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Досліджено рівні антибіотичної активності й стійкість до антибіотиків штаму 

S.peucetius subsp. caesius ATCC 27952-2 та його хлорамфенікол-резистентних му-
тантів. У Cmir-мутантів виявлено зниження загальної антибіотичної активності по-
рівняно з вихідним штамом 27952-2. Проте 92,8% таких мутантів, отриманих після 
обробки штаму 27952-2 N-метил-N/-нітро-N-нітрозогуанідином, синтезувало DXR 
та його інтермедіати. В двох мутантів рівень синтезу DXR збільшився у 1,8–2,0 
рази порівняно з вихідним штамом. 

Ключові слова: Streptomyces peucetius, антибіотична активність, резистентність до 
хлорамфеніколу. 

Структурні та регуляторні гени, що контролюють біосинтез антрациклінів, а 
також гени резистентності до власних антибіотиків формують кластери і функ-
ціонують координовано [15]. Відомо, що підвищення стійкості актиноміцетів до 
власного антибіотика часто корелює з їхньою високою антибіотичною активністю 
[2]. Раніше ми довели, що в мутантів продуцента даунорубіцину (DNR) та доксо-
рубіцину (DXR) S. peucetius subsp. сaesius підвищення стійкості до власних анти-
біотиків зумовлює зростання їхнього біосинтезу [4]. Крім того, відомо, що мутації 
стійкості до інших антибіотиків, зокрема тих, які впливають на процеси транск-
рипції, трансляції та транспорту метаболітів, можуть виявляти плейотропний 
ефект на антибіотикоутворення. Наприклад, серед мутантів низки штамів-актино-
міцетів, стійких до хлорамфеніколу, стрептоміцину, рифампіцину, тіострептону та 
інших антибіотиків, виявлено такі, у яких підвищений рівень синтезу антибіотика 
[2, 6, 11, 13, 15]. Однак дані щодо виникнення та властивості мутантів S. рeucetius 
subsp. сaesius, стійких до таких антибіотиків, а також можливостей їхнього вико-
ристання у селекції цих культур, обмежені. 

Нашою метою було отримання та вивчення мутантів штаму S. рeucetius subsp. 
сaesius ATCC 27952, стійких до хлорамфеніколу, і з’ясування доцільності вико-
ристання їх у селекції штаму на підвищений біосинтез антрациклінів. 
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Штам S. peucetius subsp. caesius ATCC 27952 отриманий з колекції культур 
РНЦА, Москва. Морфологічний варіант цього штаму, який має сіре забарвлення 
спор (27952-2), отриманий авторами [3]. Штам 27952-2 вирощували на середовищі 
Чапека [1], а для визначення антибіотичної активності – на середовищі КС [1]. 
Вивчення рівнів стійкості штамів до антибіотиків, отримання мутантів і визначен-
ня загальної антибіотичної активності виконували за описаними методами [2].  

Досліджено виникнення спонтанних та індукованих N-метил-N/-нітро-N-ніт-
розогуанідином (НГ) хлорамфенікол-резистентних (Cmlr)-мутантів штаму 27952-2. 
Спонтанні Cmlr-мутанти штаму 27952-2 виникали з частотою 5,3⋅10–4, на мінімаль-
ному середовищі МС з 5 мкг/мл хлорамфеніколу (CM). Частота мутантів, стійких 
до вищих концентрацій СМ, була меншою і становила лише 3,3⋅10–8 у разі відбору 
мутантів на середовищі з 20 мкг/мл CM. Обробка спор цього штаму НГ зумовлює 
зростання частоти виникнення Cmlr-мутантів у 102–103 разів (табл. 1). 

Таблиця 1 
Частота виникнення Cmlr-мутантів штаму S. peucetius subsp. caesius ATCC 

27952-2 
Частота виникнення Cmlr-мутантів Концентрація 

антибіотика, мкг/мл спонтанні НГ-індуковані 
5 (5,3±0,7)⋅10–4 (3,2±0,5)⋅10–2 

10 (3,4±1,2)⋅10–6 (2,4±0,6)⋅10–4 
20 (3,3±0,7)⋅10–8 (2,3±1,2)⋅10–5 

 
Визначено рівні стійкості 123 Cmlr-мутантів за допомогою висівання суспен-

зій спор на МС з різними концентраціями СМ. Досліджені мутанти за рівнями 
стійкості до СМ зачислені до трьох груп. Криві виживання трьох мутантів 
(Cml2014, Cml209, Cml1031), які є представниками цих груп, показані на рис. 1. 
Як видно з наведених даних, на МС з 5 мкг/мл СМ спостерігали 100% виживання 
спор серед мутантів першої групи (Cml 2014), тоді як рівні виживання мутантів 
другої (Cml 209) та третьої (Cml 1031) становили 10 та 2%, відповідно. Суттєві 
відмінності в рівнях стійкості до CМ можуть свідчити про наявність декількох 
детермінант, які за безпечують резистентність до цього антибіотика. Зокрема відо-
мо [7], що стійкість мікроорганізмів до CМ може виникати внаслідок мутацій, які 
спричиняють зміни проникності клітинної мембрани для хлорамфеніколу, та мо-
дифікації 23S p PHК, що є мішенню дії цього антибіотика. Стійкість до СМ може 
бути зумовлена також і його інактивацією хлорамфенікол-ацетилтрансферазою, 
ферментом, який синтезують резистентні штами [16], чи хлорамфенікол-гідро-
лазою, яка інактивує СМ за допомогою відщеплення дихлорацетильного залишку 
[9]. 
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Рис. 1. Залежність виживання спор штамів S. peucetius subsp. caesius ATCC 

27952-2 від концентрації хлорамфеніколу в МС: За віссю абсцис-
концентрація антибіотика в МС, мкг/мл. За віссю ординат-виживан-
ня спор, lg%: 1 – Cml2014, перша група; 2 – Cml209, друга група; 
3 – Cml1031, третя група; 4 – штам 27952-2. 

 

Також визначено спектри стійкості шести Cmlr-мутантів штаму 27952-2 (по 
два мутанти кожної групи) до еритроміцину, олеандоміцину, лінкоміцину, стреп-
томіцину, мономіцину, канаміцину, гентаміцину, тетрацикліну, рифампіцину, 
ампіциліну та карбеніциліну на МС. Одержані дані (табл. 2) порівняно з спектрами 
резистентності вихідного штаму 27952-2. З’ясовано, що досліджені штами мають 
спектри стійкості, подібні до більшості використаних антибіотиків. Є лише декіль-
ка відмінностей за дослідженими ознаками: всі Cmlr-мутанти виявились стійкіши-
ми до еритроміцину, у двох мутантів (Cml2 та Cml4) зростала чутливість до 
тетрацикліну, в інших двох (Cml1 та Cml6) – до стрептоміцину. Отже, Cmlr- 
мутанти штаму 27952-2, подібно до більшості таких мутантів штамів-
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актиноміцетів, мають змінені спектри стійкості до деяких антибіотиків порівняно з 
вихідним штамом [6]. Наприклад, у E. coli, подібно до штаму 27952-2, 
ідентифіковані мутації в гені 23S pPНК, що спричиняють одночасну стійкість до 
СМ та еритроміцину [5]. 

Таблиця 2 
Спектри стійкості Cmlr-мутантів штамів S. peucetius subsp caesius ATCC 

27952-2 до антибіотиків на МС 
Діаметр зони пригнічення росту штаму, мм 

Cmlr-мутанти штаму 27952-2 
Антибі-
отик Мкг/мл 27952-2 1 2 3 4 5 6 
Еритро-
міцин 15 37,7±3,7 20,3±1,6 14,9±1,9 22,4±2,0 17,3±1,5 17,6±0,7 20,4±1,7 

Олеан-
доміцин 15 38,7±3,7 28,4±0,5 29,6±1,3 31,7±3,2 27,4±4,8 31,3±1,9 30,2±0,7 

Лінкомі-
цин 15 17,5±7,5 16,5±4,3 16,3±4,6 14,9±3,8 17,4±1,5 17,2±1,2 14,7±2,4 

Стреп-
томіцин 30 31,3±4,3 40,4±2,9 28,2±3,9 30,5±1,7 28,3±4.5 27,9±4,5 39,5±0,9 

Моно-
міцин 30 25,6±3,9 22,3±4,7 22,2±6,5 24,3±4,5 24,7±3,8 22,4±4,1 21,6±6,3 

Канаміцин 30 26,3±3,9 29,7±1,5 20,4±4,1 29,6±2,4 18,6±1,5 22,2±3,4 29,8±4,6 
Тетра-
циклін 30 30,0±2,9 33,3±4,1 39,7±3,8 30,2±2,7 40,4±2,1 34,5±3,9 30,4±4,2 

Гента-
міцин 10 15,5±0,5 18,2±2,1 17,8±0,3 18,7±4,7 17,8±0,7 19,3±1,6 20,5±2,9 

Рифам-
піцин 5 43,0±1,0 45,5±0,7 38±7,4 45±4,6 40±3,8 45±6,5 43±4,7 

Хлорам-
фенікол 30 23,3±1,0 0 0 0 0 0 0 

Ампіцилін 10 0 0 0 0 0 0 0 
Карбе-
ніцилін 10 7,3±4,1 10±3,8 10,6±2,7 10,4±1,7 9,3±0,6 11,4±1,0 10,1±0,2 

Оксацилін 25 0 0 10,0±0,5 0 0 0 0 
Пеніцилін 10 од 0 0 0 0 0 0 0 
Цефало-
спорин 15 0 0 8,0±0,0 0 0 0 0 

Полімік-
син М 30од 9,0±0,6 8,2±1,2 9,3±0,7 10,2±0,5 8,4±0,3 9,5±1,5 9,8±0,6 

 
Оскільки мутації стійкості до антибіотиків можуть впливати й на антибіо-

тикоутворення [2,6], то визначено рівні антибіотичної активності 34 спонтанних і 
105 НГ-індукованих Cmlr-мутантів штаму 27952-2. Отримані результати порівню-
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вали з даними вивчення антибіотичної активності окремих клонів вихідного шта-
му та клонів цього штаму, отриманих після дії на них НГ. 

Середнє значення загальної антибіотичної активності в спонтанних і НГ-інду-
кованих Cmlr-мутантів штаму 27952-2 на 18 та 38% нижче від значень активності в 
спонтанних клонів вихідного штаму та його клонів, оброблених НГ, відповідно 
(табл. 3). Серед усіх Cmlr-мутантів не виявлено „плюс”- варіантів, обробка спор 
цього штаму НГ із подальшою селекцією за стійкістю до хлорамфеніколу призво-
дила до появи „мінус”- варіантів із частотою 3,81%. 

Таблиця 3 
Характеристика Cmlr-мутантів штаму S. peucetius subsp caesius ATCC 

27952-2 за антибіотичною активністю 
Cmlr-мутанти Показники Штам 27952-2 Оброблені НГ 

спонтанні НГ-індуковані 
Кількість дослід-
жених клонів, n 89 100 34 105 

*Середнє значен-
ня антибіотичної 
активності, М% 

100 120,3±3,1 82,4±2,4 82,3±1,4 

Частка „плюс”- 
варіантів,% 1,1 9,0 0 0 

Частка „мінус”- 
варіантів, % 0 0 0 3,8 

Коефіцієнт 
варіації, СV% 31,6 28,3 34,8 31,3 

* За 100% прийнято середнє значення антибіотичної активності вихідного штаму 
(27952-2). 

 
Антибіотична активність продуцентів антрациклінів, зумовлена синтезом не 

тільки DNR i DXR, а й низкою інших антибіотичних сполук, що є попередниками 
або ж шунтовими сполуками біосинтезу DXR [10]. Тому за допомогою методу 
тонкошарової хроматографії [7] ми дослідили якісний склад антрациклінових спо-
лук, що їх утворюють Cmlr-мутанти, антибіотична активність яких вища, ніж у ви-
хідного штаму. 

Серед 22 перевірених клонів вихідного штаму 27952-2 у семи (30,4%) вияв-
лено DXR, у шести (26,1%) – DNR лише в трьох (13,0%) – DNR та DXR (табл. 4). 
Антибіотичну активність решти (30,4%) клонів визначають, очевидно, інші не-
ідентифіковані нами антрациклінові сполуки. Серед спонтанних Cmlr-мутантів не 
виявлено DNR, а DXR виявлено лише в 28,6%. Однак у 42,9% таких мутантів 
виявлено 13-дигідродаунорубіцин (13-DHD) – сполуку, яка може бути поперед-
ником DXR [7]. Обробка штаму 27952-2 НГ призводить до зростання частки кло-



Л. Дубицька, В. Федоренко 110 

нів, які Туворюють DNR (38,5%). Лише в 26% клонів виявлено DXR, а в 10,3% – 
13 DHD. Туворювати DNR та DXR здатні 20,5% усіх НГ-індукованих клонів 
штаму 27952-2. 

 
Таблиця 4 

Якісний склад антрациклінових сполук, які виявлені в екстрактах Cmlr-
мутантів штаму S. peucetius subsp. caesius ATCC 17952-2 

Кількість 

спонтанні отримані після обробки 
НГ 

Ідентифіковані 
антрациклінові 

сполуки клони 
27952-2 

Cmlr-мутанти 
клони 

27952-2 
Cmlr-

мутанти 

Виявлено лише 
DXR 0 0 0 2 
DNR 0 0 0 0 

*Неідентифіковані 
сполуки 7 8 9 2 

*Неідентифіковані сполуки 
DXR 7 0 1 8 
DNR 6 0 15 0 

DXR DNR 3 0 7 0 
DXR 13-DHD 0 4 0 16 
DNR 13-DHD 0 0 1 0 

DNR, DXR 13-DHD 0 0 1 0 
13-DHD 0 2 2 0 
Кількість 

перевірених штамів 23 14 39 28 

*Сполуки які розділяються в системі розчинників CHCl3:CH3COOH:C2H5OH:H2O 
(80:20:16:6). 
 

Серед НГ-індукованих Cmlr-мутантів кількість клонів, які синтезують DXR, 
більша, ніж серед спонтанних Cmlr- або НГ-індукованих мутантів. У 7,1% вияв-
лено лише DXR, а в 85,7 – DXR та інші антрацикліни. Антибіотична активність у 
7,1% НГ-індукованих Cmlr-мутантів визначена лише попередниками DNR. 

З огляду на кількість фракцій у хроматограмах НГ-індуковані Cmlr-мутанти 
утворюють більше (два-п’ять) інтермедіатів біосинтезу DXR порівняно з вихідним 
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штамом (один-три) та спонтанними Cmlr-мутантами (один-два). Проте в таких му-
тантів забарвлення зон, які рухаються з фронтом розчинника, слабше, що, очевид-
но, свідчить про інтенсивніший синтез кінцевих сполук. 

У чотирьох Cmlr-мутантів, відібраних за підвищеною антибіотичною актив-
ністю, на підставі даних хроматографічного аналізу та стабільності збереження 
ознаки стійкості до хлорамфеніколу визначено кількість синтезованих антациклі-
нових сполук [14]. З’ясовано, що такі мутанти нагромаджують у міцелії в 1,7–3,2 
раза вищі кількості антрациклінів порівняно з вихідним штамом (рис. 2). Жоден із 
досліджених Cmlr-мутантів не синтезував вищих кількостей DNR, проте у двох 
мутантів (НГ-індукованих) синтез DXR збільшився в 1,8–2,0 рази порівняно з ви-
хідним штамом. 
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Рис. 2. Кількість антрациклінових сполук, що їх синтезують Cmlr-мутанти 
штаму 27952-2: 1 – кількість антрациклінів у міцелії; 2 – кількість 
антрациклінів у середовищі; 3 – кількість DNR; 4 – кількість DXR, 
мкг/мг білка. 

Отже, аналіз фенотипів отриманих мутантів дає змогу припустити, що мута-
ції, стійкі до хлорамфеніколу, можуть виникати в різних детермінантах. У таких 
мутантів змінюється резистентність до низки антибіотиків, а в більшості з них зни-
жується антибіотична активність, що відбувається, очевидно, внаслідок змен-
шення кількості проміжних сполук біосинтезу DXR, про що свідчать дані хрома-
тографічного аналізу. В результаті проведеної роботи отримано два високоактивні 
Cmlr-мутанти, які мають підвищений рівень синтезу DXR і можуть бути викорис-
тані для подальшої селекції на підвищення активності цього штаму. Отже, серед 
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НГ-індукованих хлорамфенікол – резистентних мутантів доцільно вести селекцію 
штаму S. peucetius. subsp. caesius 27952–2 на підвищення біосинтезу DXR. 
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The antibiotic activity level and resistance to antibiotics of the strain Streptomyces 

peucetius subsp. caesius ATCC 27952-2 and its chloramphenicol- resistant mutants have 
been investigated. Cmlr- mutants demonstrate decreased total antibiotic activity in com-
parison to strain 27952-2. However 92,8% Cmlr-mutants, obtained after N-metyl-N/-
nitro-N-nitrozoguanidin treatment of strain 27952-2 synthesized DXR and its inter-
mediates. Two mutants among them are characterized by increasing of DXR production 
level (1,8-2 fold in comparison to initial strain 27952-2). 
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