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Использование высоких концентраций антистафилококкового антибиотика батумина для повы
шения биосинтетической активности собственного штамма-продуцента позволило отобрать 
варианты с повышенной продуктивностью. Максимально активный клон «Pseudomonas batumici» 
№ 9 синтезировал 60—70 мг/л батумина, что в 2 раза превышало активность наиболее 
продуктивного природного штамма. Однако при хранении этой культуры в неселективных 
условиях наблюдалась постепенная потеря активности. Хлортетрациклин, использованный для 
увеличения выхода батумина, обладал селективным действием, в результате чего возрастало 
содержание клонов с повышенной активностью. 
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Введение. Антибиотик батумин выделен из штамма 
почвенных бактерий «Pseudomonas batumici» в Ин
ституте микробиологии и вирусологии НАН Укра
ины. Показано, что по своей химической структуре 
батумин представляет собой (2E,10Z,12E)-20-(3-
аминокарбокси-2-метил-1 -оксибутил) -амино-7-ме-
тилен-17-оксо-19-окси-3,5,15-триметил-эйкоза-2, 
10, 12-триеновую кислоту [1 ]. Благодаря своей 
уникальной химической структуре батумин можно 
рассматривать как новое антимикробное вещество, 
не имеющее аналогов среди антибиотиков, широко 
используемых в клиниках. Батумин обладает иск
лючительной избирательной активностью в отно
шении всех исследуемых видов стафилококков [2, 
3 ] и является высокоэффективным средством борь
бы с назальным носительством стафилококка [4, 
5]. 

Диски с батумином «Диастаф» обеспечивают 
быструю идентификацию микроорганизмов рода 
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Staphylococcus [6], их можно с успехом использо
вать при массовых обследованиях на носительство 
стафилококка. Таким образом, батумин является 
перспективным средством в борьбе с госпитальной 
стафилококковой инфекцией — одной из острых и 
пока не решенных проблем современной медицины. 

Недостаток природного штамма-продуцента, 
являющийся препятствием для промышленного 
производства, — это низкий уровень биосинтеза 
антибиотика (20—25 мг/л). 

Использование антибиотиков как селективных 
и индуцирующих агентов позволило получить 
практические важные результаты. Так, под влия
нием антибиотиков на продуцирующие их культу
ры актиномицетов отобраны высокоактивные му
танты продуцентов ристомицина, хлортетрацикли
на, имбрицина [9—12]. 

Цель настоящей работы состояла в исследова
нии особенностей действия батумина и хлортетра-
циклина на биосинтетическую активность штамма-
продуцента для повышения его продуктивности. 
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Материалы и методы. В работе использовали 
штамм «P. batumici» 109 с повышенной биосинтети
ческой активностью [7], полученный при рассеве 
дикого штамма «P. batumici» В-303. 

Резистентные к батумину и хлортетрациклину 
варианты «P. batumici» 109 получены методом сту
пенчатой селекции с возрастающими концентраци
ями антибиотиков. Батумин и хлортетрациклин 
вносили в агаризованную среду в виде водного 
раствора. Минимальная ингибирующая концентра
ция (МИК) батумина для «P. batumici» 109 состав
ляла 200 мкг/мл, хлортетрациклина — 0,2 мкг/мл. 

Штамм «P. batumici» 109, а также батуминре-
зистентные варианты № 4, № 9 и резистентные к 
хлортетрациклину варианты № 28, 53, 80 хранили 
в неселективных условиях под слоем вазелинового 
масла на 0,5 %-м мясопептонном агаре (МПА). 
Для изучения изменчивости по антибиотикообразо-
ванию все варианты «P. batumicb инокулировали в 
синтетическую ростовую среду. Культивирование 
проводили на качалке (220 об/мин) в колбах Эр-
ленмейера объемом 750 мл при следующих услови
ях: 150 мл питательной среды, начальная концент
рация клеток составляла 1-Ю7 кл/мл, температу
ра — 25 °С, время культивирования — 72 ч. 

Биосинтетическую активность клонов «P. batu
mici» проверяли с применением отработанной нами 
методики пересева на МПА с помощью репликато
ра из расчета 5 клонов на чашку, используя 
высокочувствительную к батумину тест-культуру 
Staphylococcus aureus 209P (УКМ В-918, АТСС 
6538Р), то есть методом диффузии батумина в 
агар. 

В соответствии с диаметром зон задержки рос
та стафилококков клоны условно разделяли на 
малоактивные — зона 5—20 мм, активные — 20— 
30 мм, с повышенной активностью — 30—40 мм и 
высокоактивные — 40—60 мм. 

Количественно концентрацию антибиотика в 
культуральной среде определяли спектрофотомет-
рическим методом. Культуральную среду экстраги
ровали хлороформом. Полученный экстракт упари
вали в вакуум-испарителе при температуре 40— 
45 °С и далее его очищали методом тонкослойной 
хроматографии. Сорбент, содержащий батумин, 
снимали с хроматографической пластины и элюи-
ровали спиртом. Содержание батумина в получен
ном растворе определяли спектрофотометрически и 
рассчитывали по формуле [8 ]: 

r D' Р • Ю4 

С ~ Ех% * 

где С — концентрация батумина, мг/л; D — опти
ческая плотность измеряемого раствора батумина 
при Я = 225 нм; Р — общее разведение пробы; 
Е1% —коэффициент экстинкции 1%-го раствора 
батумина (равен 584); 104 — коэффициент пере
счета концентрации на 1 л культуральной среды. 

Результаты и обсуждение. На первом этапе 
нами исследована возможность увеличения синтеза 
батумина, используя в селекции сам целевой про
дукт. Методом ступенчатой селекции получены 
резистентные к разным концентрациям батумина 
(400, 800, 1200 и 2000 мкг/мл) варианты «Р. 
batumici» 109, что было необходимо для проведения 
анализа зависимости их продуктивности от уровня 
резистентности к собственному антибиотику. Пред
полагалось, что в каждом случае вырастают только 
колонии, устойчивые к данной концентрации бату
мина и выше. 

По мере повышения концентрации с 200 до 
2000 мкг/мл выживаемость клеток падала. При 
концентрации 2000 мкг/мл формировались отдель
ные клоны с уровнем выживания 0,05 %. Резистен
тные к батумину формы отличались от чувстви
тельных по морфологическим признакам: колонии 
меньших размеров, шероховатые, встречались так
же слизистые варианты. Для исследований отобра
но 1359 клонов. 

Проверка клонов «P. batumici» 109 на синтез 
антибиотика свидетельствовала о неодинаковом 
уровне биосинтеза антибиотика отдельными клет
ками. В популяции доминировали активные клоны 
(46,7 ±3,1 %) и клоны с повышенной активностью 
(52,1 ±3,4 %). У батуминрезистентных вариантов 
изменчивость степени активности клеток штамма-
продуцента зависела от уровня резистентности к 
собственному антибиотику. С возрастанием уровня 
устойчивости к батумину увеличивалось количест
во клонов с повышенной активностью и высокоак
тивных клонов (рис. 1). Обращает на себя внима
ние факт полного исчезновения среди резистент
ных к 1200 и 2000 мкг/мл батумина форм 
активных вариантов и большой процент высокоак
тивных клонов. 

В дальнейшей работе мы учитывали, что наи
более резистентные к батумину варианты должны 
иметь повышенную биосинтетическую активность. 
Поиск максимально активных вариантов проводили 
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Рис. 1. Изменчивость степени активности клонов «P. batumici» 
109, индуцированная батумином: 1 — малоактивные; 2 — ак
тивные; 3 — с повышенной активностью; 4 — высокоактивные 
(а — до селекции; б — после селекции) 

среди 453 высокоактивных клонов, полученных в 
пяти независимых экспериментах и различающих
ся по уровню резистентности к антибиотику. Наи
большие зоны задержки роста S. aureus 209P (47 и 
58 мм) обнаружены только у двух клонов — № 4 и 
№ 9 с уровнем устойчивости 2000 мкг/мл (рис. 2). 
Эти клоны обеспечивали синтез на уровне 52—58 
и 65—70 мг/л антибиотика соответственно. То есть 
по сравнению с природным штаммом «P. batumici» 
(выход бату мина 31,4 ±1,9 мг/л) у полученных в 
опытах клонов «P. batumici» № 4 и № 9 достигнуто 
увеличение антибиотикообразования в среднем в 
2—2,5 раза. 

Поскольку стабильность уровня синтеза анти
биотиков имеет важное практическое значение, мы 
исследовали стабильность варианта № 9 после 
селекции батумином через 20 и 60 дней хранения. 
При рассеве батуминрезистентного высокоактивно
го клона № 9 до моноклонов происходило сущест

венное перераспределение их по активности. Так, 
через 20 дней доминировали клоны с повышенной 
активностью (71 ±2,5 %) и высокоактивные 
(29±1,4 %), через 60 дней хранения эти соотноше
ния изменялись, доминировали клоны с повышен
ной активностью и активные (53,7±2,1 и 43,5± 
± 1,9 %), высокоактивные составляли всего 2,8 ± 
± 0,004 % (рис. 3). Эти соотношения имели место 
при хранении клона на среде без бату мина, то есть 
в процессе хранения наблюдалась постепенная по
теря активности. Культура по этому признаку 
возвращалась к исходному состоянию и синтезиро
вала от 35 до 40 мг/л батумина. Аналогичная 
картина наблюдалась при изучении стабильности 
варианта № 4. 

Проведенные эксперименты свидетельствуют о 
том, что батумин можно использовать для повыше
ния биосинтетической активности собственного 
штамма-продуцента. Однако следует отметить, что 
полученные высокоактивные клоны характеризу
ются относительной стабильностью и поэтому мо
гут быть использованы для наработки антибиотика 
только в лабораторных условиях. 

Учитывая сообщения в литературе об успеш
ном использовании для увеличения уровня выхода 
целевого продукта других антибиотиков, мы изучи
ли влияние хлортетрациклина на синтез батумина. 
Тетрациклины принадлежат к классу антибиоти
ков, ингибирующих синтез белка за счет модифи
кации белков трансляционного аппарата клетки-
мишени [13, 14], а батумин относится к мембра-
нотропным антибиотикам [15, 16], из-за чего 
характер действия этих антибиотиков на клетки 
продуцента будет различным. 

Методом ступенчатой селекции были получены 
резистентные к разным концентрациям хлортетра
циклина (2, 20, 40 мкг/мл) варианты «P. batumici» 
109. В предварительных экспериментах изучали 
выживаемость клеток «P. batumici» 109 в зависимо
сти от уровня устойчивости. Как и предполагалось, 
с возрастанием уровня устойчивости к хлортетра-
циклину значительно снижалась выживаемость 
клеток продуцента. При концентрации антибиоти
ка 2 мкг/мл количество выживших бактерий соста
вило 8 %, при концентрации 20 и 40 мкг/мл — 0,8 
и 0, 05 % соответственно. 

Результаты, полученные при исследовании со
отношения клонов штамма-продуцента по степени 
их активности при воздействии хлортетрациклина, 
свидетельствуют о существенном росте в популя-
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Рис. 2. Зоны подавления роста тест-культуры S. aureus 209P: а — штаммом «P. batumici» 109; б, в — устойчивыми к батумину 
вариантами клонов № 4 и № 9 с увеличенным уровнем биосинтеза антибиотика 
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Распределение клонов штамма «P. batumici» 109 по степени активности под влиянием хлортетрацшслина 

Концентрация хлортетрациклина, 
мкг/мл 

Контроль 
2 

20 
40 

Количество просмотренных 
клонов 

Содержание клонов в популяции, % 

Малоактивные Активные С повышенной активностью 

105 1,2±0,06 46,7±2,8 52,1±3,1 
122 0 47,5±2,9 52,5±3,0 
125 0 24,7±1,5 75,3±4,1 
118 0 10,8±0,9 89,2±5,0 

ции клонов с повышенной активностью и снижении 
количества активных клонов. При этом высокоак
тивных клонов в популяции «P. batumici» не обна
ружено (таблица). 

Дальнейшая работа была посвящена выявле
нию максимально активных клонов по синтезу 
батумина среди клонов с повышенной активностью 
и уровнем выживания 0,8 и 0, 05 %. Среди 
резистентных к хлортетрациклину вариантов (20 и 
40 мкг/мл) для исследований было отобрано 760 
клонов. Дифференциальный анализ клонов по син
тезу батумина позволил обнаружить три клона — 
№ 28, 53, 80 с диаметрами задержки роста 5. 
aureus 209P 39, 35 и 37 мм соответственно в 
сравнении с 30 мм у «P. batumici» 109. Продуктив
ность этих клонов составляла 35—40 мг/л батуми
на, что несущественно превышало биосинтетиче
скую активность «P. batumici» 109. 

Хотя среди устойчивых к хлортетрациклину 
вариантов «P. batumici» 109 не обнаружены клоны 
с увеличенной биосинтетической активностью, ан
тибиотик обладал некоторым селективным действи
ем, очищая естественную популяцию от малоак
тивных и активных клонов. 

Антибиотики часто являются цитотоксически-
ми метаболитами для продуцирующих их бакте
рий. Устойчивость к ним многих штаммов-проду
центов определяется энергозависимыми эффлюкс-
ными системами, которые и выводят токсичные 
продукты из клетки [17—20]. Следует отметить, 
что повышение активности таких систем может 
вызывать увеличение выхода антибиотика. В част
ности, это продемонстрировано для 6-диметилхлор-
тетрациклина [21 ], сурфактина и плипластина 
[22], фенаримола и пенициллина [23], цефалоспо-
рина С [24]. 

На наш взгляд, повышение выхода антибиоти
ка при селективных пассажах культуры на среде с 

возрастающими концентрациями батумина обус
ловлено более активным выведением его из кле
ток — это основной механизм дезинтоксикации 
продуцента от собственного токсического продукта. 
Не исключено, что при этом увеличивается синтез 
антибиотика по механизму обратной связи, но 
решение этой крайне сложной проблемы выходит 
за рамки настоящей работы. 

Положительный эффект хлортетрациклина, 
скорее всего, связан с отбором клеток с высокоак
тивными эффлюксными насосами. Возможно так
же, что «P. batumici» использует специализирован
ный насос для выведения батумина, что хорошо 
согласуется с несколько различными эффектами 
присутствия в ростовой среде батумина и хлортет
рациклина. 

Таким образом, при исследовании особенно
стей действия батумина и хлортетрациклина на 
биосинтетическую активность штамма — проду
цента антибиотика было показано, что бату мин 
индуцирует появление высокоактивных клонов с 
повышенной продуктивностью в популяции «Р. 
batumici» 109, в то время как хлортетрациклину 
свойственно всего лишь селективное действие, в 
результате которого увеличивается содержание 
клонов в популяции с повышенной активностью. 

Выводы. Впервые для продуцента антистафи
лококкового антибиотика батумина показана воз
можность увеличения его синтеза при использова
нии в селекции самого целевого продукта. 

Использование батумина в селекции штамма-
продуцента позволило получить относительно ста
бильный продуцент с выходом батумина, увеличен
ным более чем в 2 раза. 

При селекции штамма-продуцента хлортетра-
циклином высокоактивных клонов не обнаружено, 
хотя под действием этого антибиотика в популяции 
продуцента наблюдалось уменьшение количества 
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малоактивных и активных клонов и увеличение 
клонов с повышенной активностью. Хлортетрацик-
лин обладал селективным действием, очищая есте
ственную популяцию от малоактивных и активных 
клонов. 

L. N. Churkina, А. N Kravets, V. V. Klochko 

Impact of inductive and selective agents on biosynthesis of new 
antistaphylococcal antibiotic batumin 

Summary 

Application .of high concentrations of antistaphylococcal antibiotic 
batumin in order to increase biosynthetic activity of the own 
strain-producent allowed selecting variants with increased pro
ductivity. Clone Pseudomonas batumici No. 9 with maximum 
activity synthesized from 60 to 70 mg of batumin per I of culture 
medium, which was 2 times higher than the activity of the most 
productive natural strain-producent However, after storage of this 
culture in non-selective conditions we noticed gradual decrease in 
the activity. Chlortetrасу dine possesses only selective influence, the 
result of which was raise in the content of clones with the increased 
activity in producent's population. 

Keywords: batumin, chlortetr асу dine, strain-producent, S. 
aureus. 

Л. H. Чуркіна, A. H. Кравець, В. В. Клочко 

Вплив індукуючих і селективних агентів на біосинтез нового 
антистафілококового антибіотика батуміну 

Резюме 

Використання високих концентрацій антистафілококового ан
тибіотика батуміну для підвищення біосинтетичної актив
ності власного иітаму-продуцента дозволило відібрати ва
ріанти з підвищеною продуктивністю. Максимально активний 
клон Pseudomonas batumici № 9 синтезував 60—70 мг/л ба
туміну, що в 2 рази перевищувало активність найпродук
тивнішого природного иітаму. Однак при зберіганні цієї куль
тури в неселективних умовах спостерігалася поступова втра
та активності. Хлортетрациклину, який використовували 
для збільшення виходу батуміну, притаманна селективна дія, 
в результаті чого зростав вміст клонів з підвищеною ак
тивністю. 

Ключові слова- батумін, хлортетрациклін, иітам-проду-
цент, S. aureus. 
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