

Niettemin hebben bijdragen aan dit symposium getoond dat de 

vereiste cytologische en colloïdchemische basiskennis aanwezig 

is. Voorts beschikken wij over voldoende, uitstekend uitgeruste 

laboratoria en — stellig nog belangrijker — over gemotiveerde, 

bekwame onderzoekers. In beginsel is het dus mogelijk een ge­

programmeerde kieming te bereiken, daarmede de uitschakeling 

van het fenomeen endospoor als 'het ideaal verstorende' ver­

schijnsel na te streven en de boven geschetste essentiële ver­

anderingen van enkele belangrijke elementen van het voedsel­

pakket aan de horizon te zien. Het is van het allergrootste 

belang dat microbioloog en produktdeskundige in teamverband 

deze uitdaging aanvaarden. Want alle ideologieën kennen als 

één der voornaamste idealen vergroting en verbetering van de 

voorziening van de medemens met deugdelijk voedsel. 



De bacteriespore 

H. Stegeman, Instituut voor Toepassing van Atoomenergie in de 

Landbouw, Wageningen 

INLEIDING 

Bacteriën vermenigvuldigen zich door deling; bij de geslachten 

Bacillus en Clostridium kan de cel zich tevens binnen enkele 

uren differentiëren tot een spore die alle eigenschappen van een 

ruststadium vertoont en die gekenmerkt wordt door een grote re­

sistentie tegen hitte, droogte, straling en chemicaliën waaronder 

desinfectantia. Bacteriesporen, ook wel endosporen genoemd van­

wege hun vorming in de cel, zijn in staat gedurende vele jaren 

hun rusttoestand of dormancy in stand te houden, maar kunnen even­

eens binnen enkele minuten tot ontkieming overgaan en weer uit­

groeien tot een normale vegetatieve cel. Bacteriesporen differen­

tiëren onder ogenschijnlijk gunstige omstandigheden echter niet 

zonder meer tot actief groeiende en delende cellen; eerst dient 

door activering de dormancy verbroken te worden, bijvoorbeeld 

door een korte subletale hittebehandeling. 

Bacteriesporen zijn microscopisch waarneembaar. De grootte 

varieert van 0,5-3 /urn bij 0,5-1,3 /im. Onder de gewone lichtmicros-

coop kunnen de sporen beter zichtbaar gemaakt worden door ze onder 

verwarming te kleuren met malachietgroen. Zonder kleuring zijn 

ze zeer goed waarneembaar onder de fasecontrastmicroscoop als 

sterk lichtbrekende ronde tot ovale lichamen. 

De ligging van de spore in de staafvormige cel kan een bijdra­

ge leveren tot de determinatie. Men onderscheidt centrale sporen, 

indien ze in het midden van de cel zijn gelegen (c.perfringens), 

subtermi.nale sporen, indien ze zich nabij een der uiteinden van 

de cel bevinden ( B . s u b t i l i s ) en terminale sporen, indien ze ge­

heel zijn gelegen aan een uiteinde van de cel (c.tetani). Bij 

het geslacht Clostridium zijn de cellen gewoonlijk opgezwollen 

als gevolg van de aanwezigheid van sporen met een grotere dia­

meter dan die van de vegetatieve cellen. De inwendige structuur 



van sporen kan alleen met behulp van de elektronenmicroscoop 

vastgesteld worden. 

DE STRUCTUUR VAN EEN BACTERIESPORE 

In figuur 1 wordt een schematisch overzicht gegeven van de interne 

structuur van een typische bacteriespore. De protoplast, ook wel 

core genoemd, bevat de voor een bacterie normale cytoplasmabe-

standdelen, zoals DNA, RNA, ribosomen, mesosomen en het meren­

deel van de spore-enzymen, en wordt door twee specifieke spore-

lagen omgeven, namelijk de binnenste laag, de cortex, die een rol 

speelt bij de handhaving van de hitteresistentie en de coat die 

de vorm en de stevigheid aan de spore geeft en samen met het 

exosporium de spore tegen de werking van enzymen en chemicaliën 

beschermt. De protoplast wordt van de cortex gescheiden door het 

plasmamembraan en de kiemcelwand (Gould & Hurst, 1969 Warth, 

1978a). 

Het exosporium is zeer dun en heeft een regelmatige kristal­

structuur. Deze kan zeer los om de spore heen zitten (fig.2) of 

zo dicht tegen de sporecoat aan dat het nauwelijks waarneembaar 

is. Bij Bacillus subtilis vormt het exosporium zelfs één geheel 

met de sporecoat. Daardoor dacht men vroeger dat deze sporen geen 

exosporium bezaten. Niet alle sporen bezitten een exosporium. 

Het eiwitgehalte van het exosporium is zeer hoog. De functie van 

exosporium 

buitenste coat 

binnenste coat 

cortex 

kiemcelwand 

plasmamembraan 

kernmateriaal 

protoplast 
Fig. 1. Schematisch overzicht van de structuur van een bacteriespore. 
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Fig. 2. Elektronenmicroscopische opname van B. cereus. C = core; PM = 
plasmamembraan; KCW = kiemcelwand; CTX = cortex; IC = binnenste spore-
coat; OC = buitenste sporecoat; EX = exosporium. 

het exosporium is op het ogenblik nog niet duidelijk. Men neemt 

wel aan dat het de spore een extra bescherming geeft tegen de 

werking van enzymen en chemicaliën, maar hiervoor bestaan geen 

directe aanwijzingen. 

De coat of sporewand is gelaagd (fig.3) en kan soms onderver­

deeld worden in een binnenste en buitenste gedeelte. De coat 

geeft het karakteristieke uiterlijk aan de spore. Zij heeft een 

vezelachtige structuur, (fig.4). Bij B. subtilus en B. coagulans 

zijn de vezels regelmatig gerangschikt; bij B. cereus zijn de 

vezels veel korter en komen in kleine pakketjes voor. De coat 

maakt 30 to 60% van het drooggewicht van de spore uit en bestaat 

voor 80% uit eiwit. Het eiwit van de coat is rijk aan glycine, 

lysine, asparaginezuur, glutaminezuur en niet-polaire aminozuren. 

Vooral het cysteïnegehalte is bijzonder hoog. Deze samenstelling 

wijst erop dat de aanwezige Polypeptiden gemakkelijk zowel intra-



Fig. 3. C. sporogenes met zijn buitengewoon meerlagige coat. Bron: 
Dring et al., 1976. 

1! 

Fig. 4. Freeze etching van B. coagulans die de vezelachtige structuur 
van de buitenste laag van de sporecoat laat zien. Bron: Dring et al., 
1976. 



en intermoleculaire hydrofobe bindingen als intramoleculaire zwa-

velbruggen en ionparen kunnen vormen. De eigenschappen van de 

coateiwitten komen overeen met die van het nageleiwit kératine. 

De coat geeft de vorm en de stevigheid aan de spore, en draagt 

bij tot de resistentie van de spore tegen chemicaliën en enzy­

men. 

De cortex neemt ongeveer de helft van het sporevolume in 

(fig.5). De cortex bestaat voor 90% uit peptidoglycan, een poly­

meer dat als een fibrillair netwerk de protoplast omhult. Dit 

netwerk bestaat uit parallele ketens van twee elkaar afwisselende 

suikerachtige verbindingen glucosamine en muraminezuur. Deze ke­

tens hebben dwarsverbindingen in de vorm van korte peptidebruggen 

tussen de muraminezuurmoleculen (fig.6). De bouw komt in meer of 

mindere mate overeen met het peptidoglycan in de celwand van ve-

Fig. 5. Freeze etching van B. cereus. Zichtbaar is het exosporium, de diepte 
van de sporecoat en het gladde oppervlak van de cortex. Bron: Dring et al., 
1976. 

10 



NAG NAM NAG NAM NAG NAM NAG 
| lactam | 

L-Ala L-Ala 

I 
D-Glu 

I 
DAP D-Ala 

I I 
D-Ala DAP 

D-Glu 
I 
I 
I 

Fig. 6. Schematische weergave van de structuur van het spore-peptido-
glycan. NAG = N-acetylglucosamine; NAM = N-acetylmuraminezuur; L-Ala 
L-alanine; D-Glu = D-glutaminezuur; DAP = meso-diaminopimeelzuur. 

getatieve cellen; alleen het sporepeptidoglycan bezit veel minder 

dwarsverbinden, zodat het elastischer is en niet zoals bij vege-

tatieve cellen als stevigheidselement kan functioneren. Men neemt 

aan dat de cortex zorgdraagt voor de handhaving van het lage wa­

tergehalte in de ingesloten protoplast. 

De protoplast, waaruit zich tijdens de kieming, een normale 

bacteriecel ontwikkelt, neemt 30 tot 40% van het sporevolume in 

en bestaat hoofdzakelijk uit eiwitten en nucleïnezuren (50-60%, 

m m ) , dipxcolinezuur (30% m m ) en metalen (6-9% m m ). Het 

watergehalte is zeer laag en bedraagt waarschijnlijk circa 10% 

van het drooggewicht. Men heeft geen essentiële verschillen wat 

betreft samenstelling en eigenschappen kunnen waarnemen tussen 

de eiwitten en nucleïnezuren uit de sporeprotoplast en de over­

eenkomstige verbindingen uit het cytoplasma van de vegetatieve 

moedercel. De protoplast van B . subtilis bevat een enkel volledig 

genoom, maar er zijn aanwijzingen dat de protoplasten van andere 

bacteriesoorten meerdere genomen kunnen bevatten. De protoplast 

bevat in grote hoeveelheden dipicolinezuur (DPA), een pyridine 

met op de 2- en 6- plaats een carboxylgroep (fig.7). Deze ver­

binding, die uniek is voor bacteriesporen, is in alle aërobe en 

anaërobe sporen aanwezig, maar komt niet voor bij vegetatieve 

cellen en bij de meeste andere micro-organismen. DPA is meestal 

in equimolaire verhouding met calcium in de spore aanwezig. Het 

DPA-gehalte varieert van 5 tot 15% van het drooggewicht van de 

spore en het calciumgehalte van l tot 3%. Vroeger dacht men dat 

de hitteresistentie van sporen gekenmerkt werd door een hoog 
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HOOC N COOH Fig. 7. Dipicolinezuur (DPA). 

DPA-gehalte, maar tegenwoordig wordt DPA een rol toebedacht bij 

de handhaving van de sporedormancy en bij de ontkieming. 

De protoplast' wordt door het plasmamembra-am omsloten. Dit is 

een lipoprotéine membraan dat de permeabiliteit regelt. De proto­

plast is permeabel voor water en kleine in vet oplosbare mole­

culen. Men neemt aan dat de grote stabiliteit van dit membraam 

in de spore ontleend wordt aan het hoge calciumgehalte. Tijdens 

de ontkieming is het plasmamembraan betrokken bij de synthese 

van materiaal voor de vegetatieve celwand. 

De kiemcelwand ontwikkelt zich tijdens de ontkieming van de 

spore tot de celwand van de dan gevormde vegetatieve cel. 

SPOREVORMING 

Mor folog ie 

In figuur 8 wordt een schematisch overzicht gegeven van de morfo­

logische veranderingen die kenmerkend zijn voor de verschillende 

sporuleringsstadia. Het hele sporuleringsproces kan binnen acht 

uur plaatsvinden. De eerste stadia worden wel opgevat als een ge­

modificeerde celdeling. 

Aan het einde van de groei bevat de vegetatieve cel twee chro­

mosomen (stadium nul). In plaats van door een symmetrische in-

stulping van het cytoplasmamembraan twee dochtercellen te vormen, 

zoals bij de binaire deling van bacteriën gebruikelijk is, gaan 

de twee chromosomen zich samenvoegen en ontstaat er een axiale 

draad van chromatine in het midden van de cel (stadium I). Deze 

draad is waarschijnlijk via membraanorganellen, de zogenaamde 

mesomen, met het cytoplasmamembraan verbonden. Vervolgens split-
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Pig. 8. Schematisch overzicht van de opeenvolgende stadia 
in de sporulering. 

sen de chromosomen zich en begeven ze zich naar het uiteinde van 

de cel. Onder control van een mesoom wordt gelijktijdig door een 

asymmetrische instulping van het cytoplasmamembraan een septum 

gevormd (stadium IIa) en wordt de prespore, waarin zich een vol­

ledig genoom bevindt, van de rest van de cel afscheiden (stadium 

IIb) en door de vegetatieve moedercel ingesloten (stadium lila) . 

Hierdoor wordt de prespore door twee membramen omhuld; het bui­

tenste membraan zit dus als het ware binnenstebuiten. Een vol­

ledig ingesloten prespore wordt een voorspore genoemd (stadium 

Illb). In tegenstelling tot de prespore hangt de voorspore voor 

zijn voeding volledig van de in de moedercel aanwezige verbindin­

gen af. Tussen het binnenste en buitenste voorsporemembraan wordt 

de cortex en de kiemcelwand gesynthetiseerd (stadium IV; fig.8). 

Aan de buitenzijde van het buitenste voorsporemembraan ontstaat 

de coat (stadium V; fig.8), wat gepaard gaat met het resistent 

worden van de voorspore tegen enzymen en chemicaliën. Tijdens het 

rijpings- of maturatiestadium ontstaat de resistentie teeren hitte 

en straling (stadium VI). Na een gedeeltelijk of volledige lysis 

van de moedercel komt de spore vrij te liggen (stadium VII). 
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Inductie 

De vorming van een endospore in een bacteriecel wordt geïnduceerd 

door het opraken van één of meerdere nutriënten in het medium. 

Dit kan een koolstof-, stikstofbron of micronutriënt zijn. Toch 

kan men niet zeggen dat de inductie tot sporevorming uitsluitend 

het gevolg is van ongunstige milieu-omstandigheden. Vaak vindt 

er een betere sporulering plaats in een medium dat rijk is aan 

aminozuren. Tijdens de sporulering worden er hogere eisen aan de 

pH, de temperatuur en het zuurstofgehalte gesteld dan voor de 

vegetatieve vermeerdering noodzakelijk is. Aërobe sporevormende 

bacteriën hebben tijdens dit proces een grotere behoefte aan 

mangaan en hebben een sterkere beluchting nodig, terwijl anaërobe 

sporevormende bacteriën juist gevoeliger voor zuurstof zijn dan 

tijdens de groei. 

De biochemische processen die met de sporulering in verband 

staan, worden gereguleerd door genen of operon-achtige groepen 

van genen (operon = complex van genen op het DNA die de omzetting 

van een bepaald substraat coördineert). De sporulering begint aan 

het einde van de logaritmische groeifase en aan het einde van een 

celdeling. Men neemt aan dat tijdens de groei deze sporegenen ge­

blokkeerd zijn en dat, wanneer aan het begin van de stationaire 

groeifase de groei vertraagd wordt doordat de nutriënten in het 

medium uitgeput raken, deze genen gedeblokkeerd worden. Aan de 

hand van mutanten heeft men statistisch berekend dat er waar­

schijnlijk 42 opérons bij de sporevorming van Bacillus subtilis 

betrokken zijn (Hoch, 1976) . Hieruit blijkt duidelijk hoe inge­

wikkeld het sporuleringsproces is. Er zijn aanwijzingen dat de 

inductie tot sporevorming alleen mogelijk is tijdens de replica­

tie van het DNA-molekuul (Piggot & Coote, 1976, Young, 1978). 

Commitment 

Tijdens de beginstadia kan de inductie tot sporulering opgeheven 

worden door de sporulerende cellen naar een vers medium over te 

brengen of door het toevoegen van nutriënten. Het sporulerings­

proces is reversibel zolang de prespore nog niet volledig door 

twee membranen omgeven wordt en daardoor zelf nutriënten uit het 
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medium kan opnemen (stadium lila) (Cooney et al., 1977). Het ver­

vangen van de opgeraakte nutriënten heeft tot gevolg dat de syn­

these van celwandmateriaal in het sporeseptum mogelijk wordt en 

daardoor zowel de prespore als de vegetatieve moedercel weer in 

staat zijn zich tot normale cellen te ontwikkelen die elk tot 

celdeling kunnen overgaan. Na de vorming van de voorspore is het 

moment bereikt dat het sporuleringsproces niet meer onderbroken 

kan worden. Dit bepaalde moment wordt wel aangeduid met de term 

'commitment' (Szulmajster, 1973). 

Endo trofe sporuier ing 

Een vegetatieve cel kan een spore vormen zonder nutriënten uit 

het medium op te nemen. Deze endotrofe sporulering kan plaats-

vinden, wanneer men vegetatieve cellen die zich aan het einde van 

de groeifase bevinden uit het medium haalt, zorgvuldig wast en 

suspendeert in water of in een bufferoplossing. Aangenomen wordt 

dat de voor de synthese van de spore benodigde componenten ge­

deeltelijk al in de moedercel voorhanden zijn en gedeeltelijk 

vrijgemaakt worden door degradatie van celbestanddelen die de 

moedercel niet meer nodig heeft. Sommige Bacillus-soorten synthe­

tiseren aan het einde van de groeifase intracellulaire reserve-

stoffen in de vorm van Polysacchariden en vetten en gebruiken 

deze stoffen in de beginstadia van de sporulering. 

Microcyclische sporulering 

Een bacteriespore kan wanneer er te weinig nutriënten in zijn 

omgeving aanwezig zijn om een gewone cel te vormen onmiddellijk 

na de ontkieming opnieuw een spore gaan vormen zonder zich eerst 

te delen. Volgens Keynan et al. (1976) is dit alleen mogelijk, 

indien de sporeprotoplast twee chromosomen bezit. Sporen die 

slechts over één chromosoom beschikken, zoals het geval is bij 

B.subtilis dienen eerst via een celdeling hun kernmateriaal te 

verdubbelen. 

15 



ONTKIEMING EN UITGROEI 

Onder gunstige omstandigheden kan een spore zich weer tot een 

actief groeiende vegetatieve cel ontwikkelen. Hierbij zijn drie 

opeenvolgende stadia te onderscheiden: activering, ontkieming en 

uitgroei. Deze drie stadia verschillen in fundamenteel opzicht 

van elkaar. Zij worden door verschillende factoren geïnduceerd, 

door verschillende remstoffen geblokkeerd en gaan met verschil­

lende soorten biochemische reacties gepaard. Activering is een 

proces dat als regel reversibel is en dat tot gevolg heeft dat 

de spore gemakkelijker gaat ontkiemen. Ontkieming is een irrever­

sibel proces dat gekenmerkt wordt door een serie afbraakreacties, 

waarbij sporespecifieke verbindingen in grote hoeveelheden vrij­

komen uit de spore en waarbij de kenmerkende spore-eigenschappen 

verloren gaan. uitgroei is een proces van groei en differentiatie 

dat vooral gepaard gaat met de synthese van nieuwe macromoleculen 

en dat uit de ontkiemde spore een nieuwe vegetatieve cel doet 

ontstaan. 

Activering 

Bacteriesporen ontkiemen niet zonder meer onder gunstige omstan­

digheden als gevolg van de dormancy of rusttoestand waarin zij 

verkeren. Deze dormancy ontwikkelt zich tijdens de sporulering 

in het maturatie- of rijpingsstadium en zo wordt voorkomen dat 

pasgevormde sporen voortijdig ontkiemen onder omstandigheden die 

ongunstig zouden zijn voor uitgroei en celdeling. Individuele 

verschillen in dormancy doen sporen op uiteenlopende tijdstippen 

ontkiemen, zodat de overlevingskansen worden gespreid. 

De dormancy kan doorbroken worden door activering. Geactiveer­

de sporen zijn niet langer dormant, maar behouden de andere be­

langrijke en kenmerkende spore-eigenschappen, zoals de buitenge­

woon grote resistentie tegen hitte, de slechte kleurbaarheid en 

de sterkere lichtbreking. Sporen kunnen geactiveerd worden door 

subletale verhitting, lage pH (1,0-1,5), reducerende en oxyde-

rende stoffen, en CaDPA (Keynan & Evenchik, 1969) . Een activering 

die van nature in een spore wordt teweeggebracht, wordt veroor-
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zaakt door veroudering. Veroudering is een in de tijd voort­

schrijdend proces dat uiteindelijk zelfs kan leiden tot een spon­

tane ontkieming. Van bovengenoemde methoden wordt hitte-active-

ring het meest toegepast. 

Activering van sporen is vooral van belang bij het tellen, 

omdat hierdoor de mate en/of de snelheid van ontkieming vergroot 

kan worden. Het vaststellen van de juiste activeringscondities 

wordt echter bemoeilijkt, omdat hierbij zowel de soort of soms 

zelfs de stam als de voorgeschiedenis en de ouderdom van de spore-

populatie een rol spelen. Activering is meestal een reversibel 

proces. Hitte-activering kan bijvoorbeeld tenietgedaan worden 

door de geactiveerde sporen te bewaren bij temperaturen beneden 

het ontkiemingsminimum. 

Op welk mechanisme activering van sporen berust is nog niet 

f 

duidelijk. Men veronderstelt dat activering samenhangt met ver­

anderingen in de configuratie van spore-macromoleculen en dat 

dientengevolge de ontkieming gemakkelijker geïnitieerd kan wor­

den (Keynan & Evenchik, 1969). 

Ontkïeming 

Het ontkiemingsproces speelt zich geheel af binnen de sporecoat. 

Men kan echter de ontkieming waarnemen, doordat de sporen gemak­

kelijker kleurstoffen gaan opnemen, het hoge refractievermogen 

verdwijnt waardoor de sporen onder een fasecontrastmicroscoop 

donker worden, en de extinctie van een sporesuspensie afneemt. 

De ontkieming kan vrij gemakkelijk geïnitieerd worden door 

het toevoegen van bepaalde verbindingen, zelfs in een milieu waar 

geen voedingsstoffen aanwezig zijn, zoals in water. Geactiveerde 

sporen ontkiemen na initiëring binnen een tijdsduur van een paar 

seconden tot enkele minuten. Als initiators kunnen functioneren 

nutriëten (bepaalde aminozuren, suikers, nucleosiden), stoffen 

die niet gemetaboliseerd worden (ionen, chelaten, oppervlakte-

actieve stoffen) en enzymen (Gould, 1970a). Daarnaast kan de 

ontkieming met fysische methoden teweeggebracht worden, bijvoor­

beeld door sporen onder een hoge hydrostatische druk te brengen 

(Murrell & Wills, 19 77) of door ze te schudden met glasparels 

(Lewis et al., 1960). In tegenstelling tot de andere initiators 
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hebben nutriënten de neiging meer soort- of soms zelfs stamspeci-

fiek te zijn. Glucose en L-alanine zijn het meest universeel en 

worden daardoor ook het meest toegepast. De effectiviteit van de 

initiators kan dikwijls verbeterd worden door gebruik te maken 

van combinaties en door een voorafgaande activering. 

Het ontkiemingsmechanisme is nog niet opgehelderd. Recente 

waarnemingen maken het echter aannemelijk te veronderstellen dat 

de ontkiemingsinitiator kleine veranderingen in bepaalde mole­

culen (receptor-moleculen) in het plasmamembraan aanbrengt, waar­

door de permeabi.liteit verandert (Keynan, 1978). Hierdoor kan 

door een uitwisseling van ionen en organische zuren de core water 

opnemen, zodat de aanwezige enzymen van een latente in een actieve 

toestand kunnen overgaan. Tijdens de ontkieming worden geen nieuwe 

enzymen of andere celbestanddelen gesynthetiseerd. Remmers van de 

eiwit- of nucleïnezuursynthese zoals chlooramfenicol en actinomy-

cine D hebben dus geen effect op de ontkieming. 

De geactiveerde enzymen beginnen met de afbraak van de cortex, 

de core-eiwitten en een gedeelte van de sporecoat. Als gevolg 

hiervan komen in grote hoeveelheden sporespecifieke substanties, 

zoals fragmenten van het gehydrolyseerde peptidoglycan uit de 

cortex en Ca en DPA uit de core vrij. Tijdens de ontkieming 

scheidt de spore 30% van haar droge-stofgewicht uit in het medium. 

De veranderingen in de sporestructuur gaan gepaard ondermeer met 

het verlies aan resistentie tegen hitte, straling en chemische 

stoffen. 

Uitgroei 

Indien de ontkieming plaatsvindt in water, zonder nutriënten, 

zal de ontkiemde spore zich niet verder ontwikkelen. Wanneer ech­

ter de voor de groei noodzakelijke nutriënten worden toegevoegd, 

ook al geschiedt dit enkele dagen later, dan zwelt de ontkiemde 

spore, de nucleïnezuur- en eiwitsynthese komt op gang, en op een 

gegeven moment komt uit de spore de nieuwe cel tevoorschijn, die 

zich verder door celstrekking tot een normale vegetatieve cel 

ontwikkelt (fig. 9). Onder optimale omstandigheden ontwikkelt 

een ontkiemde spore zich binnen 100 minuten tot een nieuwe vege­

tatieve cel. Wanneer onvoldoende nutriënten aanwezig zijn, kan 
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0.5 ym 

Fig. 9. Uitgroei van de spore van B. polymyxa. Zichtbaar zijn de 
laterale wijze van naar buiten komen, de verlenging en het begin 
van celdeling van de nieuwe vegetatieve cel, samen met het afwerpen 
van de sporecoat. Bron: Dring et a l . , 1976. 

Fig. 10. verschillende wijzen van het naar 
buiten komen van de nieuwe vegetatieve cel 

U tijdens het stadium van uitgroei. 

de uitgroeiende cel meteen opnieuw tot sporevorming overgaan 

(microcyclische sporulering) dan wel een cyste-achtige cel vor­

men (Keynan, 1973). 

De zwelling van de ontkiemde spore die het gevolg is van wa­

teropname door de sporeprotoplast, doet het sporevolume gemiddeld 

met een factor 2 à 3 toenemen. De gezwollen protoplast b l i j f t nog 

binnen het sporeomhulsel totdat de celwand zich in voldoende mate 

ontwikkeld heeft en bescherming kan bieden tegen osmotische druk­

ken, hetgeen meestal halverwege het uitgroeiproces het geval i s . 

°e cel kan, zoals in figuur 10 schematisch is weergegeven, op 
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verschillende manieren naar buiten treden: 1. polair (Bacillus 

cereus) , 2. lateraal door splijting van de sporecoat (B. subtilis) 

3. lateraal zonder splijting (s. licheniformis) 4. door absorptie 

van de sporecoat (B. megaterium). 

Biochemisch kan men de uitgroei volgen aan de hand van de 

RNA-, de eiwit- en de DNA-synthese. De ademhaling en het energie-

metabolisme starten tegelijkertijd met de ontkieming. De RNA-

synthese begint bij B. cereus onder optimale omstandigheden 2,5 

minuut na het initiëren van de ontkieming, de eiwit-synthese na 

4 minuten en de DNA-synthese pas na 120 minuten, vlak voor de 

eerste celdeling (Hanson et al. 1970). 

In de sporeprotoplast van een dormante spore zijn de voor een 

bacteriecel essentiële cytoplasmabestanddelen aanwezig; 

alleen m-RNA ontbreekt. De ribosomen zijn niet functioneel; zij 

worden tijdens het ontkiemingsproces tegelijkertijd met de enzy­

men voor de ademhaling en de eiwitsynthese geactiveerd, zodat na 

de ontkieming een intact systeem voor de eiwitsynthese naast die 

voor de nucleïnezuursynthese voorhanden is. 

Door de afbraak van spore-RNA komen tijdens de ontkieming 

nucleotiden vrij en door de afbraak van core-eiwitten aminozuren. 

Deze worden opnieuw benut tijdens de uitgroei voor de nucleïne-

zuur- en eiwitsynthese (Settlow, 1977) . Daardoor kan direkt na 

de ontkieming de synthese van m-RNA aanvangen, spoedig gevolgd 

door eiwitsynthese. 

Er zijn aanwijzingen dat de regulatieve processen die de ont­

kiemde spore doet uitgroeien tot een normale vegetatieve cel, 

zich afspelen op het niveau van de transcriptie van RNA (Keynan, 

1973). Tijdens de uitgroei vindt een continue synthese van niet-

stabiele m-RNA plaats. Het labiele karakter van m-RNA is nood­

zakelijk voor het bijsturen van de eiwitsynthese. Op deze wijze 

ontstaat er een opeenvolgende en tijdsgeordende verandering in 

het synthesepatroon van eiwitten die in de vorm van enzymen de 

samenstelling en structuur van de cel bepalen. 
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RESISTENTIE EN SUBLETALE BESCHADIGINGEN 

Resistentie 

In een spore zijn geen essentiële celbestanddelen aanwezig die 

van nature een verhoogde resistentie bezitten tegen ongunstige 

invloeden van het milieu. Vele van de in de spore aanwezige en­

zymen, het DNA, het RNA, de ribosomen en andere vitale bestand­

delen zijn in vitro niet of nauwelijks resistenter dan de over­

eenkomstige verbindingen uit de vegetatieve moedercel. Dit impli­

ceert dat de spore over een mechanisme moet beschikken die de 

stabiliteit van bovengenoemde essentiële macromoleculen verhoogt. 

Er zijn duidelijke aanwijzingen dat de buitengewoon grote resis­

tentie samenhangt met de bijzondere morfologische sporestructuur. 

De sporeprotoplast, het plasmamembraan en de kiemcelwand doen de 

spore lijken op een gecondenseerde vegetatieve cel die door de 

coat en de cortex tegen ongunstige invloeden van buitenaf wordt 

beschermd. 

De coat speelt een rol bij de mechanische bescherming van de 

spore en de resistentie tegen de inwerking van verschillende 

enzymen en chemische stoffen, hetgeen onder meer samenhangt met 

het hoge gehalte aan keratineachtige eiwitten in de coat (Aron-

son & Pandey, 1978). Wanneer de coatstructuur door mutatie, rem­

ming van de synthese of extrahering van coateiwitten wordt ver­

broken, neemt de gevoeligheid voor enzymen, zoals lysozym, en 

voor chemische stoffen, zoals octanol, aanzienlijk toe, maar de 

resistentie tegen hitte blijft onveranderd. Hieruit blijkt dat 

de coat geen direkte rol speelt bij de handhaving van de hitte-

resistentie (Warth, 1978a). 

Dit in tegenstelling tot de cortex. Wanneer men aan bovenge­

noemde enzympermeabele sporen het enzym lysozym toevoegt, ver­

dwijnt de hitteresistentie, zodra het peptidoglycanpolymeer uit 

de cortex door hydrolyse gedepolymeriseerd wordt (Gould, 1970). 

Verondersteld wordt dat de verhoogde stabiliteit van essentiële 

spore-macromoleculen voor een gedeelte samenhangt met een laag 

watergehalte in de protoplast en dat de cortex een functie heeft 

bij de handhaving van dit lage watergehalte. Men neemt in het 

algemeen aan dat bij micro-organismen de dodende werking van hitte 
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berust op coagulatie van essentiële macromoleculen, zoals eiwit­

ten en nucleinezuren (Pflug & Schmidt, 1968); in droge toestand 

coaguleren deze macromoleculen minder snel. 

Pasteur toonde in 1861 al aan dat door drogen de hitteresis-

tentie van micro-organismen toeneemt en op grond hiervan schreef 

Cohn (1877) de hitteresistentie van sporen toe aan een laag wa­

tergehalte. Lewith (1890) berekende zelfs op grond van zijn on­

derzoekingen naar de stabiliteit van het wit van kippe-eieren 

dat het binnenste gedeelte van een spore ongeveer voor 10% uit 

water moest bestaan; een waarde die tegenwoordig algemeen gehan­

teerd wordt. Directe aanwijzingen voor een gedehydrateerde toe­

stand van de protoplast vormen de hoge refractiewaarde (1,5) en 

de. hoge soortelijke dichtheid (1,4) die sporen bezitten. Deze 

waarden kunnen alleen verklaard worden door aan te nemen dat de 

protoplast een gecondenseerde structuur bezit. Experimentele 

steun voor de opvatting van Cohn kwam uit het onderzoek van Mur-

rell & Scott (1966) . Zij bestudeerden de invloed van de water­

activiteit (a ) op de hitteresistentie en namen waar dat bij lage 

a sporen veel resistenter waren dan bij hoge a . Vooral bij meer w w 
hittegevoelige sporen, zoals Clostridium botulinum type C, nam de 

hitteresistentie enorm toe door verlaging van de a ; dit in tegen-
w 

stelling tot de zeer hitteresistente sporen van Bacillus stearo-

thermophiius, zodat het grote verschil in hitteresistentie tussen 

deze sporen bijna verdween. Aangenomen werd dat de protoplast van 

c. botulinum, gezien de lage hitteresistentie, in een waterig 

milieu meer water bevatte dan die van B. stearothermophilus, waar­

door een verandering hierin door a -verlaging een veel groter ef­

fect op de hitteresistentie zou hebben. 

Over de moleculaire achtergrond van de verhoogde stabiliteit 

van essentiële verbindingen, zoals enzymen, nucleinezuren, ribo-

somen en de celmembraan bij een laag watergehalte, is nog weinig 

bekend (Gould & Measures, 1977). Mogelijkerwijs draagt het hoge 

gehalte aan elektrolyten, zoals calcium en mangaan, en andere 

laag-moleculaire verbindingen, zoals glutaminezuur, in de proto­

plast bij tot deze stabilisering. 

Over de wijze waarop de cortex betrokken is bij de totstand­

koming en handhaving van een gedehydrateerd protoplast kan men 

chronologisch de volgende hypothesen onderscheiden: 
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- De contraherende cortex-theorie. Deze werd geformuleerd door 

Lewis et al. (1960) en houdt in dat de dikke peptidoglycanlaag 

in de cortex zich tijdens de sporulering samentrekt en voldoende 

mechanische druk uitoefent om het water uit de ingesloten proto­

plast te persen en zo dit gedeelte gedehydrateerd te houden. Het 

peptidoglycan dat als het ware één reusachtig zakvormig macro­

molecuul om het protoplast vormt en dat voornamelijk uit paral­

lele ketens van suikerachtige verbindingen bestaat, bevat veel 

vrije carboxylgroepen. In niet-zuur milieu zijn de carboxylgroe-

pen gedissocieerd, zodat het polymeer dan negatief geladen is. 

Het netwerk van ketens zal een minder verdichte structuur aanne-

men, doordat de individuele ladingsplekken elkaar afstoten. Lewis 

et al. namen aan dat aan het einde van de sporulering een actief 

transport van calcium-ionen naar de cortex plaatsvond en het 

peptidoglycanpolymeer zou krimpen en daardoor de ingesloten pro-
2 + toplast samenpersen als gevolg van de vorming van Ca -bruggen 

tussen de negatief geladen carboxylgroepen. 

- De expanderende cortex-theorie. Uitgaande van de contraherende 

cortex-theorie zou verwacht mogen worden dat, wanneer de disso­

ciatie van de carboxylgroepen sterk teruggedrongen wordt door 

sporen met zuur te behandelen, waardoor de onderlinge afstoting 

kleiner wordt en het polymeer krimt, de hitteresistentie toeneemt. 

Alderton & Snell (1963) vonden daarentegen dat de hitteresistentie 

door een zuurbehandeling afnam. Op grond hiervan stelden zij de 

hypothese op dat het peptidoglycan zich tijdens de sporulering 

niet samentrekt, maar door onderlinge elektrostatische afstoting 

van de geïoniseerde carboxylgroepen zwelt, zich afzet tegen de 

onbuigzame sporecoat en zo een mechanische druk op de protoplast 

uitoefent om het water weg te persen. Aanvullende argumenten voor 

een geëxpandeerde cortex werden door Gould & Dring (1975a) naar 

voren gebracht. 

- De geëxpandeerde osmoregulerende cortex-theorie. Gould & Dring 

(1975) werkten de hypothese van Alderton & Snell (1963) verder 

uit en waren van mening dat naast de mechanische expansie van de 

cortex de handhaving van een laag watergehalte in de protoplast 

mede gewaarborgd wordt, doordat de cortex een osmotische druk in 

stand houdt. Deze theorie wordt door Gould verder besproken in 

de hierna volgende bijdrage. 
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- Be anisotropische gezwollen cortex-theorie. Deze omvat een an­

dere uitwerking van de hypothese van Alderton & Snell (1963) door 

Warth (1978a). Het door elektrostatische afstoting gezwollen 

peptidoglycan behoeft zich niet tegen de coat af te zetten, maar 

zwelt tijdens de sporulering in radiale richting, waardoor de in­

gesloten protoplää'f-wordt samengedrukt. Deze anisotropische 

zwelling, dat wil'neggen een zwelling die niet in alle richtingen 

gelijk groot is, zou tot stand kunnen komen door verwijdering van 

peptide-dwarsverbindingen in het peptidoglycan aan het einde van 

de sporulering door hydrolytische enzymen en de vorming van mura-

minelactam-, 1-alanine-, en tetrapeptide-subeenheden door trans-

aminasen (fig.6). Volgens Warth neemt het volume van de cortex 

slechts weinig toe. Omdat tegelijk met de vorming van de cortex 

DPA gesynthetiseerd wordt, zal een gedeeltelijke vervanging van 

water door DPA mede tot de dehydratering van de protoplast bij­

dragen. 

Geen enkele van bovenstaande theorien is in staat het mechanisme 

van de hitteresistentie volledig te verklaren. 

Vroeger dacht men dat DPA, dat ongeveer 30% van het droogge-

wicht van de protoplast uitmaakt, van essentieel belang was voor 

de hitteresistentie. Deze opvatting kwam naar voren na de ontdek­

king van Powell (1953). Hij constateerde dat sporen wél en vege­

tatieve cellen géén DPA bevatten en werd hierin gesteund door de 

waarnemingen dat het verlies van hitteresistentie tijdens de ont­

kieming gepaard gaat met het vrijkomen van DPA en dat onder be­

paalde omstandigheden een goede correlatie bestaat tussen de hit­

teresistentie en het DPA-gehalte. Men was echter gedwongen van 

dit standpunt af te stappen na de ontdekking van Hanson et al. 

(1972). Zij vonden dat sporemutanten welke DPA-negatief waren, 

niettegenstaande toch dezelfde hitteresistentie bezaten als DPA-

-positieve sporen van het wilde fenotype. Uit het feit dat deze 

mutanten tijdens opslag snel hun dormaney-eigenschappen verloren 

en moeilijk met de gebruikelijke ontkiemingsinitiators tot ont­

kieming gebracht konden worden, trok men de conclusie dat DPA 

mogelijk een rol speelt bij de handhaving van de dormancy en de 

initiëring van de ontkieming. 
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Subletale beschadigingen 

Evenals andere micro-organismen kunnen bacteriesporen door een 

hitte- of andere procesbehandeling zodanig beschadigd worden dat 

zij niet langer in staat zijn onder dezelfde milieucondities tot 

herkenbare kolonies uit te groeien als onbehandelde sporen. Bij 

sporen kunnen deze subletale beschadigingen zowel bij de celde­

ling als bij de ontkieming en de uitgroei tot uiting komen 

(Hurst, 1977) . 

Bij sporen wordt meestal door een hittebehandeling eerst het 

vermogen tot celdeling aangetast. Zo vonden Levinson & Hyatt 

(1971) dat bij B. megaterium tenminste 94% van de sporen die bij 

temperaturen van 7 5 tot 85 C verhit werden, hun ontkiemingsver-

mogen behielden, maar geen herkenbare kolonies meer konden vor­

men. Minder dan 6% ontkiemde niet. Voortzetting van de hittebe­

handeling had tot gevolg dat tenslotte alle sporen hun ontkie-

mingsvermogen verloren. Een andere beeld wordt echter verkregen, 

indien de verhitting bij ultrahoge temperaturen geschiedt (Busta, 

1976). Bij een kort-hoog-verhitting neemt het percentage sporen 

dat niet kan ontkiemen aanzienlijk toe. Deze beschadigingen zijn 

echter van subletale aard, want door aan de voedingsbodem lysozym 

(c. botulinum en C. p'erfringens) of CaDPA (B. subtilis) toe te 

voegen ontkiemen de sporen en vormen herkenbare kolonies. Men 

neemt aan dat bij deze hoge temperaturen allereerst het gebruike­

lijke ontkiemingsmechanisme beschadigd wordt en dat door toevoe­

ging van niet-voedingsachtige ontkiemingsinitiators de sporen in 

de gelegenheid gesteld worden via een andere weg tot ontkieming 

over te gaan. 

Subletale beschadigingen van andere aard kunnen resulteren in 

een wijziging in de optimale ontkiemings- of uitgroeitemperatuur, 

vergroting van de gevoeligheid voor bepaalde stoffen, zoals zou­

ten, antibiotica of andere remstoffen, dan wel in een grotere 

behoefte aan micro- of macronutriënten (Adams, 1978). Een gedeelte 

van bovengenoemde subletale beschadigingen bij sporen, in het 

bijzonder die tijdens de uitgroei tot uiting komen, herstellen 

zich door een resuscitatiebehandeling in een niet-selectief me­

dium onder optimale omstandigheden. 
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Het mechanisme van de sporeresistentie en -dormancy 

G.W. Gould, Unilever Research Laboratory, Colworth House, 

Sharnbrook, Bedford, MK44 1LQ, United Kingdom 

INLEIDING 

Om de resistentie van bacteriesporen in voedingsmiddelen te ver­

lagen staan ons slechts enkele bruikbare methoden ter beschik­

king. Dit zijn volgens Roberts & Hitchins (1969): verhitting bij 

lage pH-waarden, blootstelling aan lage pH-waarden voorafgaande 

aan verhitting bij hogere pH-waarden (Alderton & Snell, 1963), 

verhitting in aanwezigheid van pekelzouten (NaCl, NaNO-J , verhit­

ting in aanwezigheid van het antibioticum nisine, bestraling 

voorafgaande aan verhitting en toepassing van hydrostatistische 

druk (Clouston & Wills, 1969; Gould & Sale, 1970). De mogelijk­

heid om een keuze te doen uit een groter aantal methoden dan 

hierboven genoemd, zou voor voedingsmiddelenmicrobiologen van 

nut kunnen zijn. Het is daarom te hopen dat ieder nieuw verwor­

ven inzicht in de aan de resistentie en de dormancy ten grond­

slag liggende mechanismen uiteindelijk tot de ontwikkeling van 

nieuwe sporebeheersingsmethoden zal leiden. In deze bijdrage 

worden enkele nieuwe ideeën beschreven met betrekking tot de 

wijze waarop sporen hun buitengewone resistentie en dormancy 

kunnen handhaven, samen met enkele hieruit voortvloeiende prak­

tische implicaties en enkele mogelijk nieuwe benaderingswijzen 

tot sporebeheersing die de moeite waard zijn nader onderzocht te 

worden. 

COMPARTIMENTENVORMING TIJDENS DE VORMING VAN DE SPORE 

Tijdens de beginstadia van de sporevorming heeft de asymmetri­

sche deling van de protoplast en de daaropvolgende insnoering 

tot gevolg dat er een cellulaire structuur ontstaat die uniek 

is voor prokaryonten (fig. 1). Het compartiment dat later de 

sporeprotoplast zal worden, wordt geheel omgeven door het moeder-
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Fig. 1. Sporevorming. Schematische weergave van de voor­
naamste morfologische veranderingen die plaatsvinden, in 

coat het bijzonder ten aanzien van de plaatsing van de mem­
branen (dikke lijnen). 

celcompartiment en wordt tevens van de omgeving afgescheiden 

door drie membranen, namelijk het binnenste voorsporemembraan, 

het buitenste voorsporemembraan en het moedercelmembraan. De 

insluiting heeft tot gevolg dat de ligging van het buitenste 

voorsporemembraan zodanig is dat de polariteit van dit membraan 

is omgekeerd (Fitz-James & Young, 1969; Wilkinson et al., 1975). 

Voor de resistentie en dormancy is het belangrijk te weten 

dat de moedercel door deze ongebruikelijke compartimentenvorming 

in staat is de omgeving van de ingesloten voorspore onder con­

trole te houden. Blijkbaar speelt het watergehalte van de inge­

sloten cel hierin een belangrijke rol. Er zijn belangrijke aan­

wijzingen dat het watergehalte van de voorspore tijdens de vor­

ming van de spore afneemt. De grootte van de voorspore neemt af 

en de gevoeligheid voor ultraviolet licht van het DNA verandert 

op een wijze die vergelijkbaar is met de reductie van het water­

gehalte, juist voordat de verhoogde lichtbreking van de spore 

tot stand komt (Germaine et al., 1973). 

De reductie van het watergehalte hangt zeer waarschijnlijk 

samen met een reductie van de hoeveelheid oplosbare laagmolecu-

laire verbindingen in de voorspore. Als gevolg hiervan wordt de 

osmotische druk kleiner, zodat water vanuit de voorspore naar 
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