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Metabolic Products of Microorganisms 
99. Kirromycin 

Summary. Kirromycin, a new yellow antibiotic, has been isolated from cultures 
of strain Tfi 365 of Streptomyces collinus. I t  has been characterized by analytical, 
spectroscopic, and microbiological data. 

Zusammen/assung. Aus Kulturen yon Streptomyces collinus (Stature Tii 365) 
wurde ein neues, gelbes Antibioticum isoliert und durch analytische, spektro- 
skopische und mikrobiologische Daten charakterisiert. 

Jeder Einsatz von Antibiotica in der Therapie bringt neben dem 
gewfinschten Angriff auf  die Krankheitserreger einen unerw/inschten 
Eingriff in die KSrperflora. Relativ haufig kommt  es zur Ausbreitung yon 
bedingt pathogenen Keimen, die nichts mit  dem anf/~nglichen Krankheits- 
erreger zu tun haben und die sich ohne Therapiemal~nahmen auch nicht 
ausbreiten kSnnten. Bekanntestcs Beispiel sind die Candidainfektionen 
w~hrend einer 1/~ngeren Tetracyclintherapie. Der Ausweg aus diescm 
Dilemma kann nicht in noch breiter wirkenden, z.B. auch Helen treffen- 
den Antibiotica liegen. Die Verringerung der Nebeneffekte mu6 durch den 
Einsatz yon Antibiotica mit  mSglichst engem Wirkungsspektrum 
angestrebt werden. Die meisten der sog. , ,Engspektrum-Antibiotica" 
hemmen aber noch den gr56ten Teil der gram-positiven Bakterien. 
Stoffe, die nur eine engbegrenzte Gruppe yon Baktericn stark und andere 
schwach oder gar nicht hemmen, sind bisher nur vereinzelt beschrieben 
worden. Es l~l~t sich vorl~ufig nicht entscheiden, ob dies durch die 
Screeningmethoden bedingt ist, oder ob tats~chlich nur geringe Unter- 
schiede in der Sensibilit/~t dcr Erreger resp. in den Wirkungsspektren yon 
sog. ,,Engspektrum-Antibiotica" bestehen. Um beurteilen zu kSnnen, ob 
hier ein Mangel in den Screeningmethodcn vorliegt, haben wir besonders 
auf  Antibiotica mit  engem Spektrum geachtet. 

* 98.Mitt.: Bayer, E., Gugel, K. H., I-Iggele, K., Hagenmaier, g.,  Jessipow, S., 
KSnig, W. A., Z~ihner, H.: Helv. chim. Acta 55, 224--239 (1972). 
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I m  folgenden soll fiber ein gelbgef/ irbtes (kirr6s) A n t i b i o t i c u m  
ber ich te t  werden,  das  ein enges auf  Ac t inomyce ta l e s  u n d  einzelne gram-  
posi t ive  Ke ime  begrenztes  S p e k t r u m  aufweist .  

Methoden und Ergebnisse 

Besehre ibung des S t amme s  

Der Aetinomyeetales-St~mm Tfi 365 wurde zms einer bei Kourouss~ (Guinea) 
am ~Tigerufer gesammelten Erdprobe isoliert. Der Stature ist der Gattung Strepto- 
myces zuzuordnen und durch folgende Merkm~le gekennzeiehnet (Nomenklatur und 
Systematik naeh Hfitter, 1967) : 

1. Die Sporen sind ellipsoid, 0,6 • 1,1 tz groB mi~ glatter bis warziger OberflEehe. 
Die Sporen tragen weder Stacheln noeh Haare. 

2. Das Luftmycel ist anfangs kreideweiB und wird in ausgereiftem Zustand 
asehgrau his graubraun (einereus). 

3. Das LuftmyceI ist monopodiai verzweig~ und besitzt Seiten~ste mit meist 
3--5 engen Windungen (Spira-Typ a). 

4. Auf Pepton-EisemAgar bildet der St~mm violettschwarzes Pigment. 
5. Die Farbe des Substratmycels weehselt je nach Nahrboden und Alter von 

Gelb fiber Hellbraun bis Dunkelbraun. 
Der Stamm stimmt in allen ~rtbestimmenden Merkmalen mit dem Typus- 

stature yon Streptomyces collinus Lindenbein Stature Ist  301 fiberein und ist d~her 
dieser Art zuzuordnen. 

F e r m e n t a t i o n  und  Iso l ie rung 

Stamm Tit 365 wurde submers bei 27~ in 100 1 N~hrlSsung (2~ Fleischmehl, 
2~ Glucose, 0,5Q/~ Caleiumcarbon~t), angeimpft mit 10~ Inoculum, unter einer 
nach der Sulfitmethode bestimmten Belfiftung (Cooper et al., 1944) yon ca. 40 m~]: 
Sauerstoff/Std/l augezogen. Naeh 5 Tagen wurde 200--350 ~zg Kirromycin je Milli- 
liter Kulturfiltrat bestimmt. Die Zellen enthielten nur geringffigige Mengen Anti- 
bioticum. 

Naeh 110 Std wurde die Kulturflfissigkei~ unter Zusatz yon 1~ Celit filtriert, 
d~s Filtr~t (100 1; pH 6) mehrmals mit insgesamt 30 1 Athylaeetat extrahiert, der 
Extr~kt bis auf 5 1 eingeengt, mit wenig i ~ Natriumbic~rbon~t gewaschen 
und ansehliel3end mit Calciumsulfat getrocknet. Der Essigester wurde im Vakuum 
~bgedampft, fibrig blieben 13 g hellgelbe Rfickst~nde. 

Die Isolierung des Antibioticums geschah dutch Gegenstromverteilung (King 
u. Craig, 1962). Als System wurde ein Gemisch aus Tetrachlorkohlenstoff, Chloro- 
form, Methanol und Wasser verwendet (3 : 3:4:1,5). 5 g Rohprodttkt wurden bei 
50 ml Phasenvolumen fiber 100 Stufen verteilt, die LSsungen der Gef~Be in 3 Frak- 
tionen gesammelt: 

GefaBe 51 --59: vorwiegend Kirromycin; 
Gef~e  60-- 63: Kirromycin; 
Gef~l]e 64--70: vorwiegend Kirromyein. 
Die Fraktionen wurden jeweils am Vakuum his zum w~l~rigen Rfickstand ein- 

geengt, die ~usgefallenen Stoffe filtriert, mit Wasser gewaschen und fiber Phosphor- 
pen~oxid getroeknet. Der pulverisierte, hellgelbe Riickstand der mittleren Fraktion 
lieferte 1,1 g chrom~tographisch einheitliche Substanz. 
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Physikalisehe und  ehemische Eigensehaften 

Kirromyein wurde auf Ahlminiumoxid und Kieselgel-Diinnsehiehtplatten 
ehromatographiert. Die Rf-Werte in den verschiedenen Systemen sind in der Tab. 1 
zusammengestellt. 

Tabelle 1. Rf-Werte /fir Kirromycin bei der D~tnnschichtchromatographie 
an Aluminiumoxicl und Kieselgel 

Absorbens FlieBmittel t/f-Wert 

Kieselgel 

Aluminiumoxid 

Benzylalkohol 0,57 
Atllylaeetat/Methanol (1 : 1) 0,80 
fi~thylaeetat/~ethanol/Ameisens~ure (17 : 2 : 1) 0,63 
Propanol-(1)/Wasser/konz. Ammoniak (7 : 2:1) 0,59 

J~thylacetat/Methanol/Ameisensgure (17 : 2 : 1) 0,45 
Propanol-(1)/Wasser/konz. Ammoniak (7:2:1) 0,33 

Kirromyein ist eine sehwaehe S/iure. Es I6st sich nieht in 10/oigem Natrium- 
biearbonat, dagegen leieht in 1 ~ Natriumcarbonat. 

Das lipophile Antibiotiemn ist gut 15slieh in Methanol, Athanol, Propanol, 
Aeeton, Athylaeetat, mg6ig in Ather, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, praktiseh 
nicht in Wasser, 0,1 N ILC1 und tIexan. 

Das Antibiotieum ist instabil in 0,1 N HC1 und liehtempfindlieh. 
Abb. 1 zeigt UV-Absorptionsspektren des Kirromyeins. 
Das IR-Absorptionsspektrum des Antibiotieums mit starken Banden bei 3360, 

2930 (OH-Region), 1640 (C=C- und C=O-Region), 1465 und ll00 em -1 ist in 
Abb. 2 dargestellt. 

Im Massenspektrum (Abb. 3) ist der Peak m/e 296 wahrseheinlieh nieht der 
Molekularpeak. 

Wi rknngsspek t rum 

Die noch wirksamen Grenzkonzentrationen des Antibio~ieums wnrden im Ver- 
dtinnungstest gegen Bakterien (10 s Keime/ml eingesg~) bestimmt. Die Resul~ate 
sind in der Tab. 2 zusammengestellt. 

Bei einer Konzentration yon 3 mg/ml wurde im Agardiffusionstest (An- 
ordrmng s. Hiitter et al., 1965) keine tIemmung gegen 33 Pilze aus den verschieden- 
sten Gattungen beobaehtet. 

H e m m k o n z e n t r a t i o n  in  AbMngigke i t  
yon  Wachs tumsphase  u n d  N~thrboden 

Ffir Stre~tomyces viridoch~vmogenes wurde die minimMe tIemmkonzentration 
in komplexer und synthetiseher Ng.hrl6sung bestimmt. Naeh Versuehen im Ver- 
diinnungstes~ betrug diese beide Male 0,15--0,3 ~g/ml. 

Im Agardiffusionstest liegt die Naehweisgrenze unter 1 ~xg/ml. Der Test ist 
geeignet, den Gehalt an Kirromyein unreiner Pri~parate zu bestimmen. 

Fiir Bacillus brevis wurden die Hemmkonzentrationen in Abh~ngigkeit von 
Wachstumsphase und Nghrboden im Biol)hotometer (Coultas u. tIu~ehison, 1962) 
ermittelt. Die Ergebnisse sind in der Tab. 3 zusammenges~ellt. 
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Abb. 1. UV-Absorptionsspek~rum des Kirromycins, aufgenommen in 1 0,01 N 
HCI, 2 0,01 N Na0H und 3 _~thanol 
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Abb. 2. IR-Absorpt ionsspektrum yon K] r romyc in  in K B r  
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Tabelle 2. Minimale Hemmkonzentration des Kirromycins bei Bakterien 

Stature MIC (~g/ml) 

Pseudomon~dales 

Acetobacter aceti 
Pseudomonas/luorescens ATCC 13 525 

Eubacteriales 

Achromobacter geminiani 
Agrobaeterium tume]aciens ATCC 11095 
Alcaligenes viscolactis 
Arthrobacter albidus ATTC 15 243 
Bacillus brevis ATCC 9999 
Bacillus subtili~ ATCC 6051 
Brevibacterium linens ATCC 9172 
Chromobacterium violaceum 
Corynebacterium poinsettiae ATCC 9682 
Erwinia amylovora ATCC 15 580 
Escherichia colt K 12 
Lactobacillus easel 
Microbacterium /lavum 
Micrococcus luteus ATCC 398 
Propionibacterium shermanii 
Sarcina tutea ATCC 381 
Staphylococcus aureus 

Actinomycetales 

Actinomyces israelii ATCC 12102 
Actinoplanes philippinensis ATCC 12427 
Chainia spec. 
Dermatophilus dermatonomus ATCC 14 640 
Microettobosporia cinerea ATCC 15 840 
M icromonospora spec. 
Micropolyspora brevicatena ATCC 15 333 
Mycobacterium 610 
Nocardia brasiliensis NRI~L 2962 
Promieromonospora citrea ATCC 15 908 
Streptomyces collinus Tfi 365 
Streptomyces ]radiae 
Streptomyces fflaueescens 
Streptomyees griseus 
Streptomyces prasinus 
Streptomyces ramulosus 
Streptomyces viridochromogenes Tfi 57 
Streptosporangium roseum ATCC 12 428 
Thermoactinomyces antibioticus ATCC 14570 
Thermopolyspora glauca ATCC 15 345 
Waksmania rosea ATCC 15 334 

10--50 
10--50 

10 --50 
5- -10  
0,5--1 
1--5  
0,18--0,36 

100 
50--  100 

5- -10  
1--5  

50--100 
> 100 
50--  100 

5- -10  
1--5  
5--10 

10--50 
50--  100 

10--50 
5- -10  

10--50 
10--50 
10--50 
5- -10  
5- -10  
5- -10  
0 ,5- - I  
5 - -10  
2,5--5 
5- -10  
0,3--0,6 

20--40 
0,3--0,6 
2,5 --5 

0,15--0,3 
10--50 
10--50 
10--50 

5- -10  
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Werden wachsende Bacillus brevis-Zellen mit Kirromyein in der minimMen 
Hemmkonzentration versetzt, das Antibioticum nach 30 rain Einwirkdauer durch 
Wasehen entfernt und in der Folge die Lebendkeimzahl bestimmt, so ist die Zahl 
der vermehrungsfghigen Zellen vor und nach der Hemmung annghernd gleich grog. 
Die antibiotische Wirkuug ist reversibel (bakteriostatiseh). 

Tabelle 3. Minimale Hemm]conzentration des Kirromyeins ]gr Bacillus brevis 
in AbMingigkeit yon Wachstumsphase und Niihrboden 

Titer Wachstumsphase MIC a (Ezg/ml) MIC b (~g/ml) 

1 • 10 ~ Sporen/ml 0,18--0,36 0,09--0,18 
Zellen lag-Phase 0,18--0,36 0,09--0,i8 

1 • 107 Zellen/ml log-Phase 1,4 --2,9 1,4 --2,9 
2 • 107 Zellen/ml log-Phase 1,4 --2,9 -- 

Zellen stationgre Phase 20 keine Lyse 20 keine Lyse 

a Komplexe Ni~hrlSsung. 
b Synthetische N~hrl6sung (Eikhom et al., 1963). 

Die Empfindl ichkei t  von Proteus mirabilis 

und seiner s tabi len L-Form gegen Ki r romycin  

Bacillus brevis ist sensibel gegen Kirromycin (3/[IC: 0,18--0,36 ~xg/ml), Bacillus 
subtilis hingegen resistent (MIC: >100~g/ml). Um einen Hinweis fiber den 
Mechanismus der natiirlichen Resistenz zu erhalten, wurde die Empfindlichkeit 
der L-Form yon Proteus mirabilis im Vergleich zum Wildstamm gepriift. 

Die L-Form unterscheidet sich vom Wildstamm dnreh das Fehlen der Zell- 
wand. Dies konnte ffir Proteus mirabilis IV, L-Form, durch den Mangel an 
Ph~genreceptoren (Taubeneek u. BShme, 1958; Taubeneck, 1961) und chemisehe 
Analyse (Kandler u. Kandler, 1960) gezeigt werden. 

Die Resultate der Hemmversuehe sind in Tab. 4 zusammengestellt, in die zum 
Vergleich auch Werte ffir Makrolid-Antibiotiea (T~ubeneck, 1962) aufgenommen 
wurden. 

Tabelle 4. Minimale Hemmkonzentration des Kirromyeins au] Proteus mirabilis, 
Wildstamm und L-Form, im Vergleieh zu der minimalen ttemmkonzentratiou 

yon Makrolid-Antibiotiea (Taubeneek, 1962) 

Antibioticum MIC, Wildstamm MIC, L-Form 
Qxg/ml) Qxg/ml) 

Kirromycin > 500 0,045--0,09 
Erythromycin ~ 1000 < 1 
Angolamycin > 1000 < 10 
Oleandomycin > 1000 < 10 

Wildstamm und L-Form haben gleiche Empfindlichkeit gegen Chloramphenicol, 
Kanamycin, Neomycin, Oxytetracyelin sowie P~romomycin. 
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Diskussion 

Das Kirromycin fiel im Screening dureh seine auBerordentlieh gute 
Wirkung gegen Streptomyces viridochromogenes bei fehlender Wirkung auf 
Bacillus subtilis und Escherichia cell auf. Die lJberprtifung des Wirkungs- 
spektrums (Tab. 2) zeigte, dal3 die geprfiften St/imme der Actinomycetales 
alle mittel bis hoch sensibel, alle Pflze dagegen vSllig resistent sind. Grot3e 
Unterschiede in der Kirromyeinempfindliehkeit finden sich bei den Eu- 
baeteriales, wobei selbst zwisehen verwandten St~mmen Unterschiede 
um den Faktor  300 und mehr auftreten. Die bei gram-negativen und 
gram-positiven Bakterien fiblieherweise vorhandenen Unterschiede in der 
Sensibilit~t sind bier verwiseht. 

Dieses bei Eubaeteriales ,,punktuelle" Wirkungsspektrum des Kirro- 
mycins legte den Verdacht nahe, dab die Begrenzung des Spektrums fiber 
die Zellpermeabilit/it erfolgt und nieht fiber den Angriff auf ein nut  bei 
den Actinomycetales vorhandenes oder nur dort lebensnotwendiges 
Enzymsystem. Ffir den Beweis dieser Hypothese --  Spektrumsbegren- 
zung fiber Zellpermeabilitat und nicht fiber Angriffsor~ --  haben wir die 
von Taubeneek (1962) vorgeschlagene Methode des Vergleichs eines resi- 
stenten Keimes mit seiner L-Form verwendet (Tab. 4). Die z-Form yon 
Proteus mirabilis ist 104real empfindlieher gegen Kirromyein a]s der 
Wildstamm. Kh'romycin kann im Gegensatz zu Chloramphenicol die 
Ze]lwand nicht passieren. Die yon Kirromycin gehemmte Ze]lfunktion ist 
anch in resistenten Keimen vorhanden, nur dureh eine Kirromycin 
undurchlassige Zellwand geschiitzt. 

Uber die Untersuehung der Kh'romyeinwirkung in zellfreien Systemen 
yon Escherichia cell sell in einer sp~tteren Arbeit beriehtet werden. 

Von Stammen der Art Streptomyces collinus sind eine ganze l%eihe yon 
Antibiotica bekannt (tItitter, 1967; Arai et aI., 1970), doeh unterscheidet 
sieh das Kirromycin sehon im Wirkungsspektrum deutlich yon allen 
bisher beschriebenen Antibiotiea aus dieser Art. Bei der Besehreibung 
eines neuen Antibiotieums dr/~ngt sich immer die Frage nach einer Ver- 
wandtschaft mit bereits beschriebenen Stoffen auf. Anhand der vorliegen- 
den Daten (UV- und It%-Spektren und Massensioektrum ) lal3t sieh eine 
Identit~t mit gut beschriebenen Antibiotica ansschliel3en, aber noeh 
keine ZugehSrigkeit zu einer bestimmten Gruppe erkennen. 
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