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Sok szerz6 megillapitotta, hogy bizonyos kérilmények Lkozott egyes
talajokban antibiotikus anyagok halmozédhatnak fel, amelyek segitségével
az antibiotikumokat kivélaszté mikroorganizmusok képesek gétolni a veliik
konkurrens mikrobafajok fejldését. A levegd nitrogénjét megkéts Azotobacter-
fajok majdnem minden esethen megtalalhaték az egyes talajok mikroba-
populdciéjdban s részt vesznek a talaj mikroorganizmusainak a 1étért foly-
- tatott kiizdelmében. Afrikjéan[1]és Bersova [2] egyes antibiotikum-
készitményeknek az Azotobacter-re gyakorolt hatisit tanulméanyoztik. A szer-
z0k megfigyelték, hogy meghatérozott antibiotikum adagok cstkkentik az
Azotobacter dltal megkotott 1égkori nitrogén mennyiségét. A kisérletek adatai-
bdl azonban nem lehet arra kivetkeztetni, hogy az antibiotikumok az Azoto-
bacter-sejtek szaporodésit gitoljik-e vagy pedig kizvetleniil hatnak annak
nitrogénkotd enzimrendszerére. Fjodorov [3] részletesen tanulmanyozta
a protoplazma feliiletileg aktiv anyagainak, valamint az etiluretin nevii
narkotikumnak a hatésit az Azotobacter nitrogénkéts enzimjeire. Kisérletei
eredményeképpen a szerz6 megallapitotta, hogy az Adzotobacter nitrogénkstd
enzimrendszere sokkal érzékenyebb a feliiletileg aktiv anyagokkal és narkoti-
kumokkal szemben, mint a légzérendszer enzimjei.

Kisérleti rész

Munkémban azt a kérdést tanulmanyoztam, hogy a sugrgomba eredeti
tiszta antibiotikum készitmények és antagonista sugirgombak dltal termelt
antibiotikus anyagok miként hatnak az Azolobacter chroococcum 53-as torzs
nitrogénkoté enzimjeire. A kisérlet folyamian &t tiszta antibiotikum készit-
ményt hasznéltam fel : a magyar eredeti streptomyecint (streptomyecin sulfat),
az amerikai eredetti viocint (viomyecin) és oxitetraciklint (terramycin), vala-
mint a szovjet eredetii klortetraciklint (aureomycin). Ezeken kiviil a Szoviet-
unidhan készilt penicillin Ca-séjival is dllitottam be kisérleteket, jollehet
kézismert, hogy ezt az antibiotikumot nem a sugirgombdk, hanem a Penicil-
lium nemzetséghez tartozd penészgombik termelik. Felhasznaltam még az
Actinomyces longisporus Krassilnikov 1941 és Actinomyces floridae (Str. griseus
W.etal. var. purpureus Burk. et. al.) sugdrgombak kulttrfolyadékit. Az elébbi,
amely az Azofobacterrel szemben agarbloklk-teszt modszerrel vizsgilva igen
erds antagonistinak mutatkozott, a longisporin nevii antibiotikumot termeli,
az utéhbi pedig ugyanezen médszerrel vizsgilva stimulalja az Azotobacter
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szaporoddsat. Az Actinomyces longisporus 20-as torzset Iljina, a Szovjetunié
Tudoményos Akadémidja Mikrobioldgiai Intézetének tudoményos munka-
tarsa bocsdtotta rendelkezésemre, az Actinomyces floridae torzset pedig
Szahé Istvantél, a Magyar Tudoményos Akadémia soproni Talajhiolégiai
Kutaté Laboratériumanak tudomanyos munkatirsitol, az Azolobacter chroo-
coccum 53-as torzset Fjodorov akadémikustol, a Moszkvai Timirjazev Mezi-
gazdasigi Akadémia Mikrobiolégiai Tanszékének professzoratol kaptam.

Az Azotobacter tenyésztézére a F jo dorov dltal médositott nitrogén-
mentes taptalajt hasznaitam fel [4]. A tiptalajt 150 ml-es Erlenmeyer-lom-
hikokba tntdttem szét. Minden lombik 50 ml taptalajt tartalmazott. Egyideji-
leg steril oldatokat készitettem a kisérletben felhasznilt ot antibiotikum
preparatumbdl. A poralaka antibiotikumot tartalmazd iivegfiolakba steril
koriilmények kozott meghatirozott mennyiségli steril desztillalt-vizet pipet-
taztam. Az antibiotikus anyagok oldédéasa utdn azokbdl kiillonbozd higitdsokat
készitettem steril desztillilt-vizet tartalmazd kémesévekben. Utdna a kiilén-
hoz6 koncentraciéji antibiotikum oldatok egy-egy ml-jét bepipettiztam a
tiptalajba. Az egyes lombikokba a kivetkezd antibiotikum dozisokat vittem
be : 10, 100, 500, 1000, 5000 és 10 000 mikrogrammot. Mivel a lombikok
50—50 ml tiptalajt tartalmaztak, azok minden ml-jében 0,2, 2,0, 10,0, 20,0
100,0, 200,0 mikrogramm hatéanyaggal kellett szimolnunk.

Ugyancsak felhasznéltam steril kulturfolyadékot is az Actinomyces
longisporus és Actinomyces floridae sughrgomba fajok folyékony 4116 tenyésze-
téb&l. Mivel az Actinomyces longisporus 20-as torzs altal termelt antibiotikus
anyag 100 C°-on 5 perc alatt teljesen inaktivilédik, ezért a hésterilizilds nem
johetett szadmitisba. A hideg sterilizilist tekintve, ugyancsak nehézségek
mutatkoztak. A taptalajba kivilasztott gitlé anyag antibiotikus aktivitasa
— Chamberlein-féle porceldnsziirén 4thaladva — igen erdsen csokken. Mig
sziirés el6tt a kultarfolyadéknak az Azotobacterrel szembeni gdtlé zdénaja
lyuk-teszt médszerrel vizsgilva 9 mm volt, addig szlirés utdn csak 2 mm-es
gitlo zénat lehetett megfigyelni.

Az Actinomyces longisporus 20-as torzs hatisos antibiotikumot tartal-
mazé kulturfolyadéka, a Butkevicsdltalismertetett és a viz baktériumszdménak
meghatirozasira szolgald celluloidhdrtydn 4tsziirve aktivitdsdnak 1009%-os
megtartisa mellett sterilezhetS. A celluloidhirtya elkészitését Fjodorov
magyar nyelven megjelent mikrobiolégiai praktikumaban részletesen ismer-
teti. ,

Az Actinomyces longisporus és az Actinomyces floridae steril kultar-
folyadékabol az egyes lombikokba 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50, 3,00,
3,50 ml-t vittiink be. A tiptalaj minden ml-je 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04,
0,05, 0,06, 0,07 ml filtrdtumot tartalmazott. Ezutdn beoltottam azokat az
Azotobacter chroococcum 53-as torzs egynapos tenyészetének sejtszuszpenziéja-
val. A bevitt Azotobacter-sejtek szdmat kozvetlen mikroszképos megfigyelés-
sel — Thoma-kamraban — éllapitottam meg.

Beoltés utdn a tenyészeteket 2 hétig 32 C°-os thermosztidtban inkubil-
tam. A vegyszerekben levd nitrogénszennyezddések, valamint a levegéhol
elnyelt nitrogén meghatirozdsihoz Azotobacter-rel be nem oltott steril téptalajt
(kontrol II.) helyeztem a termosztatba.

Miutdn Fehling-oldatok segitségével megéllapitottam, hogy az anti-
biotikumot nem tartalmazé kontrol (kontrol L) lombikokban az Azotobacter
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teljesen felhasznélta a glukdzt, a tenyésztést befejeztem. Bertrand médszerével
meghatiroztam az antibiotikumot tartalmazé lombikokban fel nem hasznalt
glukéz mennyiségét. Thoma-kamraban kdzvetlen mikroszkopos mddszerrel
megszamlaltam az Azotobacter-sejtels szdmdt az egyes kisérleti varidciok
esetében. Az Azotobacter altal a kiillonb6zd antibiotikum koncentraciok mellett
megkotott nitrogén mennyiségét Kjeldahl modszerével hatdroztam meg
(1. tdblazat).

1. tabldzat

Antibiotikumok hatisa az Azotobacter nitrogénkitésére

W @ iy @
A ; P - 4
Antibio- Azotabacter sejiek széma | Kisér- # adelbloflipmok: onykpsiol
tikum és megkotott N let:
elajén 0 | 0,2 | 2,0 [ 10,0 { 20,0 | 100,0 l 200,0
P Sejtszdm millio/1
TEPLD= ml ...l 2,0 | 1200 960 | 1100 | 5,2 3,1 L8 1,8
myein
N mg/l g glukéz 13,20 | 13,80 | 13,68 | — e o o
Sejtszam millio/1
Aureo- ml e 5,5 | 1520 | 1200 | 1050 | 4,7 4,9 3.6 2,5
mycin
¥ N mg/l g glukoz 1203 | 1275 | 4| — | — | — _
Sejtszdm millié/1
Terra- Fot 4,71 944 | 800 | 752 | 44 3,7 3,0 3,0
mycm ,
N mg/l g glukoz 12,46 | 11,12 | 12,90 | — - — _
Sejtszam milliof1
ViGHve ml oo.eeeeeas 4,7 | 944 700 | 960 | 4,4 4,2 2,5 3.6
N mg/l g glukéz 12,46 | 10,96 | 12,00 | — — et -
Sejtezém millio/1
Ponieillin ml o.oii.o... 5,5 1320 | 1217 | 1380 | 956 | 7,2 3,5 4,0
N mg/l g glukéz 12,93 | 12,03 | 12,20 | 13,40 | — — _
®
Sugirgombék Eulturfolyadéka mlf1 ml
0 l o,uosl 0,01| o,oz{ o,na| 004 | 005 | 006 | 007
Actino-
myces Sejtszdm millio/1
longi- ml o 3,6 | 960 | 890 | 950 | 880 | 3,9 | 2,2 | 29| 1,9 | 1,5
SRAPUS N mg/l g glukéz 11,92 12,85/ 12,4411,41] — | —| —| —| —
Actino- Sejtszdm milliof1
myyces ml  cosseemens 59, 875 | 721 | 738 | 656 | 897 | 975 | 757 | 953 | 785
floridae | N g/l g glukés 11,55| 11,08] 11,80| 12,46/ 11,71| 12,93] 11,27| 12,06] 12,06

A tablazat adataibdl lathaté, hogy a téptalaj 1 ml-jére szAmitott
10 mikrogramm streptomyein, aureomyein, terramyecin, viomycin és 20 mikro-
gramm penicillin teljesen elégséges ahhoz, hogy elnyomja az Azotobacter chroo-
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coccum 53-as torzs fejlédését. Az Actinomyces longisporus 20-as torzs folyékony
tenyészetének steril filtrdtumabdl 0,08 ml —I ml taptalajra szémitva —
ugyancsak megakaddlyozza az Azolobacter szaporodasit. Az Actinomyces
floridae tenyészetének filtratuma sem gitléan, sem pedig serkentéen nem hat
az Azotobacter dltal megkotétt nitrogén mennyiségére.

Krassilnikov [5] megillapitisai szerint az antibiotikus anyagok
egyes esetekben csak a baktérium-sejtelk szaporodésat gitoljik. Ilyen koriil-
mények kozott bakteriostatikus hatdsrdl beszélimk. Mds esetben az anti-
biotikumok kivalthatjik a baktérium-sejtek pusztuldsit. Ezt nevezziik bak-
tericid hatdsnak. Végill az antibiotikumok fel is oldhatjik a baktériumok
sejtjeit. Ez a bakteriolitikus hatds. Ugyancsak a fenti szerzé megdallapitisa
szerint egy és ugyanaz az antibiotikum egyarént kifejthet mind hakterio-
statikus, mind baktericid, mind bakteriolitikus hatist attol fiiggden, hogy
milyen koncentriciéban és milyen viszonyok kozétt alkalmazzilk, mennyi idén
at hat a baktérium-sejtekre és milyen tesztorganizmussal allunk szemben.

Ebbél kiindulva azt akartam kideriteni, hogy a kisérletben felhasznalt
kiilonbozé antibiotikumok hatisira elpusztulnak-e az Azofobacter sejtjei,
vagy csupan bakteriostatikus hatdst fejt ki a kérdéses hatéanyag. Az elébbi
kisérletekben felhaszndlt lombikokbél steril pipettdval kivettem 1—I1 ml-t,
melyet nitrogén- és antibiotikum-mentes tdptalajba vittem 4t. Az igy heoltott
tiptalajokat termosztitba helyeztem. Néhany nap mualtdn sikeriilt meg-
4llapitani, hogy a 10 mikrogramm/ml streptomycint, aureomycint, viomycint
és 20 mikrogramm/ml penicillint tartalmazé lombikokbél szdrmazé sejtek
az antibiotikum-mentes tiptalajon még kinének, holott az antibiotikumot
tartalmazo téptalajon mér nem szaporodtak. A terramycin tartalmi tap-
talajrol atoltott sejtek az 1, antibiotikum-mentes kozegen méir nem nének ki,
tehat ebben az esethen az a minimdlis antibiotikum koncentricié, amely
gatolta az Azofobacter fejlédését, nem bakteriostatikus, mint az elébbi esetelk-
ben, hanem kozvetleniil baktericid hatdst (2. tablazat).

Az el6z0 kisérletekben az Azotobacter-t nitrogénmentes taptalajon tenyész-
tettem, mivel mint kozismert, ez a baktérium nitrogéntaplilkozas szempontji-
bol teljesen autotrof. Fjodorov [3] megillapitotta, hogy a taptalaj
nitrogéntartalmu vegyliletei részben vagy teljesen inaktiviljik az Azotobacter
nitrogénkotd enzimrendszerét. Az inaktivdcio foka attél fugg, hogy a vegyl-
letben lev&é nitrogén milyen mértékben felvehets az Azofobacter szimara.

Munkam masodik felében azt vizsgéltam, hogy az Azotobacter érzékeny-
sége a nitrogénkotd enzimrendszer inaktivicidja kovetkeztében viltozik-e
meg, vagy sem az emlitett antibiotikus anyagokkal szemben.

A kisérlet folyamin felhasznalt tiptalaj osszetétele megegyezett a
Fjodorov 4ltal leirt nitrogénmentes tipkozeggel, azzal a kiilénbséggel, hogy
nitrogénforrasként még foszforsavas ammonigt adtam howzd. Fjodoro v
[3] kutatdsai alapjin ez a vegyiilet teljesen elnyomja az Azotobacter nitrogén-
kotd enzimrendszerét. A tiptalajbhan a szén és a nitrogén egymishoz viszo-
nyitott ardnya 20 :1 volt. A tdptalaj fiziolégiai elsavanyodisa elkeriilésére
a kisérlet folyamdn az Azotobacter szimira az allandé neutrilis kémhatist
hiztositottam a tiptalajba juttatott puffer-oldat segitségével. A puffer-oldatot,
Strensen szerint készitettem. Koncentraciéja a téptalajban 1/30 mol. volt.

A taptalajt 150 ml-es Erlenmeyer-lombikokba osztottam szét, majd
autoklivban 0,5 atmoszféra nyomés mellett 35 percen it sterilizaltam.
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I taptalajba az el6zé kisérletben is felhaszndlt antibiotikus anyagok steril
oldatdt, valamint az antagonista Actinomyces longisporus kulttrfolyadékanak
steril filtratumit vittem be. Az egyes lombikokban az antibiotikus anyagok

koncentricidja ugyanaz volt, mint az el6z6 kisérletben. Miutin a lombikok-

2 tabldzat

Azotobacter chroococcum 53-as tirzs sejtjeinek megmaradisa kiilonbizé antibiotikum dézisok
hatasa alatt

| ()
‘ Streptomycin | Aurcomyein Terramycin Viemyein Penicillin Actinomyees
& | longisporus.
2 i ] ‘ kultur-
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0.2 | +4i 4| b | R A | A
i 0,01 -+ ++
2,0 T 4+ | A | ] | A R+ 4 e
| i
P S o h02 o A=+t
10,0 =] o e | —| =] = 3 3,
A=t + 4+ ++| ++ 0.03 — | e
ek e
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| I e e e
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100,0 - - - — Sl e — — — — S
ST ONIN N CE WL, I e — | 0,06 1 — —-
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4+ + mnormalis novekedés
+ gvenge noévekodés
— ndvekedés nines.
ban levd tiptalajt beoltottam az Azolobacter chroococcum 53-as torzs egynapos
tenyészetének sejtszuszpenzidjaval, a lombikokat termosztitha helyeztem
¢s 30 C°-on inkubAltam.
Keéthetes inkubdcié utin Bertrand mddszerével megillapitottam, hogy
a kontrol lombikokbol az Azotobacler teljesen felhasznilta a szénforrast.
[lzutin Thoma-kamrdban koézvetlen mikroszkdp alatt sejtszamlilissal meg-
hatdroztam az egyes kisérleti edényekben levd Azotobacter sejtek szimit
(3. tablazat).
A tdblizat adataibdl ldthatd, hogy nitrogén tartalmi taptalajon a
kisérletbe vont antibiotikus anyagok ugyanolyan hatdst viltanak ki az Azofo-
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bacter chroococcum 53-as torzs sejtjeinek szaporoddsira, mint nitrogénmentes
tdptalajon. A sejtek szdma a kiilénb6z6 antibiotikum dézisok hatdsira nitro-
géntartalm( téptalajon is nagyjabdl ugyanannyi, mint a nitrogént nem tar-
talmazé taptalajon. Azok az antibiotikum dézisok, melyek nitrogénmentes
tiptalajon elnyomjik az Azofobacter fejlédését, hasonléképpen hatnak nitro-
géntartalmi taptalajon is.

3. tablczat

Antibiotikumok hatésa az Azotobacter szaporedaséra N-tartalmi taptalajon

) [

@ Azotobacter sejtek szima milliofl ml thptalaj s killonboz6 @ X W
Anti- antibiotikun hatfsara * Kultar- Actinomyces longisporus
hiotikum folyaddék kulturfolyadék hatdsdra
nrennyisége T mennyisége | az Azotobacter scjtek
pgfml Strepto- Aureo- Terra- Viomyein Penicillin mlfmi szdma (millié/1 ml})

mycin mycin mycin E

Kontrol 1006,4 1006,4 1006,4 1006,4 1006,4 | Kontrol 1006,4

0,2 911,0 1120,0 895,0 975,0 984,0 0,005 1100,0

0,01 975,0

2,0 989.0 878,0 935,0 917.0 004,0 0,02 1000,0

0,03 6,3

10,0 7.2 7,6 4,8 6,5 888,0 | 0,04 7.1

20,0 4,9 5,1 5,0 4,6 7,6 | 0,05 4,2

100,0 3.4 3,5 4,5 3,9 4,2 0,06 4,0

200,0 2,9 3,0 3,1 2.8 20 | 0,07 2,5

* A kisérlet beallitdsakor 5,3 millié.

Eredmények megheszélése

Az adatokbdl 14thaté, hogy a kisérlet folyaman felhasznilt antibiotikus
anyagok viszonylag alacsony dézisai teljesen elnyomjak az Azotobacter fejls-
dé-6t. 1 ml tiptalajra szdmitva streptomycinbél, aureomycinbél, terramyein-
bél és viomyeinb6l 10 mikrogramm, penicillinbél 20 mikrogramm, az Actino-
myces longisporus 20-as torzs kultirfolyadékabdl pedig 0,03 ml mér elégséges
ahhoz, hogy az Azotobacter chroococcum szaporodasat megakadalyozza. Azt,
hogy a penicillinbél kétszer olyan magas dozis sziikséges a szaporodas meg-
ghtldsdhoz, mint a tobbi antibiotikum esetében, megfigyeléseim szerint nem
lehet azzal magyarizni, hogy az Azotobacter érzékenysége a penicillin irdnydban
gyengébb, mint a felsorolt tobbi antibiotikummal szemben. Megfigyeltem
ugyanis, hogy a kisérlet bedllitisa utdn 4—>5 napon 4t a ml-enként 10 mikro-
gramm, s6t a 2 mikrogramm penicillint tartalmazo tiptalajokban is az Azoto-
bacter szaporodisa gitlast szenvedett, lyuk-teszt moddszerrel vizsgilva a
kisérlethe vont Azotobacter-torzs a penicillinnel szemben mutatkozik legérzé-
kenyebbnek. Az a tény, hogy néhiny nap elteltével a sejtek a 10 mikro-
gramm/ml penicillint tartalmazé lombikokban szaporodni kezdtek, minden
valdszinliség szerint annak a kovetkezmeénye, hogy ezen idé alatt a sejtek
vagy adaptilédtak e dézis jelenlétéhez, vagy biotikus, esetleg egyéb inalkti-
r4cid kovetkezett be. Egy mésik kisérletben azt figyeltem meg, hogy termé-
szetes talajba bevive, a fenti antibiotikumok koziil a penicillin inaktivalddik
lepgyorsabban.
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Az, hogy bizonyos antibiotikum koncentrcié elnyomja az Azotobacter
szaporodésat, tdvolrol sem jelenti azt, hogy el is pusztitja a baktérium-
sejteket. A streptomycin, aureomyein, viomycin, valamint az Aciinomyces
longisporus kulturfolyadékinak az a legalacsonyabb dozisa, amelynek jelen-
1é6téhen az Azotobacter-sejtek mar nem szaporodnak, csupédn bakteriostatikus
hatdst fejt ki az Azofobacter-rel szemben, mivel utdlag az antibiotikumot
nem tartalmazé taptalajon a sejtek kinének annak ellenére, hogy azok két
héten keresztiil az antibiotikumot tartalmazé taptalajon ndovekedtek.

Azon kisérleti koriilmények kozott, amikor a felhasznalt antibiotikum
dézis kisebb a bakteriostatikus koncentrdciénil, az Azotobaster ugyanannyi
nitrogént képes megkotni a légkorbél, mint a kontrol-lombikokban. Ez azt
mutatja, hogy ilyen antibiotikum koncentrécié nemesak a baktérium-sejtek
szaporoddsit nem képes elnyomni, de nem hat annak a nitrogénkots enzim-
rendszerére sem,

Nitrogéntartalmu tiptalajon tenyésztve, az Azolobacter chroococcum 53-as
torzs ugyanolyan fokban érzékeny a kisérlethen felhasznalt antibiotikumolkkal
szemben, mint nitrogénmentes taptalajon. Ugyanaz az antibiotikum dézis,
mely nitrogénmentes taptalajon elnyomja az Azotobacter-sejtek szaporodésat,
hasonléképpen hat a nitrogéntartalmi tiptalajon is. Mivel a bakteriostatikus
dézisnal alacsonyabb antibiotikum koncentrécidk ugyancsak nem befolyésol-
jak a megkotott nitrogén mennyiségét, valdsziniinek latszik,} hogy az Azofo-
Jacter nitrogénkots enzimrendszere kevéshé érzékeny az antibiotikumokkal
szemben, mint a feliiletileg aktiv alkoholokkal és narkotikumokkal szemben,

A fenti kisérleteket a Moszkvai Timirjazev Mez6gazdasdgi Akadémia Mikro.
biolégiai Tanszékén M. V. Fjodorov professzornak, a Szovjetuni¢ Mezdgazdasigi Tudo-
ményos Akadémiija levelezd tagjanak irdnyitdsa mellett végeztem, akinek a sok segit-
ségért és tandcsért ez dton is koszonetet mondok.

Osszefoglalds

A tanulményozott antibiotikumok (streptomycin, aureomycin, terra-
mycin, viomyein, penicillin) és folyékony sugérgomba tenyészetek filtratu-
manak olyan koncentréciéja, amely még nem nyomja el az Azotobacter fejls-
dé ét,nem hat annak nitrogénkot6 enzimrendszerére sem. Ugyanis ezek jelen-
16tében a megkitott nitrogén mennyisége nem valtozik a kontrolhoz viszo-
nyitva.

Egyes antibiotikumok (streptomyein, aureomyein, viomyein, penicillin)
elnyomjak az Azotobacter fejlédését, azomban nem pusztitjik el a sejteket,
csak meggatoljak azok szaporoddsat, mivel utdlagos tovibbtenyésztésnél a
sejtek megdrizték szaporodd képességiiket.

Az Azotobacter altal felvehetd nitrogént tartalmazé téptalajon a kisér-
lethe vont antibiotikumoknak az Azotobacter-re gyakorolt hatdsa azonos a nitro-
pénmentes taptalajon megfigyeltekkel.

Erkezett: 1959. februdr 3.
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BJIMSIHME AHTHBHMOTHMUECKMX BEMIECTE HA PEPMEHTHYIO CHUCTEMY
A30TOPHKCALIMM A30TOBAKTEPA

H, Ceru

HuctutyT IlousoBenesna u Arpoxumun A, H. Beurpuu, Bypanewr

Pezionme

B nepsoii mosiopune nanieii pa6oTer GhlI0 M3Y4CHO BIMSHHE YHCTHIX NIPENapaTOB PA3HbIX
AHTHOHOTHKOB H HATHBHBIX AHTHOHOTHYECKHX BELUCCTB, 00Pa30BAHHBIX JIYUHCTHIMH rpHiKamu,
Ha (ePMCHTHYIO CHCTCMY A30TOMKCALMH asorobarrepa. B TeueHHe ONBITA OblH HCTIONB20BAMD!
IATH PaSHBIX BHIOB AHTHOMOTHKOB @ CIPENTOMMIIHH, AYPCOMHUMH, TePPaMHUHH, BHOMHIIMH U
Henminning. Henonsgosanacs Taloke KymbTYpasnHas HHUAKOCTb Actinomyces longisporus
Krassilnikov 1941, Actinomyces floridae (Strept. griseus W. et al. war. purpureus Burk.).
Actinomyeces longisporus kak 61710 YCTAHOBACHO NIt MOMOUIH arapoBoro Gj04Ka, sIBJISICTCS
CHJIBHEIM aHTArOHHCTOM asorofaxrepa, a Actinomyees floridae CTHMYJIMPYET €ro passBHTHe.

A BuIpamuBaHIA a30TO0AKTEPA Mbl HCMOJLIOBANI 0e3a30THYI0 IUTATCABHYI0 CPELY
B MogHpHkauuu M. B. ®eopora. B mutaTenbHii CyOCTPAT ObiIM 100aBCHBI CIeAVIOILHE JO3bI
AaHHBIX anTnOuoTHroB: 0,2, 2,0, 10,0, 20,0, 100,0 1 200,0 MuKporpamm B ogHOM MHJLTITIHTE
cpejnl. Ma kynhTypanbHOH JKILKOCTH aKTHHOMHITCTOR JO0ABTISLIOCE & cpeny 0,005, 0,01, 0,02,
0,03, 0,04, 0,05, 0,06 u 0,07 M. TIepeCUHTaHHBIX Ha 1 ai. cyficrpara,

TTocne aapaseHus a30T0GAKTEPOM, KONGE DLUIH TOCTABICHDL 1 TEPMOCTAT TPH TeMITepa-
Type 32° C. Koraa npu nomoum merona Beprpaua YCTAHOBHIIH, 4TO B KOHTPO/LHLIX BAPHAHTAX
OnLITa a30TO0AKTED IOTHOCTHE) HCHOIL30BAT HCTOUHHK Yraepoja H3 cpeasl, K00k GLIIH
cuATol. ONpegensnocs YUCTO KJCTOK A30TOGAKTCNA B NPHCYTCTBHH PASHBIX 1108 AHTHOHOTUKOB.
110 METOILY [PFMOrO MOACHETA MO MHKPOCKOMNOM B Kamepe Toma. KOJIHUECTEO HEHCTIOR30nAIL
HOIf INIOK03BI B KONOAX, COACPIRALUX AHTHOMOTHKH, OLLTO YCTAHOBNEHO TIPH MOMOIL M-
Koctt Dejunra. Hoamuecrso (HKCHPOBAHHOTO a30Ta OTPEReNAIocs: MeToHoM Kbneisaisi.

Hak BHAHO M3 JaHHBIX ombita, 10 MIKpOrpamMm CTPCNTOMHLIHEA, ayPEOMMIIMHEA, Teppa-
MIUUIHE, BHOMAIYHHAE, 4 TaroKe 20 MIKpOrpaMm IeHHIuuLTHA 1w 0,03 a1, KYJILTYPaJBHOM »KHp-
KOCTH, NOGABNCHHON B OAUH M7, IHTATEJLLOTO CYGeTpaTa a30To0aKTePa, MOJHOCTLIO TOHAR-
JIFICT Cr0 pasmuoKenne. Tor GaKT, uTo NEHHUMIUIHE HY)KHO B D0JBIIEM KOJTHYCCTEE IUTST TIOJIA-
BIICHHST DOCTA KJICTOK a30T00aKTepa, He 1aéT 0CHOBY CUYHTATh, 4TO a30TO0AKTED MCHEE YYBCTBH-
TCHIEH 1 OTOMY AHTHOHOTHKY, YeM K MPEABIAYIIHM, TAK KAK NOCHE I0CTAHOBKH OIBITA [ TeqcHIe
3—4 jgHCH KNeTKH asoTodaKTepa He PASBHBAIICE JayKe B NPUCYTCTBHU 2 fr. MeHHIHJIIHHA.
Ipu NoMOLIT TYHOUHOTO TECTA TAKME GLLIO YCTaHOBJICHO, YTO CPeAM AHTHOHOTHIOR, HCIIOJIE-
SOBAHHBIX HaMM, a30TOGAKTED SBIACTCS HAHOOMEE UYBCTBUTCIBHBIM K neHnuuanuny. Hepes
HCCKOJIBKO JIHEH 10CJe IMOCTAHOBKM OTBITA A30TOGAKTCD HAYHHACT PasBHBaTLCA B KO0AX,
copeporamx 10 pr/ar. antufuotHia, B pesyanTate TOr0, 4TO B TeucHHe JTOr0 BPEMEHN
KACTKH M QJANTHPOBAJIHCE K 9TOM 103e, WiH aHTHFHOTHK WHAKTHBHPORAICH,

Haubonee uwskast GaKTEPHO-3aACHKUBAWIAA 03 CTPCITOMIMINMHA, AYPEOMMLIMIA,
BHOMHIUHA, MCHHUAILIHHA M KVIBTYPAIbHOH xugicocTd Actinomyces longisporus oxasuiBact
daicrepuocTaTHIECKOE jleifeTBIe HAa KIETKII 430TOfAKTePa, TAK KAl DU TEpPecene Ha CBENCYIO
TTHTATEARAYI0 CPCNY, HECOACPKANIYI0 AUTHOMOTHK, KJIETKH HAYUHAIOT PASBHBATHCS,

Bo BTOPOH wacTi ONLITOB MBI XOTEIH VCTAHOBHTE, KAK HHAKTIMBAIIST AS0TOHKCHPYIOLIMX
(bepMEHTOB BNHAET HA NYBCTBHTENRLHOCTD a30T00AKTEPA K BHILIEYKASAHHEIM AHTHOHOTHILAM
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InrarensHas cpepa AJis asorobaxTepa Oblia MPUroToBIeHA B Moguduicaii M. B. ®enopora,
HO C n00ABNEHHCM JIBYX3aMELIEHHOr0 (OochOpHOKHCIOr0 amMmoHHs. Kak yeranosunm M. B.
®eropos, 3T0 COCAHMHEHHE MONHOCTBIO MOJABIsieT (ePMEHTH azoTolaKTepa, YYaCTBYIOWIHE B
¢duKcaii atmocepHoro asora.

B muraTensHy0 cpeny GbulH J00aBIeHbL TAKHE KE 03Bl AHTHOHOTHKOB, KAK B ITPCIL-
aywem oneire. ITocne sapaceHisT Kie1KaMi azoTodaKTepa, MHTATENLHAS CPeja CoAepyKanach
B TepMoCTaTe npu remneparvpe 32° C B TeueHe ABYX Heflelib.

TMTocne apyxHegebHOH HHKYOAIMH B KONOAX, COACMKAIIMX PA3HbIE [03bl AHTHOHOTHIA,.
NPOBOAHSLCA NOACYET KJIETOK a30To0awTepa NpAMO NOj MHKpPOCKONoM B Kamepe Toma. Ha
NHTATEABHOIT Cpeye, cofeprhanieii CBA3aHHBIH a30T, Azotobacter chroococcumn 0Kazancsi TAKHM
JKe YYBCTBHTE/IBHBIM K JAHHBIM aHTHOMOTHKAM KaK M Ha 0e3a30THOH cpefe. 1036l aHTHOHOTHKOB
Ha (e3a30THOH Cpepe NMOJABJSIIOT PASMHOMKEHHe a30TO0AKTEPa, TAKUM jKe 00pasoM BIHAIOT H
Ha asoTocojepykamiem cyocerpare. Ha ocHOBe Toro, 4To aHTHOHOTHKH, HEJOCTHrAOMIME GaKTe-
PHOCTATHYECKOH [03bI, HE BJIMAKT HA KOJHYCCTBO (UKCHPOBAHHOIO 430TA, MOYKHO NPEANONa-
raTh, YTo GepMeHTHAA CHCTEMA a30T00aKTepa, YYACTEYIOWIAS B a30TOPHKCAIIMH, MeHee UVBCTRI-
TeNbHA K AHTHOHOTHKAM, 4eM K CIIMPTAM M ITIOBEPXHOCTHO AKTHBHLIM BEILIECTBAM.

Taba. 1. Bavanne aHTHOHOTHKOB HA as0TdMKCAUMIO asorofaxTepa, (1) AHTHOMOTHKH.
(2) Yncno knetox azoTofaKrepa B MHINIMOH HA 1 MIT. Cpeapl M KOJHYECTBO (MKCHPOBAHHOTO
azora Ha 1 r. rmokossl, (3) B navane onwira. (4) Konuuecreo auTuGHOTHKOB pr/ma, cpeapt. (5)
Koauuectno KynbTypaibHOH SKUAKOCTH AKTHHOMHLETOE MJI/1 MJI. Cpemsl.

Taa. 2. BebKMBAEMOCTh KJETOK Azotobacter chroceoccum mramma Ne 53 mog Biust-
HHEM pasHbIX 7103 aHTHOMOTHKOB. (1) Konuuecrso. (2) KonuuecTBO KYNbTYPATBHOH »UIKOCTH
Actinomyces longisporus B mn/mn nnratensHoro cyberpara. (3) B cydcerpare, cogepyxaiiem
aHTHOMOTHEH, (4) B nepeceBe Ha MUTATCABHYIO CPEAY HE COMCPIKAUIYI) AHTHOMOTHKH 4 - HOP-
ManeHLI pocr, 4+ cnabelfi poct, — pocta Her,

Tafa. 3. Bnusinue anTHOMOTHKOB HA PASMHOMKEHHE A30TOJAKTEPA B NMPHCYTCTRHH ChfA-
3antoro agora. (1) Kosuueerso antudnoTika gr/mi, cpeapl. (2) KoaHuecTso KaeTok a30Todak-
Tepa MOf, BJIWAHMEM Pa3HBIX 103 AHTHOMOTHKOR MIIIITHOH/MI, cpeibl. (Bo BpeMsi MOCTAHOBKH
onbIToR 5,3 Muiumion.) (3) Kommuectso KynsTypanuHoii »uakoctH Actinomyees longisporus
B Ma/Ma cpennl. (4) BausiHie KYJILTYPANBLHON MCHIKOCTH HA YMCI0 KJICTOK a30T00AKTEpA M-
JHMOH/1 MJ. CPefbI.

The Effects of Antibiotic Substances on the Enzyme System of Azotobacter
Responsible for the Fixation of Atmospheric Nitrogen

J. SZEGT

Institute for Soil Research and Agricultural Chemisiry of the Hungatian Acadcmy of
Sciences, Budapest

Summary

In the first phase of the studies deseribed in this paper the effeets of various pre-
parations of antibiotics and the cffects of crude substances excieted by some strains of
Actinomycetes were studied on the fixation of atmospheric nitrogen by Azotobacter
chroccoccum. The antibioticstested were: streptomyein, aurcomyein, tetram yein, viomvein,
and penieillin. Nutrients supporting the growth of Actinomyces longisporus and Aetino-
myees floridae (Strept. griseus W, et al. var. purpureus Burk.) wore also tested by the agar
block method; in the first case a very strong antagonistic affect was revealed to Azoto-
bacter, but in the second case only stimulation of Azofobacter was obtained.

Azotobacter has been cultured on the nitrogen-free medium descrited by M. V.
Fedorov. Antibiotics were appliedin 0,2, 2,0, 10,0, 20,0, 100,0,and 200,0 g per ml concen-
trations, The sterilized culture solutions of the above stiains of Actinomycetes were added
in the amounts of 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, and 0,07 ml to Azofobacier
cultures.

Azotobacter cultures were incubated for weeks at 32°C in {hermostats. After
ascertaining by the method of Bertrand, that the consumption of glucose has heen com-
pleted in control flasks, the number of Azotobacter cells in cultures containing different
amounts of antibiotic substances has been determined by direct microscopic counting in
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the Thoma chamber. The amount of residual glucose was determined in the latter flagks
using Fehling solutions; the Kjeldahl procedure was applied to determine the amount of
atmospheric nitrogen fixed by the cultures,

The results show a complete suppression of the growth of Azotebacter chroococcum
sirain-53 by 10 ug per ml of streptomyein, aurcomyein, terramyecin, or viemycin, or by
3 ml of a solution that has supported the growth of Actinomyces longisporus. The lower
effectivity of penicillin in relation to the suppression of multiplication of Azetebacter cells
cannot simply be explained by an increased resistance of Azotobacter to penicillin. This
was shown by the inhibition of cell multiplication in the first 3 to 4 days of growths of
Azotobacter cultures by 10 or even 2 #g per ml of penicillin. According to the results ob-
tained by the hole-test, moreover, of all the above substances the most active antibiotic
aguints Azolobacter is penicillin. The cell multiplication in cultures containing 10 ug per
ml penicillin after an initial lag period of a fow days clearly indicates the possibility of an
adaptation of the eells to the dose of the drug, or of an inactivation of penicillin in the
cultures.

The lowest effective doses of streptomyein, aurcomycin, viomyecin, penicillin, and
of the culture solution from Aetinomyces longisporus exert only a bacteriostatic action
on Azotobacter, since the transfer of eells in a medium free of antibiotics results in cell
multiplication.

In the second phase of our investigations the susceptibility of Azotobacter towards
the antibiotics studied has been recorded under conditions which inactivate the enzyme
system responsible for fixation of atmospheric nitrogen. The altered conditions consisted
of supplementing the Fedorov nutrient with ammonium phosphate as N source. This
latter compound has been shown by Fedorov toinactivate completely the enzyme system
of Azotobacter responsible for the fixation of atmospheric nitrogen.

Doses of the antibiotics and conditions during incubation have been the same as in
the foregoing experiments. The effects of antibiotics have likewise been evaluated by
direct microscopic cell counts.

It has been found that susceptibility of dzotobacter chroococcum to the antibiotics
studied is not changed by adding a nitrogen source to the nutrient. The affectivities in
suppression of cell multiplication of all doses of the studied substances were the same
regardless of the presence or absence of fixed nitrogen in the nutrient. Since doses of
these antibiotics lower than those required for a bacteriostatic effect do not affect the
nitrogen fixing activity of Azotobacter, it seems likely that the enzyme system of this
organism, responsible for the fixation of atmospheric nitrogen, is more resistant to anti-
biotics, than to surface active alechols or narcotics.

Table 1. The effect of antibiotics on the nitrogen fixing activity of Azotobacter. (1)
Amntibiotic. (2) Number of Azotobacter cells (million per ml) and fixed nitrogen (ml per ml
glucose). (3) At the start of incubation. (4) Concentration of the antibiotic (#g per ml). (6)
Culture liquid from Aectinomyees culture (ml per ml).

Table 2. Cell multiplication of Azotobacter chroococcum strain-53 as affected by
antibiotics. (1) Concentration of the antibiotic (ug per ml). (2) Culture filtrate from Acti-
nomyces longisporus cultures (ml per ml culture medium). (3) In the antibiotic-containing
medium. (4) After transfer into a second medium free of antibiotie. “+-+mnormal growth,
+ slow growth, -—— no growth.

Table 3. The effect of antibiotics on cell multiplication of Azofobacter in the pre-
sence of fixed nitrogen in the nutrient. (1) Concentration of the antibiotic (ug per ml). (2)
Number of Azotobacter cells (million per ml; at the start: 5,3). (3) Culture filtrate from
Aetinomyces  longisporus cultures (ml per ml—. (4) Number of Azotobacter cells (million
per ml).



