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НОВЫЙ ПРОДУЦЕНТ АНТИБИОТИКА КОЛИСТИН

Среди антибиотиков, выделенных из различных видов спорообразу­
ющих бактерий, особое место занимают полимиксины. Все они получены 
из культур бактерий, объединяемых в группу Вас. ро1утуха-с1гси1апз, 
и являются близко родственными веществами полипептидной природы. 
Изучению и применению антибиотиков группы полимиксинов посвящена 
обширная литература, а сведения о них обобщены в отдельных изданиях 
[1, 3, 18, 22].

Большой интерес к антибиотикам группы полимиксинов вызван 
исключительно ценным избирательным спектром действия на грамотри- 
цательные бактерии. Единственным в своем роде является выраженное 
антибиотическое действие полимиксинов на бактерии группы синегной­
ной палочки. Они угнетают также и рост некоторых видов грибов [9, 19].

Различные препараты полимиксинов были всесторонне изучены, пос­
ле установления их терапевтической активности некоторые из этих анти­
биотиков выпускаются промышленностью. Широкое внедрение полимик­
синов в клиническую практику ограничивается их нефротоксичностью. В 
этой связи большой интерес вызвало открытие японскими авторами но­
вого антибиотика из группы полимиксинов—колистина, обладающего 
слабой токсичностью по сравнению со всеми известными полимиксинами. 
Этот антибиотик находит сейчас самое широкое применение в ряде стран.

Дифференциация описанных продуцентов полимиксина и образуе­
мых ими антибиотиков в течение долгого времени была весьма запутана 
и лишь в самое последнее время, благодаря успехам в области установ­
ления их химической природы, в этот вопрос была внесена определенная 
ясность. Описания культур — продуцентов полимиксинов являются не­
полными, а в ряде случаев крайне поверхностными. Один и тот же 
штамм продуцирует несколько полимиксинов. Полученные и изученные 
в течение ряда лет препараты полимиксинов оказались неоднородными, 
и в их составе было установлено наличие нескольких индивидуальных 
фракций, трактуемых сейчас как отдельные антибиотики. Наиболее пол­
ное изучение состава и структуры антибиотиков группы полимиксина 
выполнено японскими учеными Института белка в г. Осака [11].

В известной мере источником разногласий является слабая разра­
ботка систематики бактерий Вас. с1гси1апэ—ро1ушуха и родственных 
видов, а также отсутствие общепринятых признаков дифференциации 
видов этой группы бактерий. В этой связи считаем необходимым дать 
имеющуюся характеристику культур продуцентов антибиотиков поли­
миксинов, учитывая, что этот вопрос не освещен в нашей литературе.
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Почти одновременно в 1947 г. было сообщено об открытии двух но­
вых антибиотиков. Один из них, названный аэроспорином, был выделен 
из культуры Вас. аегозрогиз [5, 6], другой—из Вас. ро1ушуха и назван 
полимиксином [7, 8]. Впоследствии было обнаружено, что Вас. аегозрогиз 
образует и два других антибиотика, родственных аэроспорину. Все они 
были близки с полимиксином. Родственными оказались и культуры про­
дуцентов антибиотиков. Поэтому было предложено назвать аэроспорин 
полимиксином А, два других антибиотика из Вас. аегозрогиз—полимик­
синами В и С, а оригинальный полимиксин из культуры Вас. ро1утуха— 
полимиксином Д.

Культура продуцента полимиксина Д описана в литературе [20]. Ве­
гетативные клетки 18-часовой бульонной культуры представлены, в ос­
новном, грамотрицательными организмами. Споры овальные, без строгой 
локализации, раздувают клетку. Культура на бульоне образует муть и 
клейкий осадок. Индол и сероводород не образует. Нитраты восстанав­
ливает. Образует кислоту и газ на средах с глюкозой, лактозой и саха­
розой. С использованием рамнозы образует кислоту без газа. Реакция 
на образование ацетилметилкарбинола положительна. Молоко коагули­
рует с образованием кислоты и газа. Крахмал гидролизует, кристалли­
ческие декстрины не образует.

О получении антибиотика циркулина из культуры, идентифициро­
ванной как Вас. с!гси1апз, было сообщено в 1948 г. [12, 15, 16]. По опи­
санию авторов, культура продуцента образует кислоту без газа на сре­
дах с арабинозой, декстрином, галактозой, глюкозой, глицерином, инсу­
лином, лактозой, фруктозой, мальтозой, маннитом, сахарозой, маннозой, 
раффинозой, рамнозой, салицином и ксилозой. Нитраты не восстанавли­
вает. По другим свойствам культура приближается к группе Вас. с։гси- 
1апз-ро1утуха. Вскоре было установлено, что бактерии этой группы яв­
ляются продуцентами ряда других антибиотических веществ типа поли­
миксинов [17, 22]. Название полимиксин было использовано для терми­
нологии антибиотиков из группы бактерий Вас. с1гси1апз-ро1ушуха с 
обозначением их заглавными буквами латинского алфавита А, В, С, Д, Е 
и т. д,. [21].

Хохлов и Силаев с сотрудниками [3, 4] из штамма Вас. ро1утуха 
выделили новый антибиотик полимиксин. М. Кояма и др. [14] в 1950 г. 
выделили культуру, названную ими АегоЬасШиэ соПзНпиэ, а впослед­
ствии как Вас. ро1ушуха маг. соИэНпиз, которая продуцировала антибио­
тик колистин, именуемый также как колимицин (США, Франция) или 
коломицин (Англия). Этот антибиотик получил признание как наиболее 
перспективный для терапевтического использования, а его промышлен­
ное производство освоено в Японии, Европе и Америке.

С помощью современных методов препаративной химии в ранее 
описанных полимиксинах было установлено содержание смеси антибио­
тиков. Они были идентифицированы и выделены в индивидуально чис­
том виде. Сводные результаты работ [11] по изучению состава различных 
антибиотиков группы полимиксинов приведены в табл. 1.
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Состав различных антибиотиков группы полимиксина
Таблица 1
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Полимиксин А................................. Ь О П Ееи Ь — —
Полимиксин Вг................................. 6Ь 1Ь Ьеи 2Ь го — I мок
Полимиксин В3.................................. 6Ь 1Ь Ьеи 2Е го — I ИОК
Полимиксин С ................................. + — + + — +
Полимиксин Д................................. 5Е ГО Ьеи зь — го I мок
Полимиксин Е3 или колистин А • 6 ГО, ГО Ьеи 2Ь — — 1 мок
Полимиксин Е3 или колистин В 6Ь ГО, ГО Ьеи 2Ь — — I ИОК
Полимиксин М .................................. 6 I 3 — — мок
Циркулин ՛...................................... 6Ь ГО Неи, ГО Ьеи 2Ь — I мок

Условные обозначения: ДАМК— а, 7-диаминомасляная кислота;; 
МОК — (+) —6— метилоктановая кислота; ИОК ֊֊ изооктановая кислота. В таблице 
указано количество остатков аминокислоты — числа в молекулярных соотношениях.

Ряд авторов считал родственным полимиксинам антибиотик поли- 
пептин, выделенный из штамма Вас. кг/егште'Л’зку, признаваемого как 
разновидность Вас. с1гси1апз [10, 13]. Мы считаем, что имеющийся мате­
риал по этому вопросу не может служить основанием для подобного за­
ключения.

Условия биосинтеза и выделения полимиксинов изучены во многих 
работах [3, 18, 22]. Однако сведения о высоких выходах антибиотиков, 
наиболее оптимальных условиях выращивания высокопродуктивных 
штаммов, а также эффективных методах выделения и очистки активного 
начала в них отсутствуют.

В настоящей работе изложены результаты работ по изучению выде­
ленного нами нового продуцента колистина, а также условиям выделе­
ния и получения препаратов антибиотика, выполненных в лаборатории 
проф. Т. Судзуки в Институте белка в Японии и в Институте микробио­
логии АН Армянской ССР.

В период пребывания в Японии в 1965 г. в процессе изучения микро­
флоры почв нами был выделен ряд культур группы Вас. с1гси1апз-ро1у- 
туха. Некоторые штаммы характеризовались выраженной антибиотиче­
ской активностью, родственной полимиксинам. Особый интерес вызвал 
штамм, выделенный нами из бурых почв г. Икеда (пригород г. Осака). 
В результате дальнейшей селекции были получены активные продуценты 
и изучены условия образования и получения антибиотиков.

Этот штамм имеет ряд отличительных особенностей от описанных б՛ 
литературе культур Вас. ро1ушуха и трактуется нами как разновид­
ность—Вас. ро1ушуха уаг. соИэНпиэ.
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Ниже излагаются морфо-физиологические особенности данной куль­
туры.

Вегетативные формы—палочковидные клетки, одиночные, редко ко­
роткими цепочками. Подвижные перитрихи. Содержимое клеток—слабо­
зернистое. Размеры 0,6—0,8X4—7 и. Споры продолговатые, эллипсоид­
ные, 1,1—1,2X1,6—2,0 и. Располагаются в центре клетки, раздувая ее.

На твердых питательных средах образует колонии двух типов: про­
зрачные (5) и беловатые (R). Колонии гладкие, слизеобразующие, в сре­
ду не врастаются, края ровные, у И-форм волнистые. Слабый рост на 
МПА и других средах со сложными белками. Обильный рост на средах 
с добавлением усвояемых углеводов и растительных субстратов (дек­
стрин, кукурузная, соевая мука, сусло-агар).

На жидких средах—хороший рост без образования пленки. На лом­
тике картофеля—обильный гладкий беловато-кремовый рост со слабой 
мацерацией ломтика.

Усваиваются с образованием кислоты и обычно газа: глюкоза, ара­
биноза, рамноза, ксилоза, лактоза, раффиноза, сахароза, мальтоза, тре­
галоза, маннит, салицин; слабо—фруктоза, рибоза, манноза, целлобио­
за, мелибиоза, инулин. Не усваивает галактозу, сорбозу, мелезитозу, гли­
церин, дульцит, сорбит, талозу, инозит. Желатин разжижает. Молоко сла­
бо коагулирует и пептонизирует. Нитраты восстанавливает, крахмал 
гидролизует. Ацетилметилкарбинол образует. Реакции на выделение ин­
дола и сероводорода отрицательны. Каталазу и инвертазу образует, 
уреазу и редуктазу нет.

Аэроб, факультативный анаэроб.
Условия образования антибиотика были изучены на различных син­

тетических, и других средах с добавлением естественных субстратов. Наи­
больший выход активного начала был отмечен на средах, содержащих 
кукурузную, соевую и овсяную муку в количестве 3—5%. Культура про­
дуцента поддерживалась на двух агаризованных средах следующего со­
става (в %.%):

Среда I Среда II

Глюкоза — 0,8 Высушенный соевый бульон с триптофаном—1,0
Мясной экстракт — 1 Глюкоза -2,0

ИН4С1 —0,2 КН2РО4 —0,05
FeSO4 -0,001
MnS04 -0,001
MgSO4 —0,05
(NH4)2so4 ֊0,5
CaCO3 —1,0

К указанным средам добавлялся агар в количестве 2%, исходный 
оН 7,0—7,2. Для получения антибиотика культура выращивалась на сре­
де, содержащей (в %%) кукурузную муку—5, (КН4)25О4—2, СаСО3—1. 
Исходная реакция среды доводилась раствором едкого натрия до pH 
<.6. При изготовлении вначале стерилизовалась кукурузная мука с во- 
л;1. затем вместе с аммоний сульфатом и мелом—дважды при 1 атм. 
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30 мин. Среда разливалась по 1 л в 5-литровые колбы: Эрленмейера, за­
севалась по 50 мл односуточной культуры бактерий и инкубировалась 
при 28° на качалке с перемешиванием 150 об./мин. В этих условиях био­
синтез антибиотика отмечался на третьи сутки и достигал максимума 
спустя 80—88 час. Выход антибиотика к этому времени достигал около 
5000 ед./мл.

Титр антибиотика в культуральной жидкости определялся по отно­
шению к стандартному штамму В. coli В, используемому в Японии для 
стандартизации препаратов колистина. Антибиотическая активность 
устанавливалась методом разведений на агаризованной среде в пробир­
ках. Для этого в пробирки разливался МПА по 1 мл, который растапли­
вался, и в нем производилась титрация 1 мл культуральной жидкости в 
серии пробирок. Агар скашивался и засевался суспензией тест-организ- 
ма. Параллельно титровался раствор колистина известной концентрации 
и сравнением определялась активность испытуемого образца.

В лабораторных условиях получение очищенных препаратов анти­
биотика осуществлялось следующим образом. Культуральная жидкость 
подкислялась до pH 2—2,5 добавлением концентрированной соляной 
кислоты и подвергалась центрифугированию для отделения биомассы..

Продирьи ( ФракцЬи )

Рис. 1. Кривая распределения препарата антибиотика на 
противоточном аппарате Крейга. Объяснения в тексте.

Прибавлением к жидкости 2И НаОН антибиотик осаждался при pH 7—8՜ 
и адсорбировался на нейтральном угле, который вносился с расчета 
10 г/л. Через стеклянный фильтр под умеренным вакуумом активирован­
ный уголь отделялся от жидкости, с прибавлением соляной кислоты про­
изводилась элюция антибиотика и перевод его натриевой соли в хлор- 
гидрат. Применялся раствор 0,5 И НС1 в 60° этаноле. Элюат концентри­



Новый продуцент антибиотика колистин 17

ровался в ротационном испарителе до порошковидного состояния и по­
лученный препарат антибиотика подвергался дальнейшей очистке на ав­
томатическом аппарате противоточного распределения из 300 сосудов. 
Фракционирование производилось в системе растворителей п-бутанол: 
зес-бутанол : 0,1 Ы НС1 = 6:30:40, верхние и нижние фазы—по 10 мл. 
Образец вносился в 6—12 пробирки и производилось перемешивание в 
аппарате в количестве 1600—2000 циклов. Распространение белковой

РЛ&НС/р /ЛЛ&С /77С/£Л £/3՜

//ЗЛ Ь ОЛЬ ЗЪС/ЛТОСЛУЬ

подкисление

ес о Зон ~фиу7ь /ту? а пу
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Рис. 2. Выделение неочищенного препарата колистина на ионо­
обменных смолах.

фракции при 1683 циклах противоточного распределения показано на 
рис. 1. Наличие белка и его концентрация определялись нингидриновым 
методом на спектрофотометре при длине волны 570 тц [23]. Содержимое 
пробирок в двух пиках белковых фракций было смешано в две партии и 
проверено на чистоту. Это производилось методом нисходящей бумажной 
хроматографии в течение 15 час. в системах п-бутанол: уксусная кисло­
та : вода=4 : 1 : 1 и п-бутанол : уксусная кислота : пиридин вода = 
30 : 6 : 20 : 24. Была использована хроматография на силикагеле в той 
же системе растворителей, а также электрофорез на бумаге в системе
Биологический журнал Армении, XXI, № 4—2 - ։•>«'
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муравьиная кислота : уксусная кислота : вода = 5 : 15 : 80 (pH 1,6) при 
900 в. в течение 15—20 мин. Анализы обнаружили наличие в выделенных 
фракциях двух нингидринположительных пятен. Поэтому была проведе­
на дальнейшая очистка на колонках (2x90 см) со смесью кремневой 
кислоты с целитом 2:1. Хроматография производилась в смеси п-бута- 
нол : уксусная кислота : вода = 4 : 1 : 5 (вышележащий слой), к 100 мл 
которой добавлялось 5 мл пиридина. Скорость прохождения раствора— 
3 мл в течение 30 мин. Для дальнейшего изучения отбирались нингидрин- 
положительные фракции.

Получение антибиотика, названного нами условно препаратом № 39, 
из больших количеств культуральной жидкости осуществляется с по­
мощью катионита по способу, показанному на рис. 2. Для повышения 
адсорбционной способности смолы и получения более очищенных препа­
ратов при доведении pH фильтрата до 4,5 может быть использован анио­
нит Похуех 2 в ОН—форме.

Таблица 2
Спектр антибиотического действия препарата № 39 и других полимиксиновых 
антибиотиков (размеры зон угнетения в мм от края наложенных кружочков* *)

В. coli............................................................................
В. tumefaciens NC1B—8150................................
Ps. aeruginosa Bu—181.........................................
Ps. fluorescens Bu—295 .........................................
Flavobact. suavolens ATCC—858 ....................
Brevibact. imperiale Bu—397 .............................
Klebsiella pneumoniae Bu—084 .........................
Aeromonas liquifaciens Bu—521..........................
Chromobact. prodigiosum ATCC—9986 • • •
Вас. cereus, штамм 617.........................................
Вас. cereus, шт. 815 .............................................
Вас. megaterium, шт. 10.....................................
Вас. coagulans NCIB—8041 .................................
Mycobact. sp., шт. B5.............................................
Mycobact. sp., шт. НВ (Япония).........................
Proactin, albus.........................................................
Sacch. ellipsoideus.................................................
Willia sp., шт. 2.....................................................
Monilia sp., шт. 2 ................................................
Candida pseudotropicalis ATCC-2512 • • • •
Asp. niger..................................................................
Asp. terreus.............................................................

* Данные наложения фильтровальных кружочков, пропитанных в растворах анти­
биотиков—полимиксина В (США) — 7000 ед./мг, полимиксина М (ВНИИА, СССР), ко­
листина (Япония) и препарата № 39 —4000 ед./мг.

Размеры зон угнетения тест-объектов от края наложенных кружочков в мм: 
( ) —1—3 мм. (++) —4—6 мм, (+ ++)—более 6 мм, (—)—отсутствие зоны угнете­
ния.

Нами было изучено действие полученных препаратов антибиотика 
на многие культуры разных видов микроорганизмов. В опытах исполь­
зовались и препараты других полимиксиновых антибиотиков. Как по-

Культура тест-организмов Полимик- Полимик- Коли- Препарат 
син В син М стин № 39" 
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казывают данные табл. 2, спектр антибиотической активности препарата 
сходен с таковым у колистина; некоторые количественные различия сле­
дует отнести на счет использования препаратов различной активности. 
Препарат № 39 активно угнетает культуры бактерий группы кишечной 
палочки, некоторые виды спорообразующих бактерий, микобактерий, 
дрожжевых и грибных организмов. Отмечается характерная активности 
по отношению к неспороносным бактериям рода Pseudomonas. Кроме 
того, обнаруживаются качественные различия в спектре антибиотическо­
го действия препарата № 39 от полимиксина В и полимиксина М.

L-Leu֊>L֊Dab-NH2(7)

D֊Leu L-Dab-NILCX)
t I

L-(7)H2N֊Dab L֊Thr

\ m
L֊Dab
(a) 
t

L-Dab-NH2(7)
t

L-Thr
t

L֊Dab֊NH2(7) 
t 

FA
Рис. 3. Структура колистиновых антибиотиков. Коли­
стин А— РА остаток (+) 6 метилоктановой кислоты, 
колистин В — РА = остаток изооктановой кислоты, 

РАВ = остаток а, -(-диаминомасляной кислоты.

В лаборатории проф. Т. Судзуки Института белка г. Осака группой- 
сотрудников под руководством проф. К- Хаяши препарат № 39 был очи­
щен до индивидуально чистой фракции, изучен его состав и строение. В 
результате проведенных исследований этот антибиотик был идентифи­
цирован как колистин А, или полимиксин Е։, содержащий в своем соста­
ве лейцин, треонин, аминомасляную и метилоктановую кислоты (рис. 3).

Институт микробиологии 
АН АрмССР Поступило 10.1 1968 г.
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է. Դ. ԱՖՐԻԿՅԱՆ

ԿՈԼԻՍՏԻՆ ԱՆՏԻԲԻՈՏԻԿԻ ՆՈՐ ԱՐՏԱԴՐԻՉ

Ամփոփում

Ներկա աշխատության մեջ զետեղված են կոլիստին անտիբիոտիկի ար֊ 
տադրող նոր կուլտուրայի մ որֆո ֊ֆի զի ո լո գի ական և բիոքիմիական հատկու­
թյունների ուս ումն ա ս իրության արդյունքները։

Մեկուսացւէած կուլտուրան դասվում է ՏձԸ. թօ1\ք!^ՃՋ տեսակին։ Աշխա­
տության մեջ բերված են տվյալներ, որոնք վերաբերում են կոլիստին անտի­
բիոտիկի ստացման և մաքրման մեթոդներին, ինչւգես նաև այդ անտիբիոտիկի 
հակաբակտերիալ ս ւզե կտ րին ։
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