
4. Bongrrts G. P. .4., Utzetter J. Brouns R. and '/oge{ ՛?. L>. Biochem. Biophys.. 
Acta. 527, 348, 1978.

5. Conley G., Priest I). (i. B.oehem. 187. 733. 1980.
6. Kinsella J. E.. German В and Shetty J. Comp. Biochem Physiol,, 82B. 621, 1185
7 Mahler H. R.. Hybster G., Baum H. •' Biol. Chern ■/•;, 625, 1925-
8. Pitts O. ,W„ Priest D. G. Arch, Biochem, and Biophys, 163, 359. 1974.
9. Robinson P. J., Dunnil P, filly Л1. D. Biochem. and Biophys. Acta. 242. 659, 

1971,

Поступило 26.VI 1989 г.

Биолог, ж. Армении, № II,(42).1989 УДК 615.28.615.31

УЛ ЬТРДСТРУКТРН ЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ГРАМОТРИНАТЕЛЬНЫХ 
II ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИИ НОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ

ЧЕТВЕРТИЧНОГО АММОНИЕВОГО СОЕДИНЕНИЯ А-660

И. X ТОРДЖЯН, Ж Р. БАБАЯН. К. О ОВНАНЯН. Г. С. АКОПЯН

Армянский ОТКЗ НИИ эпидемиологии. вирусологии и медицинской 
паразитологии км А. Б. Алексаняна. Ереван

В клетках кишечной палочки соединение А-660 вызывает расщепление на­
ружной мембраны клеточной стенки на два электроннооптнчески плотных 
слоя и нарушение целостности цитоплазматической мембраны. В клетках 
золотистого стафилококка незначительно разрыхляется клеточная стенка 
и разрушается цитоплазматическая мембрана.

Соединение А-660 ։>т известных ПАВ отличается механизмом ноздей- 
сгния на мембраны, приводящим к растеплению двух ее электронноопти 
чески плотных слоев с образованием вздутий.

Աղիքային ցուպիկի րյիջն1.րո<մ \-G60 միւս rjntfl յո։Ն ր ա ոա յա ./Նամ i ր ւս տի 
արտաքին թաղանթի ճեղքում ? կյեկտրոնաօպտիկ տեսակետից խիտ շերտերի, 
ինչպես նաև' րակտերիայի ցիտոպյազմ ատիկ թաղսւնթի ամբողջականության 
խախտում• հսկեղոլյն ստաֆիյսկոկի բջիշնեյււոմ րջչաթաղանթր ղաոնո\մ Լ աննշան 
փխրուն և քայքայվում Լ ցիտոպյուղմատիկ թտղանթր։ Ա-Տ60 միացոէթյունր տար- 
քերվում Լ հայտնի մ ակերեսս/ ւին ակտիվ նյութերից նրանով, որ նրա Աւղղեցու- 
թյան մեխանիղմր պայմանավորված Լ /'՝’♦/' թաղանթի 2 1,յեկսւրրէնաօպտիկ խիտ 
շերտերի քայքայումով, ոյ< ւսոաշացնում կ ւսրտավ։րոսէներ>

In Escherichia coli il։e combination A-660 evokes splitting of the exter- 
• nal membrane of the cell wall into two electroneopticallv firm lay­

ers and breach ol continuity of cytoplasmic membrane. In Staphylococcus 
aureus the cell wall՜; is slightly^ loosened and the cytoplasmic membra­
ne is destructed. The combination A-660 differs iron։ known SAS by the 
mechanism of influence on the membranes, bringing Io the splitting of 
its two electroneoptical’y firm layers by the formation of swellings.

ПАВ—умтраструктура бактерий—биоцрдм.

В 1юслед!1.ие годы ведется интенсивный поиск новых дезинфицирующих 
средств среди ։руппы жатионных ПАВ, >в частности. ЧАС

(яжращения. ПАВ ловерхностпо-актпвное вещество; ЧАС—четвертичные аммо 
нневыс соединения.
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ВКЛЕПКА 
(к ст. И X. Торджян и др . стр. 99П.

Действие ЧАС А-660 на клетки кишечной пп-ючки >■ :«■ гптисьи > ■тифило- 
кокка. Л- контроль кишечная на.ючкл (штамм 1257|Х~0.000; б кон 
троль—золотистый стафилококк (штамм 906| ■■ Н5.1ЯИ), и -чейсчнш- \(№0 
на клетки кишечной палочки. сублетпльннн кониентриишг. ՛■ йб.ООй; 
г- д действие Л 660 на клетки кишсчнои ла.ючк;- лстальнии кониентрл* 
пня Х^й.ООО, 56.000; с—действе Л-660 ил клетки золотистого Стафялб 
коккп, сублствльнзя концентрации, х56.000; ж ■си-т.чи.е \-fifi0 на к.тет 

ки здйотястого стафилококка, легальная ксшценгракип ХбО.иОО



Анализ литер ату р-ных ышных свидетельствуем об отсутствии единой 
точки зрения на механизм антибактериального действия катионных 
ПАВ, что. возможно, связано с отсутствием комплексных исследований 
по изучению структурно-функциональных изменении клетки после ее 
контакта с ПЛ В на современном научном уровне.

Целью настоящего исследования явилось изучение ул ьтр аструк- 
•гурных изменений кишечной палочки и золотистого стафилококка под 
воздействием нового ненасыщенного хлорсодержащего ЧАС Л-660, 
синтезированного из «местного сырья и обладающего выраженным анти­
бактериальным действием [2].

М/Лсршм « методика. В качестве гест-мнкроорганиэмов использовали эталонные 
штаммы кишечной палочки (штамм 1257) и золотистого стафилококка (штамм 906). 
Изученп-з антимикробной активности соединения A-G60 проводили согласно общепри­
нятой методике [3J с применением 2 млрд взвеси 24-часовон микробной культуры. 
Ус!з)1-..илсво, что сублетальная концентрация соединения А-660 составляет для кишеч­
ной лзлочкн и золотистого стафилококка 0.00025 и 0.00005 соответственно. Дли 
ьлсктрошюмнкроскопического исследования использовали суспензию клеток, подверг­
нул,. дейстнню этих концентраций исследуемого соединения. Смесь центрифугиро­
вал! 15 мин при 3000 об/мин. Осадок отмывали водопроводной водой и фиксировали 
ло модифицированной методике [8]. Материал заключали в синтетическую смолу 
«Ар.илднт» (Швейцария, Флука), ультратонкие срезы получали на ультрамикротоме 
УМТП 4. контрастировали уксуснокислым уранилом и лимоннокислым свинцом, про- 
сматривали и фотографировали на отечественном микроскопе ЭВМ-100 АК при ин- 
струМентальном увеличении Х30 000.

Контролем служили клетки кишечной палочки я золотистого стафилококка, пе 
яодвенгнугые воздействию препарата А-660.

Результаты и обсуждение. Ультратонкое строение контрольных 
клеим- было типичным для грамотрицательных и грамположительных 
бактерий [1| (рис., а. б)*.

Субле։альная .концентрация препара та Л-660 вызывала изменения 
преимущественно в мембране клеточной стенки кишечной палочки. При 
ни 1,1 мой целостности бактериальной клетки, цитоплазматической мем­
браны и внутриклеточных структур по всей поз ер х ноет и клеточной стен­
ки чяблюдалпсь локальные выпячивания се наружного >.։ектрониооптн- 
чески плотного слоя, образовавшееся вследствие расщепления мем­
браны на два электронноплотных слоя: нижний слои, прилегающий к 
цнт «плазматической мембране, и поверхностный, образующий выпячи­
вания (рис., я). Расщепившиеся или расслоившиеся участки мембраны 
клеточной стенки отшнуровывалиеь и обнаруживались в среде в ваде 
одноконтурных мембранных пузырьков, имеющих определенную связь 
с поверхностью клеточной стенки или не имеющих се (рис., в)

При использовании летальной концентрации препарата А-660 на 
поверхности клеточной стенки. 1иаряду с указанными изменениями, ina- 
■блю/ались грибовидные выпячивания, образованные обоими слоями 
мембраны клеточной стенки и имеющие двухконтурное строение (рис.,г). 
Последние состояли из узкой нижней части—«ножки» и расширен­
ной верхней части- -сголовки». Образование таких выростов является, 
ло-видимому, следствием ослабления связи между цитоплазматической

Здесь и далее, рис., в—ж. см. вклейку.
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мембраной н мембраной клеточной стенки Целостность цитоплазма­
тической мембраны нарушена.

Заметные изменения наблюдались з цитоплазме клеток: разреже­
ние гранулярного компонента; образование в цитоплазме мелкозернис­
тых плотных тел; значительное расширение периплазматнческого про­
странства -н его заполнение мелкозернистым -рыхлым -веществом, мор­
фологически в электроннооптически аналогичным цитоплазматическому 
компоненту {рис., г?). Последнее. по-видимому, имело место в резуль 
тате нарушения проницаемости цитоплазматической мембраны.

Что касается золотистоею стафилококка, то сублетальная концеж- 
трання препарата А-660 не вызывала -каких-либо грубых морфологичес­
ких изменений в его клетках. При полной сохранности клеточной стенки 
и цитрилазмы наблюдалось лишь незначительное разрыхление внеш­
него слоя клеточной стенки (рис., е) и размывание контура рибосом

Об изменениях в структуре цитоплазматической мембраны нс -пред­
ставляется возможным судить, так как последняя плохо различима в 
клетках стафилококка из-за маскировки, с одной стороны, плотно щм- 
легаюшим мукопентндным слоем, с другой—гранулярным компонентом 
цитоплазмы.

Легальная концентрация препарата Д-660 приводила к грубым из­
менениям, -не вызывая нарушения целостности клеток стафилококка. 
Клеточная стенка разрыхлялась. Цитоплазма в большинстве особей ста­
новилась грубозернистой и нс прилегала к клеточной стенке, так что 
между клеточной стенкой и цитоплазмой выделялась зола с итвжой 
злектронЕЕОоптической плотностью, имеющая гомогенное строение. Вне 
которых особях эта зона занимала значительную часть клетки. При 
•тем цитоплазматическая мембрана нс выявлялась. по-видимому, вслед­
ствие ее разрушения (рис., ж).

Исследование механизма действия известных ПАВ как биохими- 
ческвмн -методами, так .и на субмикроскопическом уровне позволило 
установить, что мишенью их действия являются биологические мем­
браны [4—7,9].

Субмикроскопическое исследование бактериальных «легок и их 
сферопластов при -воздействии ПАВ (выявило локальное нарушение 
целостности мембраны клеточной стенки, разрушение цитоплазматиче­
ской мембраны у кишечной палочки и повреждение цитоплазматической 
мембраны у стафилококка [4].

Как показали наши исследования, .новое катионное ПАВ А-660. так 
же как н другие известные ПАВ, обладает м ембр анотрон ным. действием. 
Однакт его отличительной особенностью является такой механизм разо­
бщения -между липидами и белками мембраны, который приводит к ее 
расщеплению на дна электроннооптически плотных слоя с образованием 
на поверхности клетки локальных вздутий.

Таким образом, анализ ультраструктурных изменений, происходя­
щих в клетках кишечной палочки и золотистого стафилококка, свиде­
тельствует о том, что бактерицидное действие ЧАС А-660 в первую 
очередь обусловлено глубокими структурными нарушениями в мембран՝ 
ном аппарате бактерий.
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ И БИОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
Тп 5-ТРАНСФОРМАНТОВ КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ 

ЭСПАРЦЕТА

А. //. АЛЕКСАНЯН

Институт микробиология АН АрмССР г Абовян

Показано, что и ряде случаев тр.ансиозоновые (Tu5j трансформанты име­
ют качественно иную электрофоретическую подвижность изученных фер 
ментон. Эффективность. ПР и НГ активность отдельных трансформантов 
нише, чем у исходного штамма.

'>п,!И I "f՛ ч>1։<иЪА/>Ъ rjlnijpl.ptiui и1иппПгшч/ч"/*чА tfl.pi/ l.hinhhpp юриЛи-
Ujniinhiltjltb (Suf5) ‘’ipi’Anifyiipi! ui'iniAil.pfi ihrut nti/iij, mtunplp /p.lfutpuiljuipl.inlilf 

, п ч >чЪп։ jl jr> th՛ 1Г fi yiupp fj n 4 чи։ i p тЫ. p /IfliljUifiiftuPjwiIp, i'fiuipiuuHii.rjnilf-

UtlU l/Ul j/lii h hfl m pn r)hlii։r rpu ^f՛^, ип/in f. tjn! ft j 41 ։! f՛ l/l.pailiiulipnul till hfllljllb linioilfltll

Il is shown ihai In .1 m.-rnber 01՜ vases the ti... puzonv (Tp5) transfor­
mants differ in the quallly of the elcclrophdret-c in >b։lity for i'ie studied 
enzymes. The efficiency, XI? and NG activii e< o; some Tp5 transformants 
are higher than those of the initial stiain.

Бактерии клубеньковые Tn 5—гринсформангы—.натра} peui; кт аза—нитрогеназа.

Получение мутантов клубеньковых бактерии в настоящее время осу­
ществляется в основном широко распространенными традиционными 
генетическими методами [4. 6. 13]. Весьма немногочисленны работы 
по получению Тп 5-мутантов клубеньковых бактерий, слабо изучены 
их биохимические особенности и эффективность [2. -5]. Известны ра-

Сокращения. ПР -иитраг1д.-..укта:<а; НГ нитрогеназа.
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