


Mikroorganizmy a vnejsi prostredi

Zivotni aktivita mikroorganizmu a jejich vyvoj
Jjsou zavislé na zivotnich podminkach —
vhejsim prostredi

Vnejsi prostredi musi obsahovat dostatecne
zdroje zivin, vyuzitelne zdroje energie a
vhodneé fyZ|kaIn| chemické a biologicke
podminky

VétSina mikroorganizmu se dokaze pomeérné
snadno prizpusobit danym vnegjSim
podminkam

Tato schopnost se oznacuje jako adaptace a
neni geneticky determinovana
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Podminky ovliviujici pusobeni vnejsich faktoru

« Povaha a intenzita pusobeni faktoru — nékteré faktory pusobi
na vSechny organizmy (teplo, UV, tlak, ...) jiné selektivnée
(jen na nekteré organizmy — chemicke latky)

* Doba a teplota pusobeni — limitujici je doba pusobeni -
prodluzovanim doby se zvetSuje ucinek. Efektivni dobu je
mozneé menit zmenou teploty (obvykle pfi vyssi teplote
vysSi ucinek)

» Povaha organizmu — vegetativni bunky jsou citlivejsi nez

klidova stadia (nejcitlivejsi na zaCatku log faze)

* Povaha prostredi — zesileni/oslabeni ucinku lze dosahnou
zmeéenou fyzikalnich a chemickych parametru prostredi

(oslabeni- vetsi viskozita, pritomnost organickych
latek, ...; zesileni — zmena pH, zvysenim teploty, ...)




Mechanizmus ucinku vnéjSich faktoru

* Poskozeni bunécné steny

* Narusenim funkce cytoplazmaticke membrany
« Zmenou struktury a funkce zakladni cytoplazmy
» Zastaveni procesu biosyntéezy

» Zastaveni procesu tvorby energie

* Inhibice enzymaticke aktivity




Faktory vnejsiho prostredi

* Fyzikalni faktory « Chemické faktory
*Sucho *pH
*Teplo *Oxidoredukcni potencial
*Osmoticky tlak *Povrchové aktivni latky
*Hydrostaticky tlak *Dezinfekéni latky
*Ultrazvuk *Tezke kovy
*Zareni *Chemoterapeutika

*Antibiotika




Fyzikalni faktory - sucho

VétSina mikroorganizmu vyzaduje volné pristupnou vodu

Nektere aktinomycety mohou vyuzivat i vodu
hygroskopickou (xerofilni organizmy)

Pri nedostatku vody dochazi k dehydrataci bunek,
snizuje se metabolicka aktivita a meni se velikost
protoplastu - plyzmolyza. Pri dlouhodobem
nedostatku — odumreni bunky

Velmi citlivé jsou k nedostatku vody G- koky, zejména
gonokoky a meningokoky (odumiraji po nekolika
hodinach)

Odolné jsou mykobakterie (M.tuberculosis v suchem
sputu preziva i nékolik tydnu), klidoveé formy a spory
bakterii

Lyofilizace — odejmuti vody pri velmi nizke teplote ve
vakuu. Moznost revitalizace. “Konzervace®
mikroorganizmu




Creviced rock _~Nater [not ground waler) held by molecular attraction,
' surrounds surfaces of rock particles
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All openings below waler fable
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Micrococcus cryophilus
Pseudomonas alfoprecipitans
Escherichia cofi

Neisseria gonorhoeae
Bacillus subtilis

Bacillus coagulans

Bacillus stearothermophifus




Fyzikalni faktory — letalni ucinek tepla

Mechanizmus spociva v denaturaci bilkovin a s ni
spojené inaktivaci jednoho nebo vice enzymu

Zablokovani celkové aktivity muze zpusobit i inaktivace

LI 4" A4 4

iInaktivacni teplotou
Letalni u€inek zavisi nejen na teploté a dobé pusobeni,
ale i na vnejsich podminkach prostredi (suché a
vihke teplo, kyselé a alkalicke prostredi, ...)
Letalniho pusobeni tepla se vyuziva pri sterilizaci
zivnych medii, nastroju, odévu, v potravinarstvi
(konzervace,...)




Nasycena vodni para

Suché teplo

Teplota Pretlak Sterilisacni Teplota Sterilisacni
C MPa (atm) doba °C doba
100 0 0 20  hodin 120 8 hodin

109 0,03 033 2,5 hodin 140 25 "
15 0,07 0,67 50  minut 160 1 :
121 0,10 1,00 15 r 170 40  minut
126 0,13 1,33 10 : 180 2z
134 0,20 2,00 4 :

Prefak Teplota vodni pary (°C)
ostavodi  polovinavaduchu  Zadny vzduch
WP (aim] éra odstranéna neodstianén
003 033 109 04 2
0 067 115 105 40
010 100 {21 {12 100







Fyzikalni faktory — pasterace

» Jednorazové zahrati na teplotu pod 100 °C —
odstranovany jsou pouze vegetativni formy
mikroorganizmu

» Pasteruji se hlavne potraviny, ktere by pri
zvysene teplote ztratily nutricni hodnotu nebo
by se poskodila chut (mleko, pivo, vino, ...)

» Teplota pasterace
*62,9 °C — do 30 minut
*71,6 °C — 15 sec
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Osmoticky tlak
pronikajiciho pres
, ve kterém je vyssi koncentrace rozpustenych

(polopropustnou)

nebo

. Je zavisly na teploté a

situace pred situace po

rozpoustidla

polopropustna membrana ® razpustena latka




Fyzikalni faktory — osmoticky tlak

Tlak mezi vnejsim a vnitrnim prostredim bunky dosahuje 0,5 az
2,0 MPa (5-20 atm). Tento tlak je fyziologicky a je
kompenzovan bunecnou stenou

V hypertonickem prostredi je znemoznen prijem vody —
fyziologicke sucho kolem bunky. Po delSi dobé pusobeni

bunky (zmenseni objemu protoplastu) podléhaji plazmolyze
— odumreni bunky

Hypotonické prostredi zvetsuje mnozstvi vody v bunce —
zvyseni turgoru — ruptura bunky (plazmoptyza)
Vyuziti pfi konzervovani potravin 10-15% soli, 5-70% cukru

Halotolerantni nebo halofilni organizmy — zmena osmolarity
vnitfniho prostredi, tak aby zustal tlak zachovan (vétSinou
produkce nekterych latek — glycerol, ..)




Fyzikalni faktory — tlak

VétSina mikroorganizmu zije za normalniho
atmosferickeho tlaku. Beznym bakteriim
zvyseny tlak vadi nepatrne — do 10MPa
(100 atm) neovliviuji vubec zZivotni projevy

Tlaky 10 — 50 MPa zastavuiji rust i mnozeni.

Barotolerantni bakterie — v oceanech do hloubky
4000 m

Barofilni bakterie — hloubky vetsi nez 5000 m
(rostou ale | za normalniho tlaku !)

Obligatorne barofilni — hloubky vetsi nez
10000 m (doba zdvojeni delsi nez 1 den)

10 km pod hladinou — 100 MPa




Fyzikalni faktory — ultrazvuk

Zvukoveé viny o frekvenci vyssi nez 24kHz s intenzitou kolem
10 W/cm?

Kavitacni ultrazvuk — uvolhovani plynu rozpusténych v kapaliné
(prostredi, zakladni cytoplazma) (ultrazvukova liposukce)

Mechanizmus ucinku — primo mechanicky nebo zmenou tlaku
vyvolanym uvolnenym plynem. V nekterych pripadech i
iInhibicni efekt latek vznikajicich po ucCinku ultrazvuku z
media (z chloridu — volny chlo6r)

Nejvetsi ucinek na viaknitée organizmy a G- tyCky. Nejmensi
na kvasinky a G+ koky.

Letalni ucCinek je tlumen zvysenou viskozitou prostredi,
pritomnosti bilkovin nebo latek zvysujicich povrchove
napeti

Letalni uCinek ultrazvuku nikdy neni 100% !
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Fyzikalni faktory — X a ¥ paprsky

Znacna penetracni schopnost

PuUsobi na vS8echny bunky (v€etné vyssich organizmu)

Mechanizmus — ionizace molekul intracelularni vody za tvorby volnych
hydroxylovych radikalu, vznik oxiranu (epoxidy — organickeé latky

s trojClennym kruhem obsahujicim kyslik), pfimy ucCinek na DNA (indukce
zlomu chromozomu)

Velmi citlive jsou G- bakterie, méné G+ , kvasinky a plisnée

UcCinnost se vyrazné zvysuje pritomnosti O,, latky silné redukuijici
(askorbova kyselina, sulfhydrylové skupinyf pusobi protektivné

K dosazeni letalni davky pro mikroorganizmy je potrebi 10 krat vétsi
davky nez pro Cloveka

Vyuziti pfi sterilizaci nékterych potravin, Iéku, obvazoveho
materialu,...(UCinkem se mohou ménit néktere fyzikalni a chemické
vlastnosti)

Radiopasterace — k potlaceni kliCivosti brambor a cibule, prodlouzeni
skladovatelnosti jahod atd.










Mikroorganismus

optimdlni maximélni
Escherichin coli 43 6,08 95
Bacillus subtiis 4 007

Clostridim hotuliniun L7500 6_,5.—?,-2

Lactobacillus 5 3844 hi-hd
Thiobacillus thiaparus 45 66-72
Thiobacillus thiooidans 05 2035
Sacchromyces cerevisine 0-38 4250

Asperaillus miger ! 3080




Chemické faktory - £,

Kazdé prostredi zahrnuje urCity oxidacné redukéni (oxidoredukeni,
redoxni) potencial — je dan pritomnosti oxidujicich a redukujicich latek

Kladné hodnoty Eh charakterizuji oxidacni, zaporne redukcni prostredi
Oxidacni latky — O,, dusi€nany, Fe3*, peroxidy, ...

Redukujici latky — Fe®*, H,, slouceniny se sulfohydrylovou skupinou
nebo reaktivnimi dvomyml vazbami, .

Oxidacné redukcni potencial je (E,,) — rozd|I potencialu mezi platinovou a
vodikovou elektrodou

Pro aerobni mikroorganizmy je vhodné E, v rozmezi +0,2 az +0,4 \/ (pri
pH 7,0)

Pro anaerobni méné nez -0,2

Snizeni hodnot EH se dosahne pfidanim kyseliny askorbove, cysteinu,
kyseliny tioglykolové (v “upraveném® prostfedi potom mohou rust i
Enaﬁ(m;)m organizmy — Clostridium, Streptococcus, ... - v pfitomnosti

ysliku

Redoxni potencial kultivacniho prostfedi se méni v prubéhu kultivace
(zména pH a produkty metabolizmu, které maji povahu redoxnich
systemu — H,0,, H,,...)
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hydrofohni édst  lydrofilni fast s Kladnym
nihojem
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cetyvlommethylammonium bromide
jako zastupce kationiclych tenzidi




hydrofobni (nepolarni)
—cast tenzridu

- hydrofilni {polirni) éast

necistbota

material (pokozka, textlie, atd.})

snizeni povrchovehe napetiv
disledlu orientované adsorpce
molelul tenzidu na farovem
rozrrani voda - necistota
{(proto jsou tenzidy ozrnacovany
za povrchove alommi latloy)

diizledltem je odlouceni spiny
£ povrchu materialu




Chemické faktory - anionaktivni
tenzidy

Funkcni skupiny - -COOH, -SO;H, -OSO;H, -OPO(OH),

*monofunkcni R-COOMe (alkalicka mydla vySSich
mastnych kyselin)

*pifunkCni — 2 polarni skupiny (obé nebo jedna
disociovana) R-xR1-COOMe (R — hydrofobni radikal,
R1 — alkylenovy mustek, x - nedisociovana polarni
skupina [-SO,NH-, -O-, -SO,- ]

Ve vyssich koncentracich poskozuji cytoplazmatickou
membranu, zpusobuji denaturaci bilkovin

Pri nizsSich koncentracich pronikaji do bunky a ovlivauji
metabolizmus

Alkylsulfaty a alkylsulfonaty jsou intezivni smacedla a ovliviuji
ucinnost dezinfekénich prostredku — pouziti v
potravinarském prumyslu, dezinfekéni mydla, ....

CHaf CHz]¢)50;Na"




Chemické faktory - kationaktivni tenzidy

R3/N\\R4
R2

Kvartérni amoniové kationy
jsou kladné
struktury NR4+, kde R

jsou skupiny.

Dusikate organicke sloucCeniny —
zejmena kvarterni amoniove
(nebo pyridiniové) sole

Bezdusikate organicke slouceniny
—obsahuji S, J, P

Kvarterni amoniové sole pusobi
baktericidné (predevsSim na
G*, méné na G°), fungicidne,
amoeb|C|dne virucidne

Nepusobi na mykobakterie a
bakterialni endospory

Smaceci schopnost je mala
Pouzivaji se jako

a
(napriklad v
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Dezinfekcni latky

* Pouzivaji se k odstranovani - Nejpouzivanejsi dezinfektanty
mikroorganizmu, zarodku
infekce z vnejsiho

prostfedi (dezinfekce fenol, -
kontaminovaného fenolicke slouceniny,
povrchu, nadini, nastroju, halogeny,
pokozky atd.) alkoholy
. Zékl(ej\dn_l’ Qogm[r}lgft)ku pouziti tezke kovy,
ezinfekéni 14 oA oy
(deszektantu)}le Ellna_ oxidovadla (H,O,,KMnO,)
toxiénost pouze pro Alndiiel, |
mikroorganizmus (pfi synteticke tenzidy,

nizkych koncentracich) a  nékteré plyny
jeho stabllita




6 DezinfekcCni latky - feno!

» Uginek — snizeni povrchového napéti prostiedi s

naslednym porusenim bunecné steny

* Pri koncentraci vyssi nez 1% ma vyrazny antimikrobialni

ucinek

* Pouziva se pro dezinfekci kontaminovanych nastroju,

sputa, moci, ............

* Fenolovy koeficient — pro srovnani ucinnosti
dezinfekCnich pripravku (pomér mezi letalni
koncentraci srovhavaneho preparatu a fenolu pfi
nejvys$sSim redéni po 10 minutach pusobeni)

Gl e gl Gl
Pro vypocet fenolového koeficientu se koncentrace ﬁl
latky, ktera zabije testovaci organismus za 10 minut, Q C 4</:\>
| gty
H - HO  ClI

OH

/)

ale nikoli za 5 minut, déli koncentraci fenolu,
ktera zabije tento organismus za stejnych podminek. ¢

O







DezinfekcCni latky — halogeny - CI

Chlor jako plyn se pouziva v technologii Cisténi
vody

Chlornany a chloraminy (Chloramin B, R,
Chlorseptol)

Mechanizmus ucinku je v tvorbe kyseliny chlorne
s naslednym rozkladem na kyslik ve stavu
zrodu

Cl, + H,0 — HCIO + HCI
HCIO — HCI + O

PuUsobi na vegetativni i klidova stadia




Dezinfekcni latky — halogeny - |

» Jod vykazuje silné antimikrobialni ucinky
predevsim na vegetativni stadia

* Mechanizmus ucCinku — vazba na bilkoviny
a inhibice enzymaticke aktivity

* \V praxi se nejcasteji pouziva alkoholicky
roztok jodu k dezinfekci pokozky




Dezinfekcni latky — tezke kovy

» Nekterée kovy vykazuji silny
antimikrobialni efekt — stribro,
med, rtut

« Antimikrobialni aktivita kovu se
oznacuje jako oligodynamicky
ucinek

« Kovy pusobi v relativné
nizkych koncentracich

* Mechanizmus ucinku — vazba
na sulfhydrylové skupiny a
denaturace bilkovin

« Toxicita stoupa od lehcich k
tezSim a od jednomocnych k
dvojmocnym




Dezinfekeni latky — t&7ké kovy

Ag aplikace jako AQNO, ve formé
organickych nebo anorganickych soli

1884 — prevence oftalmie u
novorozencu (AgNO,)

Stfibrné ionty jsou velmi reaktivni s
bilkovinami a chloridy — to omezuje
jejich pouziti pro pouziti jako
povrchoveho antiseptika

Nyni se pouzivaji koloidne rozpustné
sloucCeniny stfibra (Argentum
colloidale — 60-70% Ag a 5-10%
proteinatu stribra)

Dezinfekce vody (Sagen)

Pouziva se i v pfipadech rezistence k
antibiotikim

Cu — protihnilobny ucinek medi byl
znam jiz starym PerSanim
(uchovavani pitné vody v médénych
nadobach).

SloucCeniny médi maji bakteriostaticky,
bakteriocidni a silny fungicidni ucinek
Aplikace jako anorganické a nebo
organicke slouceniny

Pro konzervaci textilii a celulozovych
vlaken — médnateé soli kyseliny
stearové nebo naftenove, bis(8-
hydroxychinolinato)médnaty komplex
Ochrana rostlin —chlorid trihydroxid
dimednaty (Kuprikol)

Pri dermatomykozach — mednaté soli
organickych kyselin(undecylenova k.)
borddska jicha, tj.smés vapenného
mléka se skalici modrou - perenospora




Dezinfekeni latky — t&7ké kovy

SH
/
enzym\ + HgCl, —
SH
/HIS + 2 HCI
enzym \Isg

* Hg - priprava rtuti pro lecebné

ucely — asi 300 pr.n.l.
Antiseptika ve vodé
nerozpustna — HgO (Ungentum
luteoli), sulfid rtutnaty,..

HgCl, a Hg,O(CN), jsou silne
toxické — pouziti pro dezinfekci
— korozivni ucCinky

* Organokovove slouceniny rtuti -

LO0Na
) Y HECZHB‘ I/;:::\j/o H\_?:/,.-S H 2 C;Fl': 5
ALl

‘‘‘‘‘ = e | c:}'-:j C

Thiomersal Cialit




Chemoterapeutika

* Maji selektivni antibakterialni
(mikrobistaticky)ucinek

* Inhibuji pochody vedouci k synteze
koenzymu, bilkovin a nukleovych kyselin

» Jsou strukturalnimi analogy esencialnich
latek, ale maji vetsi afinitu k enzymum

 Jejich inhibicni efekt je mozne odstranit
nadbytkem esencialni latky




6-Methyl pterin Glutamate
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Dihydrofolic acid

Dihydrofolic acid

Trimethoprim







Antibiotika

Antibiotika jsou organické latky produkované zivou
bunkou, ktere v malych koncentracich potlacuji
Zivotni procesy partnera

Jsou produkty sekundarniho metabolizmu

Vyznacluji se selektivni toxicitou — pusobi pouze na
nekteré bunky - spektrum ucinnosti antibiotika

Antibiotika maji vliv mikrobistaticky | mikrobicidni

Jeden organizmus muze produkovat nékolik antibiotik
(Bacillus subtilis — 42)

Jedno antibiotikum muze byt produkovano nékolika
organizmy (peniciliny — Penicillium, Asperqillus,
Trichophyton, Streptomyces,....... )




Antibiotika

Rozdeleni antibiotik podle mechanizmu ucinku

m Inhibice syntezy bunecne steny (peniciliny, cefalosporiny,
cykloserin, bacitracin, vankomycin, ...)

m Inhibice funkce cytoplazmatické membrany (gramicidin A,
valinomycin, polymyxiny, ....)

m Inhibice proteosyntezy (chloramfenikol, erytromycin,
linkomycin, tetracykliny, streptomycin,...)

m Inhibice syntézy a funkce nukleovych kyselin (rifampicin,
kys.nalidixova, oxolinova, novobiocin, ...)




B-lactam ring
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G—-hlfl

G"“f L —Ala—D-Glu-COOH
| -Ala-D-Glu-COOH L--D-Ala-D-Ala
ke Sl /“F’ E.coli

é

DAP

penicilin L G-M L
Gmrvl L—A;a—D—Glu—CONHz
LA a—D-GIu~CONH2 L—L;'S—D—AI a-D-Ala
L—Lvs-D-Ala-(D-Aia) GIy~GIy—GIy-GIy—G;y—

Giy-—Giy——Gly—-Gly—G!y—- ” S.aureus




L-Ala

NADPH.; UDP-MurNAc Mn2+
fosfoenolpyruvat \7/ TP

UDP-Gle—NAc UDP-—I\{I urNAc
L-Ala D-Glu

UDP—hiAurNAc
L-Ala—D-Glu
L-Lys
Mn2+

ATP
U.DP—I\{IurNAc

LAl a-DﬁI uCOOH

L-1lys
UDPml\I!iurNAc

(P)-c-55lipid L-AIa~D—(|3IuCOOH
MﬁerAc@—@—C—SSlipid L-Lys-D-Ala-D-Ala
pentapeptid

D-Ala-D-Ala

ATP, Mn2*
D—cykloserin

2D-Ala

pyridoxalfosfat
D—cykloserin




Antibiotika - inhibice syntézy bunécné stény

» Vysledek pusobeni
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Growing polypeptide

Messenger
RNA

Streptemyein

Changes shape of 30S portion,
causes cade on mRNA to be
read incarrectly

70S prokaryotic

ribosome

Translation

.
Direction of ribosome
movement
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Kanamycin A

Chloramphenicol

Binds to 505 portion and inhibits
tormation of peptide bond

Binds to 50S portion, prevents
translocation-movement of
ribosome along mMRNA

Tetracyclines
Interfere with attachment of
tRNA to mRNA-ribosome complex
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erytromycin

linkomycin
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