Pokroky vo vyskume biochemického tc¢inku vybratyech antimikrob-
nych liatok a mechanizmov rezistencie mikroorganizmov proti nim

J. SUBIK

Hygienicku nezavadnost pozivatin, jedno zo zdkladnych kritérii ich kvality,
rozhodujicou mierou ovplyviiuje mikrofléra surovin (mikroorganizmy-, toxiny),
hygienické podmienky vyroby (mikrobiologické faktory vyrobnych priestorov
a zariadeni, voda, vzduch), ako aj pouzitd metéda tichovy potravin. Pozivatiny
v prevaznej miere moéze znehodnocovat ¢innost mikroorganizmov, baktérii,
kvasiniek a plesni. Tieto neziadtice mikroorganizmy popri rozsiahlych stratich
na potravinirskych suroviniach a vyrobkoch spésobuji aj chemické zmeny
potravin, désledkom ¢oho st nevhodné na konzumaéciu, ale naviac mozu vy-
volat aj vizne infekcie a otravy po ich poZiti [1, 2].

Hygienické podmienky VVIObV zavisia od pouzitia i¢innych ¢istiacich a de-
z1nfekcnych prostriedkov, ako aj od sposobov ich apl]kacle v sanitacnom pro-
cese. Podobne i chemické metddy tchovy potravin zivisia od efektivnosti
pouzitych antimikrébnych pridavnych latok, ktoré slizia ako konzervacné
¢inidla [3].

Z hladiska stfasnych poziadaviek je paleta chemickych prostriedkov boja
proti mikroorganizmom, pouzivanych v narotnych podmienkach potravinir-
skeho prlemvslu nedostacujica [4, 5]. Preto sa treba zamerat na vyskum,
vyvoj a aplikdciu novych, biologicky aktivnych latok, ktoré sa pouziju
jednak na pripravu novych d¢innych, ¢istiacich a dezinfekénych prostriedkov
pri likvidacii alebo prevencii mikrobidlnej kontaminédcie vyrobnych procesov
a zariadeni, jednak ako antimikrobialne latky v kombindcii s inymi metédami
zabranujicimi znehodnocovaniu pozivatin mikroorganizmami.

Vo Vyskumnom tustave potravinarskom v Bratislave sa v sulade s tymto
zameranim riesila v rokoch 1976—1977 vecné etapa ,,Vyskum biochemického
ucinku antimikrébnych latok® Ciastkovej tlohy rozvoja vedy a techniky
P 11-529-264/02. Tento prispevok podava informativny sthrn vysledkov rie-
senia tejto etapy, ktoré v plnom zneni uvidza zivereénd sprava z novembra
1977 [6].

Vysledky prace mozno z formélnej stranky rozdelit na $tyri veené celky.
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Antimikrédbne latky v dezinfekénych procesoch

V suvislosti s neziadicou aktivitou mikroorganizmov, ktoré znizuji hygie-
nickt nezdvadnost a tym i celkovi kvalitu pozivatin, opisali sa prostriedky
boja proti tymto Skodcom. Déraz sa kladol na chemické prostriedky, ktoré
svojou uéinnostou v dezinfekénych procesoch vyznamne redukuji kontaming-
ciu potravindrskych surovin a ich vyrobkov mikroorganizmami.

Analvzovali sa poziadavky, ktoré sa kladd na dezinfekéné prostriedky.
pouzivané v naroénych podmienkach potravinarskeho priemyslu, a diskutovali
sa faktory, ktoré za tychto podmienok vyznamne ovplyviuji ich tc¢innost.
V zavere sa podal prehlad zakladnych dezinfekénych prostriedkov pouziva-
nveh v potravindrskom priemysle a v stvislosti so sanitacnymi procesmi sa
prediskutovali niektoré ich fyzikilnochemické a biologické vlastnosti.

Derivaty karbonylkyanidfenylhydrazénu a ich vplyv na rast
a metabolizmus mikrobidlnych buniek

Karbonylkanid arylhydrazény predstavuji skupinu organickych zlicenin
vseobeceného vzorca
/CEN
R—NH—N:C\ .
C=N

v ktorom R je substituovany alebo nesubstituovany arylovy radikal, napr.
fenyl alebo naftyl. V sili vyuzit vlastnosti tychto zlicenin v boji proti polno-
hospodérskym a potravinarskym skodcom, studovali sme v zavislosti od che-
mickej Struktdry antimikrébnu aktivitu série laboratérne syntetizovanych
derivatov karbonylkyanidfenylhydrazénu. Pri desiatich studovanych zlice-
ninach. ktoré predstavuju derivaty karbonylkyanidarylhydrazénu obsahujice
volny alebo substituovany fenyl v jednej alebo viacerych polohéch s halogé-
nom. alkylskupinou, nitroskupinou, acylom alebo halogénalkoxyskupinou,
biochemickymi a mikrobiologickymi metédami sme sledovali ich vplyv na
rast a metabolizmus baktérii, kvasiniek a vlaknitych hab.

Zistili sme, ze tieto zlGCeniny uz v pomerne nizkych koncentracidch inhibo-
vali rast buniek Bacillus cereus, Saccharomyces cerevisiae a mnohych sapro-
fytickyeh a fytopatogénnych hib, ako st Aspergillus niger, A. oryzae, Penici-
lowin italicum, P. cyclopium. Botrylis cinerea. Neurospora crassa, Rhyzopus
nigricans a Mucor mudeco. Uéinok testovanych derivitov karbonylkyanid-
fenvlhvdrazénu, specificky indukujicich zvysent vodivost membran pre pro-
ténv a reagujucich so zlti¢eninami buniek obsahujtcich tiol, bol vo vyssich
koncentracidch pre vegetativne bunky mikroorganizmov, ako aj ich spéry
letalny.

Zo ziskanych experimentalnych vysledkov antimikrébnej aktivity sa urcili
relativine Géinnosti jednotlivych derivatov karbonylkyanidfenylhydrazénu.
Po ich korelacii s fyzikalnochemickymi vlastnostami sa zistilo, ze maximum
biologickej aktivity vykazuju tie derivaty, pri ktorych substituent na benzé-
novom jadre zapri¢inuje stucasne zvysenie acidity a lipofility derivatu v porov-
nani s nesubstituovanym karbonylkyanidfenylhydrazénom. Tito podmienku
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splnali najmé 4-trifluérmetoxy-, 3-chlér-, 4-chlér- a 3,4-dichlér-derivaty
karbonylkyanidfenylhydrazénu.

Vzhladom na pomerne jednoducht chemicku pripravu, vysoku antimikréb-
nu aktivitu, Siroké spektrum tc¢inku, zndmy spoésob Wcéinku, rozpustnost
vo vodnych i nevodnych rozpistadlach studované derivity karbonylkyanid-
fenylhydrazénu boli navrhnuté na pripravu sirokospektralnych dezinfekénych
prostriedkov, pouzitelnych v prevencii i v likvidacii neziaducich polnohospo-
darskych a potravinarskych gkodecov. Chemickd priprava a biologické vlast-
nosti studovanych derivatov st predmetom patentovo-pravneho konania.

Antimikrébna aktivita aminoxidov: Sposob dc¢inku a koreldcia
struktdry s aktivitou

Aminoxidy predstavuji velkd skupinu chemickych zlticenin, odvodenych
od tercidlnych aminov, ktoré obsahuju silne polarizovani N — O vazbu.
Mnohé, v prirode sa vyskytujice alebo chemicky syntetizované aminoxidy
s zname ako antimetabolity, chemoterapeutikd, psychotropné a kancerosta-
tické latky.

Nase experimentalne prace sa zamerali na vyskum antimikrébnej aktivity
skupiny N-alkylderivatov nasytenych heterocyklickych aminoxidov vseobec-
ného vzorca

X

kde X je heterocyklické jadro (pyrolidin, piperidin, perhydroazepin, morfolin
a R linerarny alkyl o poc¢te uhlikov C, az Cy.

Pri §tadiu antimikrébnej aktivity aminoxidov sme za reprezentativnu zli-
¢eninu vybrali 4-dodecylmorfolin -N-oxid (DMNO). Ako modelové mikroorga-
nizmy sa pouzili baktérie Bacillus cereus. kvasinka Saccharomyces cerevisiae
a plesne Aspergillus niger. A. flavus. A. oryzae. Ad. nidulans. Penicilivim italiciom.
P. roqueforti. P. cyclopium. P. chrysogenum. P. brevi-compactum. Mucor mucedo,
M. racemosus, Bolrytis cinerea, Rhyzopus oryzae. Rh. nigricans, Paecilomyces
variott a Fusarium oxysporun.

Stiadiom vplyvu DMNO na diferencidciu a rast baktérii zo spérového inokula
sme zistili, ze DMNO v zavislosti od pouzitej koncentracie inhiboval klicenie
a postgerminaény vyvoj spér Bacillus cereus. Uc¢inok DMNO bol pre vegeta-
tivne bunky letalny. Nevykli¢ené spory v pritomnosti DMNO svoju zivota-
schopnost nestracali.

Podobne ako rast baktérii, aj rast vlaknitych hib bol inhibovany DMNO.
Najcitlivejsie na inhibi¢ny t¢inok boli Botrytis cinerea a Paecilomyces varioti.
Spoéry plesni v pritomnosti DMNO neboli schopné klicit a ich zivotaschopnost
klesala s rasticim ¢asom ich interakcie s aminoxidom.

Sposob tcinku DMNO sme podrobnejsie studovali na kvasinke S. cerevisiae.
ktorej biochemické vlastnosti velmi dobre pozname. Zistili sme, ze DMNO
inhibuje rast buniek kvasiniek v tekutom médiu uz v pomerne nizkych kon-
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centraciach. Utinok DMNO bol letdlny. V pritomnosti rast inhibujtcich kon-
centracii DMNO tplne inhiboval anaerébnu glykolyzu buniek, priéom vsak
bol bez efektu na reakéntirychlost mnohych glykolytickych enzymov, testova-
nych za podmienok in vitro.

Za pritomnosti DMNO bunky kvasiniek neboli schopné oxidovat glukézu.
Aj izolované mitochondrie po interakcii s DMNO stratili schopnost oxidovat
jantaran, citratat, ako aj TMPD -+ askorbat. Za tychto podmienok ich ATP-
-4zové aktivita bola silne inhibovana.

Bunky kvasiniek po pridani DMNO rychlo stracali intraceluldarmy draslik.
Po dlhiej inkubécii s DMNO bolo moiné pozorovat i uvoliiovanie bunkového
materialu, absorbujice v UV oblasti do okolitého média, ¢o poukazuje na roz-
siahlost poskodenla bunkovych struktur.

Dezorganizicia membranovych struktar pod vplyvom DMNO sa vyraznejsie
prejavila za pritomnosti protoplastov kvasiniek inkubovanych v osmoticky
stabilizovanych médiach. Rychlost i rozsah ich lyzy zaviseli od koncentricie
DMNO, ¢asu a teploty okolitého prostredia. S rastiicou teplotou cytolyticka
aktivita DMNO vzrastala a jej priebeh v zavislosti od teploty (Arrhéniové kriv-
ky) vykazoval diskontinuitu pri 16—20 °C.

Na zéklade ziskanych vysledkov biochemickej analyzy vplyvu DMNO na
metabolizmus 8. cerevisiae mozno vyslovit zaver, podla ktorého dezorganizicia
membranovych struktdar, po interakcii mikroorganizmov s aminoxidmi, je
primarne zodpovednda za ich antimikrébnu aktivitu.

Tento zaver podporuje i studium vzéjomného vztahu struktiry a antimik-
rébnej aktivity aminoxidov, ktoré naviac dava cenné informacie i o vplyve
jednotlivych substituentov studovanych aminoxidov na ich biologické viast-
nosti. V priebehu tohto vyskumu sme zistili, ze v homolooneJ sérii 4-alkylmor-
folin-N-oxidov, obsahujtcich alkylovy postlann) refazec o rozlitnej dizke
(Cy, Cy. .. Ciqs Cig)s antimikrébna i c\'tol\tlcka, aktivita vzrastali s rasticou
dlzkou allwlu Vyrazny zlom v aktivite tejto série derivatov sa pozoroval
v okoli alkylu obsahujiceho 10 atémov uhlfka. Optimum aktivity sa nameralo
pre 4- hemdecv]morfolm N-oxid.

Kym zmena dlzky alkylu vyrazne vplyvala na biologickt aktivitu $tudova-
ny ‘ch aminoxidov, zmena Str uktuly heterocyklického kluhu sa uz tak vyrazne
neprejavovala. V sérii studovanych aminoxidov, obsahujicich rovnaky alkyl
(('}p) antimikrébna a cytolyticka aktivita mieme vzrastali v poradi: 4-dode-
cylmorfolin-N-oxid, 1-dodecylpyrolidin-N-oxid, 1-dodecylpiperidin-N-oxid
a 1-dodecylperhydroazepin-N-oxid.

Tieto vysledky ]ednoznacne dokazuju, ze biologickéd aktivita testovanych
aminoxidov z&visi prevazne od dlzky retazca postranného alkylu, pricom ju
iba mierne ovplyviiuji iné subctltuentv polarizovanej N—O skupm}

Studované aminoxidy, ktmych blOCldn) efekt podmienuje ich interakcia
s biologickymi membranami, maja vela vyznacnych vlastnosti. St povrchovo
aktivne, biodegradabilné, nekorozivne, rozpustné vo vode i nevodnych roz-
pustadlach a pritom popri ich vyznamnej antimikrébnej aktivite ich toxicita
voci cicaveom je niekolkonasobne nizsia ako toxicita odpovedajicich kvartér-
nych amoéniovych soli. Tieto vlastnosti preduréuji Studované aminoxidy na
pripravu novych, vysokotuc¢innych sanita¢nych prostriedkov, ktoré by sa dali
pouzit i naroénych podmienkach potravinarskeho priemyslu.
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Rezistencia mikroorganizmov proti antimikrébnym latkam:
Biochemicky a geneticky zaklad rezistencie kvasiniek proti
mucidinu

Jednym z faktorov, v praxi negativne ovplyvnujicich efektivnost antimik-
rébnych latok, je rezistencia mikroorganizmov proti nim. V populécii mikro-
organizmov vznikaji spontannou alebo indukovanou muta¢nou rychlostou
rezistentné mutanty, ktoré v désledku specifickych zmien v struktire alebo
obsahu bunkového genému st schopné tolerovat vyssie koncentracie biocid-
nych latok nez povodna populécia mikroorganizmov.

Vzhladom na to, ze pri eukaryotickych mikroorganizmoch (kvasinky, ples-
ne) st biochemické a genetické aspekty mikrobidlnej rezistencie prestudované
ovela menej ako pri prokaryotickych baktériéch, venovali sme sa Stadiu
zakladnych otézok rezistencie mikroorganizmov proti antifugdlnym latkam.
Biochemické a geneti¢kd analyza mikrobidlnej rezistencie si vyzaduje inhibi-
tor o zndmom spdsobe téinku a mikroorganizmus s dobre prestudovanou gene-
tikou a biochemickymi vlastnostami. Preto sa ako modelovéa antifiungalna
latka pouzil mucidin a ako mikroorganizmus kvasinka S. cerevisiae.

V priebehu studia sme zistili, ze spontdnna rezistencia proti mucidinu pri
kvasinkach vzniké v pomerne nizkej frekvencii, ale ju lahko mozno zvysit
rastom buniek za pritomnosti jednoduchych anorganickych soli, ako je chlorid
mangdnaty. Na zaklade ziskanych vysledkov bolo mozné izolované rezistentné
kmene rozdelit na tri odlisné skupiny. Mutanty prvej skupiny vykazovali
zdruzent rezistenciu proti rozlicnym metabolickym inhibitorom, ale in vitro
sa rezistencia nepozorovala. Mutanty druhej skupiny boli Specificky rezistentné
proti mucidinu, pricom ukazuju rezistenciu i na subceluldrnej irovni. Rezisten-
cia pri tychto mutantoch bola vysledkom modifikacie vizbovych alebo inhi-
bitnych miest inhibitora na mitochondridlnej membrane. Tretiu skupinu
tvorili mutanty s vysokou rezistenciou proti mucidinu a so zdruzenou rezisten-
ciou proti rozliécnym inym inhibitorom na bunkovej trovni, ale nie na subce-
lularnej arovni.

Genetickou analyzou sme zistili, ze za rezistenciu proti mucidinu si zodpo-
vedné tak jadrové, ako aj mitochondridlne gény. V pripade mutantov prvej
skupiny ide o jednogénovi jadrovii muticiu recesivnej povahy, v pripade
mutantov druhej skupiny o mutacie mimojadrovych génov. Rezistencia pri
mutantovi tretej skupiny bola determinovand mutaciami obidvoch typov
sticasne. Synergicka interakcia tychto mutacii je zodpovedna za vysoky stupen
rezistencie proti studovanému antifungalnemu antibiotiku.

Pri mitochondridlnych mutantoch rezistencia proti mucidinu segregovala
mitoticky a rezistentné determinanty sa stratili po indukeii petite mutantov
s etidium bromidom. Alelicky test odhalil, Ze mitochondridlne mutacie vyvola-
vajlce rezistenciu proti mucidinu spadaji do dvoch geneticky nespojenych
miest mitochondridlneho gendému. Tieto miesta nie su alelické s mitochon-
dridlnymi miestami, ktoré podmienuji rezistenciu proti chloramfenikolu.
erytromycinu alebo oligomycinu.

Vzhladom na naznacovant existenciu dvoch mitochondrialnych génovych
produktov zufastiiujicich sa na rezistencii kvasiniek proti mucidinu robili sa
pokusy identifikdcie odpovedajicich mitochondridlnych translaénych produk-
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tov elektroforézou v polyakrylamidovom géle. Uvedenymi metddami sa
nenagli signifikantné rozdiely v elektroforetickom profile mitochondridlnych
membran, ¢o ukazuje, Ze mutaciami vyvolané zmeny v struktire odpovedaju-
cich polypeptidov predstavujicich vizbové aelbo inhibitné miesta mucidinu
na membriane budd pomerne malé.

Uvedené vysledky biochemicko-genetickej analyzy mucidinove] rezistencie
potvrdzuji, ze ubichinon: cytochrém ¢ oxidoreduktaza je Specifickym miestom
inhibi¢ného téinku mucidinu. Minimalne dva polypeptidy nestice jeho vizbové
alebo inhibiéné miesta na tomto enzymovom komplexe st syntetizované mito-
chondriami a kédované mitochondridlnou DNK. Extrachromozomélne muta-
cie lokalizované na tejto DNK st takto zodpovedné za Specifické prejavy
rezistencie hub proti tomuto antifungdlnemu antibiotiku.

Metédy pripravy mucidin-rezistentnych mikrobidlnych klonov i niektoré
prestudované klony deponované v stétnej zbierke priemyseinych produkénych
mikroorganizmov st predmetom patentovo-pravnej ochrany.

Cast expeumenta,lnvch vysledkov ziskanych v pucbehu riesenia tejto vy-
skumnej tlohy bola uz uverejnend [7—11] a dalsie prace tykajtce sa uvede-
nych vyskumnych okruhov sa pripravuji na publikovanie v prislusnych vedec-
kych a odbornych ¢asopisoch.

Sthrn

Praca podava sthrn vysledkov vyskumu zameraného na Studium biologic-
kej aktivity chemicky syntetizovanych derivatov karbonylkyanidfenylhydra-
zonu, heterocyklickych alkylaminoxidov a antifungilneho antibiotika mucidi-
nu. vzhladom na biochemicky spdsob ich antimikrébneho dc¢inku a na bio-
chemické a genetické pozadie mikrobidlnej rezistencie.
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[Iporpece B irceaegoBamimin  OHOXIMIYCCROTO ACHCTBIA 130PAHHBIN IIPOTIL-
BO3MHRPOOHBIX BEIECTB 1T MCNAHI3MOB COUPOTHBICHIA MIIRPOOPraHn3MOB
1O OTHOHICHIO K HIIM

BuiBo 1w

B padoTe mpuBOAATCA PE3Y ILTATLI JCCACIOBAHIA, HAIIPABICHHOIO Ha H3YUYeHIe 0110710~
PHUECKOIT ARTHBHOCTIL XHMILUCCKIL CHHTCTH3NPOBAHHLIX HPOU3BOAHLN  RapOOHITIAHIT -
(eHIriIpasota, IeTepOIIRIMUCCRIN /IR T-AMIHOOOKICC 0B & AHTH(PYTIa ILHOIO aHTIH-
OHOTHEA, MYIUIUIHA, IPHHAMAT BO BHIMAHIC OUOXHMITYCCRITT l'll()v«"n’) HX TIPOTHBOMIKPOG-
HOPO JieficTBIA 11 GIHOXHMITUCCRYIO I FCHCTHUCC RYIO HOOIL 16 RY MURPOOIATILHOTO COIpOTIBITe-
HIIST.

Progress in the research of the biochemical effect of selected antimicrobial
agents and of the mechanisms of microorganisms resistance to them

Summary

The paper presents the summary of the results of research directed to the study
of the bhiological activity of chemically synthetized derivatives of carbonyleyanide
phenylhydrazone, heterocyclic alkyl amine oxides and antifungal antibiotic mueidin
with respect to biochemical mode of their antimicrobial action and biochemical and
genetic background of microbial resistance.

BULLETIN XVII/1—1978
11




