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WALA REPRODUCCION | 2rrp 7949
POR DEFEGTO DEL ORIGINA-

10

MEMORIA DESCRIPTIVA. p- 0 1 9
i

para solicitar
PATENLTE D E InTveERNCGCION
en
ESPAL A
nor VEINTE 2i0los

& nombre de KERCK & 0., INC., entidud@ norteamericanz, esta-
blecida en 125, Bast Lincoln Avenue, Rahway, Fueva Jersey,
Bstados Unidos de Amdries, por:

"UL PROCEDILIEITO DE PRIPARAR ESTREPTOMICINA".
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Baste invento se ref

¢

ere a nuevos drocedimientos
bara obtener naydes rendiuientos.de estreptonicina poxw fer-'
mentacidn sireudu sumergida de agentes nutritivos. iifs espe-
cialmente, el invento se refiere a la produccidn de estrepto-
mieina por fermentucidn eireudu sumsrgide de apentes nutri-
tivos usundo como ujente de fermentucidn rezss de Streptomy-
ces griseus, cuyo crecimiento inicial y continuzdo no es in-
nedido por copcentracliones de sctreptomicineg tan albos cOmMo

o 500 nicrogramos/ml. y &l procedo. para descrroller estas

fa?
x

Bl procedimniento comprende propusar una raza de

B
pi




3., grissus que produce estr un vgente rnutriti-

; ) ; () ep%!micina en ;

. 4
- vo gue contiense una concentracidn de estreptoumicina iniciaol

por lo menos suficionte nurs rebtorder el crecimiento del or-

ganismo, y desarrollur del miceslio producido durante dicha

= vropagacidn rezus de 5. griseus caructerizedus nor tener nea-
vor resistencia que la roze medre al oor+ nido de =stred-
tomicing dinicicl del uwmente.

ag raza-s oueden Usarse pursa Dredurer estrep-
tomicing en mayor ren
B

10 3e he  comunicado por Schatz vy Waksmen en WPro-

0 ) \ . . - -

- cedings of the Ilational aAcedszay of Sciences, 31, 120-37, v
¢ A
' ¢ cop v »

@ .por Waksman, Reillly y Johns

. lozy 52, 393-7 que, aung

ductoregles estreptomicina

15 - Altima en un

treptonleina usrerntes qua-contiensn can-

tidzdes cons ¥ crecen n en =llos,
iemos descubic sin ~mbor~o, que lss razos de

20 sibles ¢ <itns concentrucloncs inieiclss ds estrentonicina

e estreptomicing use ndo indeculos de aeEnorss 8n un agente

de culbivo gue contisnas crntidudss iniclules vorichbles de
t
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Cuadro 1.

T8onice de cultivo agitado {crecimiento sunsrsido).

Ectrepbomicliinu 2n el cgente

iniclal: nicrogramos/ml.

Bstrepto

.
azen

te

300

® Crocimiento resistrido o

el creclmieonto

L ogarn
Guudro IT
en

. 2 P
Cultivo superficCliLh

en ol 2
mi-

Diecinu

iniciale

CTO"T‘_‘Q&m_OS al.

visyul
cla un,.

-

(@]

(@]
o

200 L

300 ve
400 Ve
500 ve

pesistrudo

4 Creciniento

21 elf campo desde 4 + pura

i
3

Bstos rar

Crecimiento

Bdud del cultivo sn afas,

2 3 4
4 4 4

i no T n

coente %o agar.
Crzcimisnto
afes

o4

+

1/2 +

stisios vestirsios
stizios vestigios
stigios vestigios

?
2

4 dic

=

(4> BN BN
o+ o+ 4

!

6]

3]
[y

+»

1., ; - . PR &
4oDuUse de obsarvaclion

el crecimiento fuerte ha-

sultudos pmestron gue les concentracio-
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nes de 2streptomicinu supsriores a 150-200 microgrumosz/ml. en

ol spente de ocultivo reotruscn mercadamente el crecimiento dsl

b}

o7

ormunisno =n los cultivos sumerfido ¥ SuPeTfiClal cusnéo el

., » .
cracimianto se injois desde un inbeulo @ sporas, y que las
concentruciones superioras g %00 nmicrogronros/inl. impiden ca-
si por completo el crrmeimierto del orgsnluiio,  Hste afecto

insdlito de la estraptomicine 2n el crecluierto de las razas
) . . i} » A
de S. griseus que producen estreptomiclii, no fue obsexvado

s nil por Waksman, Reilly ¥

areviamsnte por Schatz ¥y wWaksi
Johnstone, probableusntc porque no neeron concentraciones de

estreptomicing superiorcs « 100-125 microgramnos/ml. en ol

agente de partids.

stancia o los cone

[}
it

Hemos descublzrto gue la re

]
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centraciones sltus de estreptomicins 25 una propiedud que

puede crsurse o formurss si ol orgunifid por la propugacidn
controladas del wisno on wrertes que contlenen creciszntes can-
tidudes iricicles d= estreptomicins. Bs prelerible al rea-
lizur 2ote procediatento empesar con un aerts gue contenga
ptomicing previumente determinéda
para impsdir msrcudunante el crecimiento de lu raza pa:ticu—
lar ¢e 5. griseus. En tules condiciones, wzunjue el creci-

miento se retarde, habrf considersble crecimiento y desarro-

r
110 en un perfodo de incudacidn de varios dfus. &asi el or-
ganlsno puede propugarse zn prescencia de estreptomicina, por
cultivo superficial en agar nutritivo o por fermentacidn

aireada suiergida en un agente ausritivo acuoso.

El crecimiento del micslio resultaBbte acumulado
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: . . .
; despuds ds2 vurios dfas de incubacidn, o una porcidn del cul-

- tivo, se transfieren luego & un nuevo ag nnte que contenga
. . . : [.4
una concentracidn inicial de estreptomicina algo mas slta, ;

BEste nuevo agente puede tambiln ser un agar nutritivo o un

agente acuoso y no es preciso gue contsnga las mismas sus-

N

tencias nutritivas que el agente antes empleado.

La concentrzcidn de estreptomlicina en 8l nuevo
agente es con praferencic del orden de 100 microsranos/ml.
wés olta gue la concentracidn de sstrentomicina inmieial en

10 la prevaracidn anterior. Bl crecimiento del organismo en

presencis de csta concentracibn mis ulta es marcudanente

de incubaciln

l-—'b
L?

. impedido, pero en un perfodo de variog 4l

. hay un apreciable crecimiento y dessrrollo del cultibo,
P 2. " Y

Cuando se consigue 21 crecimiento mixlmo en el agente de

I . 2 .
15 mayor contenido d4s estreptomicina, una porcidn del cultivo

Gt
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e vuslve & tranaferir ¢ un nucvo agente gue conbiene una

N

. » I s
¢l Gz.oszbrepbtomicinu clin nés a=lta, ¥ se incu-
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Propugando asl repstidoisnts el orgornlsno en
20 asgentes que contienen cantidudes creclentes de estreptoml-

resistantes

O]

¢ina, es posible obtener razue de S. griseu

gque crewcan bien en medioz gue tengen concentraciones inie-
cleles de astreontomicina de 50¥ a 600 microgramos/ml, y aun
nfs altas., Una raze una vez desurrollads hasta un dunto de

resistencia a una concentracidn especinl de estreptomicine,

AS}
\n

uando desnuds se propaga en asentes que tienen conce cntra-
3
ciones de estrepbtomicina del mismo orden menifiesta creci-

¢
5
+



10

15

20

25

A S

187019 -

s e~ - [ 4 . .
miento ¥ esporulacidn normales, indicundo asi que ha habido.

un evidente cambio fisioldgico en el organismo.

Bl ﬁrOéedimiento snterior se ha empleado con va-
rias razas de 8. griseus y, éparentemente, suede emplearse
con cualesqgulers raezess del nisno productoras de estrepto-
micina pare desarrollar le resistenciu de la raza hasta el
punto de que crezca fAcilmente en sgentes que contengan con-
centraciones iniciales de estreptomicine de 500 micfogra-
mos/ml. o mAs. Un desarrollo tfpico ds una ruza Doco resis-
tente hasta una razs muy resistente se llustmen el sisuien-
te ejemplo:

Ejemplo I

Esporas de una raza normel de S. griseus (Waks-
man n®. 4) se desarrollaron en agar nutritivo, y en el en-
8ayo ée compr0b5 que ers impedido su crecimiento por uns
concentracidn de 200-250 nmicrogramos/ml. de estreptomici-
na. Las ssporas separadas del cultivo de ggar se usaron
luego paraimocular un agente acuoso que contenfa como sus-
tancias sutritivas:

Pepticase

1%
IiaCl 1%
Dextrosa 0.9%

K 04 0.1%
ZnSO4.?H20 0.0002%
CaCl 0,01%

Azua del grifo : Hasta 100%

y que contenie también 250 microgramos/ml. de estreptomici-
ne, y en medio dsl agente inoculado se incubd en condiecio-

nes sumergidas v airezdas durante un perfodo de cuatro dafes

-6 -
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a temperatura de 27& C. Al final de este tlempo, una porciﬁn
de 10% del cultivo gue conteonfa el mieelio se empleo para
inocularw nuevo agente cue tenfa la misma composicidn nu-
tritiva pero con'SOO nicrogramos/ml, dé estrentomicina. La
incubacidn de este sgente inoculado mostré crecimiento muy
lento, comprobando que ol contenido de estreptomicina habfa
sido zumenta-do en dosis demasiado grandes. Sin embargo,
hubo apreciable crecimiento del organismo, y después de ine
cubacidn durante dos afss, une porcidn del 10% del culti-
vo gue contenfa el micelio se usd pafz inocular un nuevo
agénte de lu misma composicidn bésica, pero con 400 mieros
greamos,/ml. de eétreptomicina. Despuéds de 4 afas de incu-
baci8n una porcifnfiel cultivo se empleﬁ'pars inocular un nue-
vo agente que contenfa 500 mierograomos/ml. de estreptdmici_
na. Al cabo de cuatro afns de incubacidn, una porcidn de
cultivo se empleé de nuevo pera inoecular ager nutritivo que
contenfa 600 microgromos/ml. de estreptomicina. Iuego el
micelio se desarrolld en el agar por incubszcidn a 278C, pa-
ra desarrollar une contidad de la raza resistente & la esw
treptonicina.

Bl cultivo inicial de este serie de incubacio~
nes, esto es, lo raza Waksmon L®. 4, sefalculd que rendia
s8lo 2 4 crecimiento dc orsanismo en dos dfus en un amente
nutrifi#o que contenfa 200 microgramos/mlf des estreptomi-
cina, al pasc gue & 300 nicrogramos,/ml. s3lo era evurente
un vestigio de crecinienta. Como resultado del tratemien..

to, la raza Tesistente finzl o cultivo rindid 2 4 creci-

-7 -
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miento en sdlo 24 horas en un agente que contenfa 500 micro- :

) gramos/ml. de estrentomicine. Propagado en ager nutritivo
que contenfs 600 microgremos/ml. de estreptomicina, ol cule
tivo resistente produjo crecimiento y esporulaciﬁn normales.

5 En contraste con esto, el cultivo madre, esto es, el Waksman ;
n¢. 4, mostré s8lo un vestigio ds crecimi=nto y neda de es-
porulacidn en agar mutritivo que contenfa una concentracidn

de estreptatcim de 250 microgramos/ml.

Panbidn henos descubierto gue razasz de 3, gri-

10 seus, que se han desurrollado hesta un punto de alta resis-
tencla « l¢ estreptomicinu, producen rendimientos de &sta
spreciablemente rés wltos cuundo crecen en un sgente nutri-
tivo en condiciones airesdas y sumergidss que los rendi-
mientos gue pueden obitenerse de lu raéé madre en las mis-

iz mas condiciones. Bl ocuiento hullado en 2l rendimiento de
ectreptomicinsg fud en general del orden de 10 a 25%, wunque
no son infrecuentes sumentos hustz de un 50%. Bjemplo tf-
nico de lu produccién de rendimientos aumentadog de estrep-
tomicina por razas de S. griseus reristentes o le misns en

20 difcrentes agentes putritivos, y de los rendimientos nés
altos obtenidos en compuruciln con los de la razu madre de
S. griseus se representun en los sisulentces ejemplos.

Bjemplo II

’ Se preparsron dos wientesz de la sipuiente com-

acente A: - 1% Dextrosu, 1% NeZ-amina tipo 4

(Disestidn puncreftica de cesefna suministrads por Sheffield
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PH 643~G.5.

Agente B: lo mi=zmo yus =l agente A pero con adi-
-

cibn de 0.3% de KpHPO4,

Dos frascos de cuada 28ents se inocularon con la

187019

e . : -
Farms C%), li NaCl, 0.6% extracto de carne,

agua husts

100%,

raza modre de 8. griseus emplesdz en el sjemplo I, y dos

frascos de cada uzgente se inocularon con ls razs

a

firal de

S. griseus (resistente a 600 microsramos/ml. de estrepto-

nicina) obtenida en el Bjsmplo I.

5C0s

se incuba-~

ron & 28¢% C durante 72 horus en condiciones de cultivo ai-

readas sumergidas, Luego nuevos frascos que contenfan

los mismos uvgentes se lnocularon con creciniento vegetati-

vo ¢e los Trascos iniciales, ¥ se incubaron en las mismas

condiciones. A& intervalos des 24, 48, 72 ¥y 96 horas se %to-

maron muestras de los varios frascos para su ensuyo en cuan-

to a contenido de estreptonicins,

rativos a los diferesntes intervalos de tiempo figuren en el

siguiente cuadro:d

Cultivo Agente 24 horas

Madre A o6
55

B 43

60

Resistente A 22
87

B 11¢C

g3

48 horas

lo2
214
153
108

221
188
158
181

Ejemplo III

Un acente de caldo'de levadura de PH 6,5 que se

9 -

148
124
119
140

217
205
242

263%

Los rendimientos compe-

idicrogramos/ml, de estreptomicina

{2 horas 96 horas

163
160
129
150

232
239
264
240

SE—

e T LT T



10

15

20

25

18701\9-10

. . ¥
prepard tenfe lu siguiente composicidn:

1.0% aCl
1.0% dextrosa
0.5%" NaNO3
0.1% UeSOk
Codio K2HPO4
0.01% CaCl2

10 mgflitro FeS04,7H20

2 mg/litro ZnS04,7H20
Agua del grifo hasta 100% volimen

~

2.5% de levadura secs de Preiffer.
Todo salvo el K2HPO4 y el GaCl2 se disolvid junto en agua.
El XK2HPO4 y el CaCl2 se Gisolviex con por separado y se alla-

dleron nfs ta¥de. ILuego la solucidn se subdividid y se afia-

3id 2.5% de levadura seca.

Se dispuso un total de 240 frascos, cada uno de
los cusles contenia 40 em? del caldo de levadura, esterili-
zado a 120¢ C y & presidn de 7,5 keg., v se dividieron en 5
grupos de 48 frascos cads uno, Los 48 frascos de un grupo
se inoeularon con una suspensidn de esporas de la raza Weks-
man n®, 4 de S. griseus. Los frascos de los otros cuatro
grupos se inocularon con esporas de 4 razas diferentes de
8. griseus obtenidas por el procedimiento descrito en el
ejemplo I, ¥y que tenfan la propiedad dz resistencia a 600
microgramos/ml. de sstreptomicina. |

Los frascos inoculados se incubaron a 28% C en
condiciones aireadas y sumergidas, practicdndoss la éirea-
cidn vor un agitador girstorio gue funcionaba a 21¢ revolu-
clones por minuto. Al cabo de tres y cuatro dfas de inou-
bacidn se tomaron muestras de todos los frascos, Se aparea-

ron por &uplicado y se ensayaron en cucsnto al contenido de

- 10 -
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estreptomicina (24 ensayos para cada indculo}. E1 rendimien-
to medio de estreptomicina, asf como los rendimientos mixi-
mo y mfnimo que arrojaron los ensayos individuéles de las
cineco distintas figurap en el sisulente cuad:b;

Estreptomicina en microgramos/ml,

% dfas 4 3fas
Raza Promedio de 24h. Mitimo MAximo Prom.de 24h, Minimo Méximo
Madre 226 132 200 260 171 348
Resistente A 312 248 430 290 204 380
Resistente B 324 178 386 326 200 41z
Resistents C 299 224 260 317 268 380
Resistente D 299 280 260 292 232 380

El cuadro anterior muestra claramente los mayo-
rss rendimientos obtenidos con las razas resistentes. La
ventaja mis sorprendente apurece al cabo de tres dfas de in-
‘cubacién, cuando se observard que el rendimiento mfnimo de
dos de las razas resistentes es upreciablemente mfés alto que
el rendimiento medio de la raza madre, ¥y que el rendimiento
medio de todas las razas resistentes es tan bueno como el
rendimiento miximo de la raza madre, o mnejor., Una compara-
cidn de los rendimientos al cabo de tres o cuatro dfas de
incubacidn indica que se consiguen altos rendimientos en
tiempo méé breve con la raze resistente que con la raza ma-
dre. Esto es de capital importancia porque es evidente que
la reduccidn del perfodo de incubsacidn 8ptimo de 4 dfas &

2 significa un aumento como de un 3% 1/3 % en la capacidad
Potencial del equipa de fermentecibn disponible. Esta venta-
Ja, unida @ los mayores rendimientos de estreptomicina se

obtienen constantensnts en varios agentes cuando se usan

- 11l -
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las nueves razas de 8. griseus resistentes a2 la estreptomi-
clna, demuestrea claramente lua importencia comercial de nues-
tro procedimiento perfeccionado para‘preparar estreptomici=-
na fermentando un agente nutritivo en condiciones de airea-
cidn sumerzida por medio de una razs dc S. griseus caracteri-
zada por ser resistente z las concentraciones iniciales de
estreptomlicina de por lo nenos 500 microgramos/ml., esto es,
gque crecs normulmsnte en ellas,

Bsta solicitud, que corresponde « la presentada
en los Estados Unidos de Amnérica, el 14 de Febrero de 1948,
bajo el Nfmero 8.306, se acoge a los beneficios del artfcu~

lo 51 del vigenté Estatutgley sobre Propiedad Industrial,.

Los puntos de inveneidn propia y nueva que se‘
presentan para que seon objeto de e2gtu Patente de Invencidn
en Espaila, son los sigulentes:

12, Un procedimlento que comprends propagar
una raza de S; sriseus que producs estreptomicine en un &a-
gente nutritivo gue contlsne una concentracidn inicial es
estreptomicina por lo menos suficiente para retardar el cre-
cimiento del orgenismo, ¥ desarrollar dsl micelio producido

P 4 .
durante esta propagucion razas de S. griseus que se carac-

terizen nor tener mayor resistencia al contenido iniclal de

- 12 -
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estreptomicina dsl ugente que la reaza madre.

29, Un procedimiento sezin se reivindiéa en el
punto 1¢., que comprende empleaar el cultivo as! formedo pa-
ra inocular un nuevo agente que contiene una concentracidn
infcial mds alta de sstreptomicina y propagar el organismo
en dicho.ggente; empleur de nuevo el cultivo as{ formsdo pa-
ra inocuigf un agente nutritivo de condensacidn inicial de
estreptonicina aln nis alta, y repetir estas propagaciones
en agentes que contienen sucesivamente concentraciones ini-

ciales mfs altas de estreptomicina hasta obtener una raza de

S. griseus resistente que crezca bien en agentes con una con-

centracidn iniciol de estreptomicina de por lo menos 500mi-
crogramos/ml.

32. Un procedimiento seglin se reivindica en los
puntos 1%, y 22., en el cual la razs de 8. griseus que pro-
duce estreptomicina se propaga de un indculo de esporas en
el ugente nutritivo.

N . 4 s . .
4%, Un procedinmiento sesin se reivindica en los

.puntos 18, & 38,, en el cual se selscclons una razs madre

de 8. griseus gue normalmente producird por lo menos 250 mi-
erogramos/ml. de estreptomicina,

S®, Un procedimiento sesin se reivindica en los
puntos 12, a #2., que se caracteriza ademfs por produecir ren-
dimientos mercadamente mfis sltos de estreptomicina gue la ra-
za madre cuando se propaga en un «gente nutritivo acuoso en
condiciones de aireacidn sumergida.

.2 . (4 . .
58, Un procedimiento segun se reivindica en los

- 13 -
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puntos 1%, a 5%,, Cul‘ Q‘Izgo adenfs por que produce ren-

dimientos de cstreptomicina mercadamente mis alt®s y en perio-

dos de tiompo nfs cortos gue la raza nudre cuando se propa-

P . *
ga en un agente nutritivo 2cud0sd en condicidnes de cirsaciln
sunergida.

me, Un procedimiznto seslin se relvindica en los
puntos 1%, a . 6®,, carsc terizedo por que se enplea el mice~
lio formado durante dicha propagﬂcién pera inocular un cgen=-
te nutritivo gue contiene una concentracidn inicial de es-
treptomicine aproxinadanente de 100 wicrogra :mog/ml. mis al-
ta gue el primer agente mencionado, y por gue se repite la
propagacién e inoculacidn de egentes sucesivos que tiénen
concentraciones inicicles de estreptouilcina crecientes en
ammentos de unos 100 nierogramos/ml. husta ¢ue se obtiens
una roza de S. r~riseus rosistente gque crzce bien en zgentes
gue contlenen una concentrucidn inicial de estreptomicina
de por lo menos 500 microgremos/ml.

88, Un procciimiento sesin se reivindica en los
suntos 18, a 7%., que corprends hacer frmemter/m agente nutri-
tivo acuoso en condiciones de aireacidn sumergids con dichs
razu resistente.

9¢., Un nrocedlnlcnto secin se reivindica en sl
nrunto 82., en»el cual 1u fermentacidn se realiza durunte tres
adfas, |

108. Un procedimicnto segin se reivindica en los

nuntos 88. y 9%., en el cusl la fermentecidn se realiza a

- 14 =
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temperatura de unos 28%. G, ‘

112, Un procedimiento de preparar estreptomi-

oina.,
Tal.y como se ha descrito en la Memoria que an-

5 tecede y para los fines éne se han especifiocedo.
BEsta Memoria consta dé quince hojas escritas a

m&quina por una sola cara.

Madrid a 4 3MAY. 1049
P. A.
Alberto de Eizabury

MALA REPRODUCCION
POR DEFECTO DEL ORIGINAL
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