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Antibiotikum-rezisztencia és szimbi6zisos
N,-két6 képesség Rhizobium melilotiban

BARABAS ZOLTANNE
MTA Szegedi Biologiai Kozpont Genetikai Intézete

A vadtipust Rhizobium meliloti lucerna-gazdandvénnyel szimbidzisban effcktiv nit-
rogénkotd rendszert hoz létre, a legkori nitrogént a ndvények altal hasznosithato nitrogén-
vegyuletekkeé alakitja.

A szimbidzisos nitrogénkotést meghatarozo géncket és ezek miikodését Rhizobium
mutansok segitségével lehet megismerni, Egy résziik nem képez gimét a gazdandvényen — ezek
a nodulacioban hibas (Nod™) torzsek —, mas résziiknél giim6képzés van, de nitrogénkités
nincs, ezek az ineffektiv (Fix ™) torzsek.

Azok a Rhizobium torzsek, amelyek mutacio révén rezisztensekké valtak bakteriofagok-
kal, bizonyos D-aminosavakkal, ill. egyes antibiotikumokkal szemben, sok esetben szimbiozi-
sos tulajdonsagaiban is megvaltoztak: Nod ™, ill. Fix~ fenotipust mutattak [1, 3, 4, 5, 6, 7].

Kisérleteinkben az antibiotikum-rezisztencia és a szimbidzisos tulajdonsdgok &sz-
szefiiggéset vizsgaltuk a Rhizobium meliloti 41 torzsben.

Spontan antibiotikum-rezisztens mutdnsok el6forduldsdnak gyakorisdga Rhizobium
meliloti 41-ben

A kisérletben hasznalt antibiotikumokat PANKHURST [3] szerint csoportositotiuk:
I. Fehérjeszintézist gatlo;
II. Nukleinsav-szintézist gatlo;

IIL. Sejtfal-, ill. membranszintézist gatlé antibiotikumok;

IV. Fehérjeszintézist gatld antibiotikumok, amelyek azonban megvaltoztatjak a sejtfal

permeabilitasat, és gatolhatjak az oxidativ foszforilalast.

Megvizsgaltuk a vadtipusa Rhizohium meliloti 47 érzékenységét a kiilonb6z6 csoportok-
ba tartozo antibiotikumokkal szemben, és a spontan rezisztensek el6fordulasanak gyakorisagat
az 1, tablazatban foglaltuk Ossze. Kiilonb6z6 volt a mutansgyakorisag a két fehérjeszintézist
gatlo antibiotikumnal; kléramfenikol esetén alacsonyabb szinten tudtunk rezisztenseket
izolélni, mint streptomicinnél. Hasonlé kiilonbség volt a két aminoglikozid antibiotikumnal;
neomicint hasznalva legfeljebb 100—200 pg/ml antibiotikum-tartalmi lemezen néttek ki
telepek, mig kanamicinnél az 1000 ug/ml koncentracional is 10 75—10 "7 gyakorisaggal jelentek
meg a rezisztensek.

Az antibiotikum-rezisztens tdrzsek szimbidzisos tulajdonsdgai

A rezisztens tOrzsek szimbiozisos sajatsagait kémcsGben, N-mentes agar-tipoldaton
tartott lucerna-csirandvényeken vizsgaltuk. Az inokulalast ugvancsak N-mentes tapoldatba
atvitt, 5—8 x 107 baktériumot tartalmazo szuszpenzioval végeztiik, egy csirandvényre szamitva.
A novényeket 22—24 °C-on tartottuk, 16 oras megvilagitas mellett. A kiértékelés 6 hetes korban
tortént. A glimdképzés szabad szemmel megfigyelbetd volt, a nitrogendz-aktivitast (effekti-
vitast) acetilénredukcié alapjan gazkromatogrifidsan hataroztuk meg, és a vadtipusa
baktériummal inokulalt névények értékeihez viszonyitottuk (2. tabjazat).

Hidnyos gimoképzest csak a kloramfenikol-rezisztenseknél kaptunk, az effektivitas
csdkkenése azonban kisebb-nagyobb mértékben jelentkezett a kloramfenikolon kivil a
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1. tdbldzat

A kiilénb6z6 antibiotikumokkal szemben
rezisztens spontin mutdnsok gyakorisiga

Rhizobium meliloti 41-ben
. cc Spontan mutansok
Antibiotikumok (ug/ml) P evakorisaga
I. csoport
Kl6ram(enikol 10 1075—1074
25 1077
50 10-8
Streptomicin 10 1073
50 107¢
100 1077-10"¢
200 1077—10"¢
I1. esoport
Rifampicin 10 10-¢
25 1077—10"¢
50 1077
100 1078—10""7
III. csoport
Vankomicin 50 107¢
100 107¢
IV. csoport
Kanamicin 100 1071
250 107
500 1077—-10"¢
1000 1077—10"¢
Neomicin 10 1074-1073
25 1075-10"4%
50 107%—10"5
100 1077
200 1078~1077

Megjegyzés: Az antibiotikumot nem tartalmazd
tapoldatban  szaporitott baktériumokat megfeleld
higitasban kiilonbézd antibiotikumokat tartalmazé agar-
lemezekre szélesztettitk. A 4 nap alatt kintt telepek
szamal az antibiotikumot nem tartalmazd lemezeken
kifejlodott telepek szimahoz viszonyitottuk,

rifampicin-rezisztensek kozott is. A streptomicinre és vankomicinre rezisztens mutinsok
effektivitdsa nem csokkent a vadtipushoz viszonyitva.

Az effektivitasvesztés legerdsebben a neomicin-rezisztens mutansokban jelentkezett. 20
mutans torzs kéziil — amelyek 100 pg/ml neomicinre voltak rezisztensek — 17 teljesen
ineffektivvé valt. Bgy ilyen neomicin-rezisztens mutdns szimbibzisos sajatsagait mutatja a 3.
tablazat, Osszehasonlitva az inokulalatlan névény, ill. a vadtipusi (neomicin-érzékeny)
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2. tablazat
Antibiotikum-rezisztencia és effektivitds Rhizobium meliloti 41-ben

. Vizsgalt Effektivitas, %
Antibiotikum (ug/ml) klonok
szama 0—10 10—20 20—50 50
1. csoport
Kléramfenikol 25 26 3 3 3 17
50 18 1 3 3 11
Streptomicin 200 20 0 0 1 19
II. csoport ‘
Rifampicin 50 40 1 1 8 30
100 38 1 1 13 23
1II. csoport
Vankomicin 50 20 0 0 0 20
100 i 0 0 1 6
IV. csoport
Kanamicin 500 30 0 2 3 25
1000 32 1 0 4 27
Neomicin 50 20 0 0 3 17
100 20 17 1 1 1

Megjegyzés: Az acetilénredukcié alapjan meghatirozott effektivitast a vadtipusi, antibiotikum-
érzékeny baktériummal kapott ériékhez viszonyitottuk, annak szdzalékdban fejeztiik ki.

baktériummal inokulalt ndvény adataival. A giim6k szama erdsen megnbvekedett, a széraz sily
az inokulélatlan kontrolléval azonos, az acetilénredukcioval mért effektivitis nem éri el a
vadtipussal kapott érték 1%-at. A szarazsily-mérésekhez a novények sziklevél feletti részét
hasznaltuk, 24 oras, 105°C-on t6rténd szaritas utan.

A masik aminoglikozid antibiotikum — a kanamicin — a neomicinrdl eltérd
eredményeket adott. A 30, 1000 pg/ml kanamicint tartalmazo agar-lemezrél izolalt mutdns
kozill mindossze egy vesztette el az effektivitasat.

A neomicin-rezisztens térzsek effektivitdsvesztésének lehetséges okai

Hatarozott 6sszefiiggést taldltunk a neomicin-rezisztencia és a szimbidzisos nitrogénkotd
képesség elvesztése kozott s Rhizobium meliloti 41 térzsben, azonban a neomicin hatasmédja,
valamint a rezisztencia és az ineffektivitas Osszefiiggése még nem tisztazott.

Kisérleteinkben a kovetkezo lehetOségeket vizsgaltuk:

1. A légzési lanc elektrontranszportja nem kapcsolodik az ATP-szintézissel. fgy
energiahiany lép fel, amely gatolja az antibiotikum felvételét, és gatolhatja az ugyancsak
energiaigényes N,-kotést is. [lyen ,,uncoupled” jellegete figyeltek meg Escherichia coli-ban [2].
Mivel azonban a rezisztens torzsek a vadtipussal azonos mértékben hasznositottak a
borostyank&savat, mint kizarolagos szénforrast, vegetativ szaporodasukban, ez nem lehetett a
jelenség magyarazata.

2. A sejtfal, ill. a membran permeabilitisanak megvaltozasa. Jelzett aminosav-felvételi
kisérletekkel nem tudtunk olyan mértékii permeabilitasvaltozast kimutatni, amely az aminosav
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3. rablazat

Vadtipusa (R. m, 41) és neomicin-rezisztens (Nm 100)
Rhizobium meliloti szimbidzisos tulajdonsagai

. Giimb- Széraz sily, Effektivitas,
L szam/novény mg/novény %
) 0 2,0 1
R.m. 41 33 5,5 100
Nm 100 28,3 1,8 1
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Megjegyzés: A vadtipusi és a neomicin-rezisziens mutanssal kapott
értékeket egymassal és az inokulalatlan (@) kontrollndvény értékeivel hason-
litottuk Gssze.

felvételét gatolta volna. Jelzett neomicin nem 4llt rendelkezésiinkre, igy az esetleges szelektiv
permeabilitasvaltozas nem zarhato ki.

3. Fénymikroszkopos vizsgalatok arra mutatnak, hogy a rezisztens torzsek egy részében
a baktériumok nem alakulnak at nitrogénkotd bakteroidokka. A mikroszkopi képben nem
lathaték a baktériumnal lényegesen nagyobb, elagazd formaju bakteroidok. Ez is lehet
sejtfalvaltozas koévelkezménye, mivel a bakteroidokka alakulas sordn a sejtfal altalaban
elvékonyodik, atjarhatobba valik, és a merevebb sejtfal meggatolhatja a nitrogénké6td
bakteroidok kialakuldsat. '
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