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Ранее нами сообщалось о диссоциации длинного конъюгативно- 
го R-фактора (100 т.п.н.) S. derby, придающего клеткам устойчивость 
к различным антибиотикам: хлорамфениколу, пенициллину, стрепто­
мицину и сульфаниламидам, и образовании более мелких плазмидных 
ДНК, гетерогенных по длине—от 22 до 3,7 т.п.н. и менее (՛).

Подобного рода явление отмечено в клетках Proteus mirabilis 
сложных R-факторов, NR 84, NR1, где показана амплификация г-де- 
терминант, определяющих резистентность к хлорамфениколу, стреп­
томицину при выращивании клеток в присутствии высоких концентра­
ций антибиотиков (2 3). Эта амплификация приводит к образованию 
Р-факторов, состоящих из одного РТР-компонента и нескольких копий 
г-детерминант (4).

Целью настоящей работы было 
кации г-детерминанты R-фактора и 
хозяина в образовании плазмидных 

исследование явления амплифи- 
участие гсс А системы клетки- 
ДНК. возникающих в процессе

диссоциации R-фактора S. derby.
В работе использовали дикий тип S. derby К 89, содержащий R-

фактор, придающий клеткам устойчивость к ряду антибиотиков: пе­
нициллину (Рп), стрептомицину (Sm), хлорамфениколу (Ст) и суль­
фаниламидам, а также штаммы Е. coli KS 707 и KS 706 гес А, мутант 
по общей рекомбинации клетки-хозяина. Конъюганионные скрещив!- 
ния проводили по методу Дэтта (5). Антибиотики в опытах по конь- 
югации использовали в следующих концентрациях (мкг/мл): Рп—20, 
Сгп—20, 5т—200. Отбор эксконъюгантов проводили на селективной 
среде с антибиотиками и рифампицином (R! 1) (маркер реципиентных 
клеток Е. соП), а также на минимальной среде для отбора аукс01ро|з- 
ных эксконъюгантов.

Плазмидную ДНК выделяли методом получения осветленных ли­
затов (6) и проводили электрофоретический анализ этой ДНК в 0,8%- 
ном агарозном геле (7). Активность ДНК-полимеразы определяли в 
стандартных условиях (8) с использованием активированной ,111К из 
спермы лосося (в качестве затравки-матрицы).

Для выяснения участия гес А-снстсмы клетки-хозяина в ооразо- 
вании гетерогенных по размерам мелких плазмид S. derby, выявляе­
мых при электрофоретическом и электронно-микроскопическом аиал I- 
зе плазмидных ДНК клеток S. derby дикого типа и его производных.
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эксконъюгантов и трансформантов, были проведены эксперименты по 
конъюгационному переносу R-фактора S. derby в клетки Е. coli KS 
707 н KS 706 гес Л. При генетическом анализе полученных от скрещи­
вания клопов (S. derby К 89Х Е. coli KS 707 и S. derby К 89ХЕ. coli 
KS 706 гос А) обнаружены эксконъюгапты двух классов—ауксотроф- 
пые и прототрофные, которые проявляют расщепление признаков анти- 
биотикоустойчивостп, подобно эксконъюгантам, полученным при скре­
щивании S. derby К 89 с бесплазмидным мутантом S. derby К 82 (9). 
Частота эксконъюгантов в обоих типах скрещиваний была равной 
(Т = 2- 10 в). Электрофоретический анализ исследуемых экскоиъюгаи- 
тов выявил наличие всех плазмидных ДНК, независимо от их длины, 
определяемых в природном штамме S. derby К 89. Таким образом, 
процесс образования гетерогенных плазмидных ДНК S. derby при 
распаде сложного R-фактора на более мелкие плазмиды не зависит с.т 
гес A-системы клетки-хозяина.

I езистентность к Ст, %
Концентрация Ст,

мкг мл

120 150

Явление амплификации г-детерминант R-фактора S. derby иссле­
довали при выращивании клеток S. derby в среде с высокой концен­
трацией антибиотика. Клетки S. derby К 89 помещали в среду, содер­
жащую антибиотик хлорамфеникол в концентрации до 150 мкг/мл, 
поэтапно, в течение трех суток. Клетки, выросшие в среде, содержа­
щей» 150 мкг/мл Cin, и контрольные (выросшие в среде без антибиоти­
ка) высевали в чашки со средой, содержащей Ст в концентрации 
120 мкг/мл, и со средой не содержащей лекарства. Результаты показы­
вают, что клетки, «прошедшие предварительную инкубацию в среде с 
антибиотиками, проявляют к Ст резистентность, в 150 раз большую, 
чем контрольные (таблица).

Резистентность к Ст клеток S. derby, выращенных в разных условиях I * * *

Штамм
ДНК-полимеразная ак­

тивность, нмп. за €0՞

К 89
без а/б
К 89
транзицирование 
120 мкг мл

0,4

63.2

0

36,1

10,725

32.700

При инкубации клеток, уже подвергшихся транзиции в течение 
многих поколений в среде, не содержащей антибиотик Ст, имеет 
место снижение резистентности клеток к повышенным концентрациям 
антибиотика. Это явление названо «обратной транзицией». В наших 
экспериментах из девяти колоний, отобранных из транзицированной 
культуры S. derby К 89 и инкубированных в отсутствие антибиотика, 
семь проявили снижение резистентности к высокой концентрации Ст 
на 50 и более процентов. Явление амплификации г-детерминанты, 
определяющей устойчивость клеток S. derby к Ст, в клетках Е. сон 
не обнаружено. При выращивании клеток S. derby К 89, несущих R- 
фактор, в среде, содержащей высокие концентрации Рп, повышение 
резистентности клеток S. derby к Рп не выявлено. Изначальная вы- 
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сокая резистентность -клеток S. derby К 89 к Sm (8000 мкг/мл), детер­
минированная R-плазмидой и связанная с нарушением проницаемое in 
мембран, не позволяла проводить эксперименты по проверке ампли­
фикации г-детермиианты, определяющей Sm-устойчивость клетки

Гаким образом, анализ явления траизиции R-фактора S. derby 
указывает на возможную амплификацию лишь одного сегмента г-дс- 
термиианты. определяющего устойчивость клеток к Ст, входящему в 
состав сложного R-фактора S. derby, распадающегося на мелкие плаз- 
мидныс ДНК. Известно, что значительная часть гес А-независимых 
рекомбинантных событий у бактерий как структурно, так и функ­
ционально обеспечивают уникальные генетические элементы IS (4).

Авторы, определившие в клетках Рг. mirabilis процесс диссоциа­
ции R-фактора и образования множественных копий г-детерминанты, 
предполагают участие 1 S-элементов в механизмах этих процессов (10). 
Механизм диссоциации и образования гетерогенных плазмидных ДНК 
с имплификацией одного из сегментов- R-фактора г֊детерминанты, 
обеспечивающей устойчивость к Ст в клетках S. derby, является пред­
метом дальнейших исследований.

Ранее нами выявлена плазмидная ДНК, обеспечивающая резис­
тентность клеток к Ст, с которой ассоциирована ДНК-полимеразная 
активность, являющаяся продуктом диссоциации сложного R-фактора 
S. derby pSD Cm pol ('). В связи с этим представилось интересным 
определение ДНК-полимеразной активности в клетках S. derby, выра­
щенных при высоких концентрациях Ст (120 мкг/мл). Из таблицы 
видно, что в исследуемых клетках ДНК-полимеразная активность в 3 
раза выше, чем в контрольных клетках штамма.

Возможно, что образование множественных копий г-детерми- 
ианты, определяющих устойчивость к Ст, обеспечивает активацию 
гена плазмиды pSD Cm pol, ответственного за ДНК-полимеразнуэ 
активность клеток S. derby.
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ժ. II.. ԿԾՈ9ԱՆ Լ. 1Г. ԽԱՆՐԵԿՅԱՆ, Կ. Ա. ԱՌԱՔԵԼՈՎՍ., Ն. Ն. ԱԱՐԳՍՑԱՆ, 
Վ. Ե. ԿԱՐԱՊԵՏՅԱՆ

Տ^օրհ\'-1* R-(^nгծn(t|։ տ։՝ս։1ւ(լ|ւց1><-Ա փ ԼրԼւււ|թ|։

Աշխատանքում ուսումնասիրվել է 1^֊ գործ ոնի Հ-դետ երմինանտի ամպ֊ 
(իֆիկացիայի երևույթը և Տ^^-^ րջիջներում гecA համակարգի մասնակ֊ 
է/ությունր Հ֊գործոնի դի ս ոցի ա ցի այի հետևանքով պ լա դմ իգային ԴՆ^֊ների 
առաջացմանը։ Ցույց է տրված, որ այդ պչաղմիգային Հետերոգեն 7 (//»*- 

ների առաջացումը կախված չէ Տ^Խ^֊/ր րջիջների րՕ1^ համակարգից:
Հ֊գործոնի տրանզիցիայի երևույթի ուսումնասիրությունը ցույց է տա­

լիս, "ր S■dcгby֊/r ըջիջներում հնարավոր է ^֊գործոնի V֊ գե տերմին ան տի 
միայն մեկ սեգմենտի ամպլիֆիկացիան, որը ապահովում է բջիջների կա֊ 
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ւունրսք!յունր Sill֊/» նկատմամր։ Հնարավոր է նաև, որ T֊ ղետերմինան֊ 
ւրի րաղմաթիվ կրկնօրինակների шпшршдпп!ր , որր պայմանավորում / /’)>/» ?- 
ների կ ա յունու թ յունր Sill֊/» նկատմամր, ք՛երում Լ R֊ պ / ա I/ մ ի ղ ա յի 
ո/ո I ի մ եր սւ г] и/(ի ա կ ա ի վ ո ifJ յո ւնն ապահովող ղ են ի ա կ տ ի վ ա ւյ մ ան ր յ
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