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MEMORIA DESCRIPTIVA

para soliciter
PATENTE DE INVENCION
en
ESPAF A
por VEINTE afios
e nombre de MERCK & CO., INC., entidad norteamericana, enti-
dad norteamericana, establecida en 126 East Lincoln Avenue,
Rehway, Nueva Jersey, Esta-dos Unidos de América, por:
*UN PROCEDIMIENTO DE PREPARAR ESTREPTOMICINA"™.
=0=0=0=0n 0= 0= 0= O=0m=0n 0= 0=Om=0=0=0=0=Om=Om 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0~ 0~ 0~0=0~
Este invento se refiere, en general, a la produc-
cién de antihi&ticua&; més particularmente, a la preparacién

de estreptomicina por propagacidén de Actinonyces griseus ln-

munizado al actinofago.
En la preparacién de estreptomicina por procesos
de fermentaciﬁn, tales como, por ejemplo, por propagaciSn de

Actinonyees griseus en un medio convenientq&aha,obsérvado con

frecuencia que el proceso de fermentacibn se intsrrumpe pre-

maturamente con lo cual cesa la produceidn de estreptomici-

.na. Bsta interrupcidn brusca se conoce como "interrupcién
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prematura®™.

Se ha propuesto vencer esta seria dificultad por
alteraciones del medio y por cambios en las condiciones de
cultivo. 8Sin embargo, estos esfuerzos han carecido por com-
pleto de 8xito. En una tentativa para asegurar una raza més

fuerte y mis resistente de Actinomyces griseus se desarrolla-

ron mutaciones por radlaciones ultra~violeta. Estos culti-
vos, aunque variando mucho en su capacidad de produccibn de
estreptomicina, segufan siendo susceptibles & una interrup-
cidn prematura del proceso de fermentacidn.

Se ha comprobado ahora que esta interrupcién es
debida a destruccidn celular determinada por un actinéfaéo
que se multiplica a exXpensas de razas vivientes, producto-

ras de estreptomicina, de Actinomyces griseus. Las micro-

grafias al microscopio electrdénico de cultivos de Actinomy-
ces que contlenen el actinéra go ahora descubierto, han mos-
trado la existencia de un gran nilmero de cuerpos pafticula-
dos con una cabeza redondeada de unos 0,05 micrones de did-
metro y una cola de 0,015 x 0.15 micrones. Este actinéfago
es un virus microbiolégico filtrable que infecta especi{fica-

mente razas de Actinomyces griseus e inicis la destrucciédn

de las células jbvenes. Este actindfago es transmisible y
se multiplica siguiendo a una transferencis & un nuevo cul-

tivo de Actinomyces eriseus. Filtrando el cultivo después

de 24 horas y afiadiendo el filtrado a uncultivo reciente,
puede observarse la propagacibn del actindfago. lLos filtra-
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dos de cada cultivo pueden inocularse a placas por el método

correspondiente para la determinacidn del actindrago.

Por ca-

da particula aislads formadora de placas afisdida al primer

cultivo de Aectinomyces griseus en esta serie, se hab{a produ-

cido un total de 75 x 1020 part{culas a la sexta transferen~
cla,
La tabla siguiente muestra la multiplicaciln del
actindfego.
JTABLA I
Multiplicacién de actinéfago
Factor de multiplicacién
Transferencis Actindfago por ml.| Transferenciss | Acumula-
ecceeme—eecme—e.] individuales |} tivo ___
Indculo de actinbdfago 20,000, 000,000 S- -
Primera transferencisa 32.806.000.000 ~8.200 8.200
Segunda transferencia |100.000.000.000 15,000 131 x 108
Tercera fransferencia }, 26.000.000,000 . 1.800 236 x 10°
Cuerta transferencis 48,000,000, 000 6.600 156 x 10%3
Quinta transferencia 64.000,000.000 6.600 103 x 1017
Sexta transferencia 9.600.000.000 735 '75 x 1020
4. grigeus de control 'd 10

Se ha descubiérto ahora que es posible conducir le
propagacidn de Actinomyces griseus de tal modo que se obtenge

una re&za resistente que puede hacerse inmune al ataque por el
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ectinbfago.
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Asf, el invento se refiers también al aislemien-

to ¥y cultivo de raza-s de Actinomyces grisesus que son inmu-
nes al atagque por el actindfa-go y que son taﬁbién capaces
de producir estreptomiéina con rendimientos satisfactorios.
Al llevar a la préctica el procedimiento nuevo
¥V perfeccionado en una forma preferides, se incuban células o

esporas de Actinomyces griseus en un medio nutricio que con-

tiene actinbfago. Debido al crecimiento actindfago todas

las células que sean susceptibles de ataque por el actinbra-
go son destrufdas creando asf condiciones favorables pera la
multipligacibn de las c8lulas resistentes al sctindfago. Es-
tas células resistentes se desarrollan en grandes cantidades
y pueden aiglarse por procedimientos microbioldgicos conven-
cionales. 4l transferir las células resistentes al actind-
fago & un nuevo medio nutricio, el crecimiento de las célu-
las resistentes es todavia incrementado al paso que el acti-
néfago no puede aumentar en niimero en presencia de Actinomy-

ces griseus resistentes, Por transferencia repetida de cé-

lulas resistentes &l actindfago a nuevos medios nutricios

adecuados, se prepard un cultivo de Actinomyces griseus com-

pletamente libre de actindfego. Las nuevas cédlulcas resis-

tentes pueden propagarse en presencia de actindfago sin des-

truceidn. Los cultivos de Actinomyces griseus resistentes

al actinbfago han resultado diferir en su capacidad de pro-

duccibn de estreptomicina. Poyconsiguiente, vara su utili-



10

20

¢ 25

1878 10

zaci8n préctica, se aisla cierto némero de cultivos resisten~
tes al actindfago y se'enSayan para su produccidn de estrep-
tomicina. 4quéllas razas que son equivalentes al control se
seleccionan como razas de reserva pafa la produccidn de es-

treptomicina. Los cultivos de Actimomyces griseus resistentes

al actinéfago han demostrado ser particularmente adecuados
para la produccién industrial en gran escala de estreptomici-
na. Biguiendo a la iniciacidn de cultivos resistentes al ac-
tindfago en grandes tandas, no se han observado casos de in-
terrupcidn prematura debida al actindfago, mientras que la
producecidn de estreptomiciné en grendes rendimientos se man-
tuvo durante largos perfodos de funcionamiento de la instala-

cidn.

Los ejemplos siguientes ilustrapfm método de rea-
lizar el presente invento, pero ha de entenderse que estos e-

jemplos se dan & modo de ilustracidn, y no de limitacidn.

EJEMPIO I

Se preparﬁ un medilo nutricio que contenfa lo si-

guliente:
Extracto de carne « . + « «. v « +» » « » 0,3 %
Dextrosa . . . .« 1.0%
N~Z-Amina (caseina digestiva uﬁ;mica) . 1.0 %
»Gloruro de SOdiO e ® ® o ¢ o o ¢« » 100 %
‘gaﬂ.‘ L d - . L J L * . L 2 * . L] » L] L [ ] 2.0 *

Agua hasta lOOﬁ
Se desarrollaron cultivos resistentes de cultive

A de Actinomyces griseus rayando sobre placas de agar las co-

lonias resistentes que se desarrollan sobrs la superficie de
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un cultivo sumergldo parcialmente destrufdo por actindrago,
sigulendo a otra incubacién en cultivo estacionario.. También
se desarrollaron cultivos resistentes rayando cultivo de Ac=
tinomyces griseus sobre placas de agar que contenfan ectind-
fago.

Se compuso un medio que contenfa lo sigulentes

Extractodecarne....e...o......O.B‘
Dextrose . . e o o la
N-Z-Amina (casefna digestiva triptica). e o e o 1,0%
ClorTuro 46 SO0310 v o « ¢ o o o ¢ s o o =« o « » 1l.0%
Aguas hasta 100 %

El medio se subdividid en matraces Erlemmeyer que

O

se taparon con algoddn. El matraz y el contend® se esterili-
zaron luego & 1202 ¢ durante 30 minutos. Despuds de esteri-
lizacidn los matraces se enfriaron y se inocularon con porcio-

nes de las rayas de colonias resistentes. Los matraces se co-

locaron sobre una miquina agitadora rotativa de 63 mm. de am-

Hasaca

plitud y 220 r.p.m. que proparcionsa agitacidn constante y ai-
reacidén y se incubaron & 282 C. También se rayeton porciones.
de cada indculo sobre egar més fago y se incubaron a 28¢ C,
Lé tabla sigulente muestra los resultados de los diferentes
cultivos:

Unidades de acti-

Crecimiento vidad por ml. de
con fego caldo fermentado.

cultivo‘g _ Control 4+ Fago

Placa smerdio 3 dfes 4 dfss 3 dfes 4dfas
Metraz n®. 1 -« colonia resist. A 4 4 4 5 105 = 54

n?. 2 -~ colonia resist. 4 £ 30 78
te T ¢ B2 8x 60

Placa nf. 3 - colonies resist. &4 ¢+ & ¢ £ 30 <
Placa n®. 4 - faja resist.,

pero que contienepla-¢4¢ ¢ ¥ 87 210 195 1
ces

Gontrol A ; - - 60 117 430 <«

87 129

75
90
30
95
30
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- Alslado

EJEMPLO 2

N-Z-Amine (casefna digestiva trfptica} . . . . . 1.0%

Dextross
Extraecto

Cloruro sddico . s

1 187810

Se compuso un medio que contenfa lo siguiente:

e B & 8 8 % ® 4 & & & & 8 & 8 ° & & @ 100*
de Carne . o s + ¢ s 2 2 s & 2 e v s » 00%
» L] . » . - . ¢ 0 . . . . l.o%

Agua he-sta 1004

¥l medio se tratd como en el Ejemplo 1 y el indeu-

lo se prepard a partir de colonias resistentes de A de las

fajas del Ejemplo 1 y de colonias resistentes adicionales de

varios cultivos transferidos & cultivos ineclinsados.

Los cul-

tivos inclinados se usaron pare inocular el medio. Se prepa-

rd un juego
inecubaron a
de amplitud

tes:

Cultivo

Control
Aisledo
Alslado
Alslado
Alslado

Alsledo
Alislado
Alslado
Alslado

con 0.1 cc. de filtrado de fago. Los matraces se
30¢ sobre una mégquina agitadora rotativa de 63 mm,

Yy 220 r.p.ms Se obtuvieron los resultados'siguien-

Unidades de actividad por ml, de ¢ fermaentado
< as 4 dles
gontro% % 4+ filgrado trol & 4 f8trado

Con

Alslado
Alslado

Alslado
Aislado
Alslado
Alslado
Alislado
Aislado
Alslado

DOOEErPEREbb

Aislado H =
=k metraces

. 159,219 <30 210 <

1 £1155° -azgo 57,57 428
2 111,120 6 102,54 11z
3 159,120 288 177,165 264
i 25%,218 420 216,261 300
5 114,430 <30 111,430 <%0
? 111,309 . 3 96,390 264
? 279,%75 93 228,300 150
a » S350 £ 30 430,430 230
b <30,<30 <30 £30,,30 <30
a 143,1 131 63, &8 g7
b 126,12 78 81,159 72
a 42)8‘*‘ 87 36 287 45 .
b <89 81 L& 57,57 48
a 30 <30

a 2971396 139 210,3% 208
b 9,219 198 174, 159 165
a <2020 <3 430,430 . <30
a g31rl 159 59,141 141
& 102’ 144 <30 - 81,51 <30
a 1 2,117 <70 114,120 B2
b 29,430 78 162,33 99
duplicedos
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EIJEMPIO 3
Sgbrepard un medio que contenia:
H.arina de habas de SOja s 8 ® & 8 % & e s o o @ 2 %
Dextrosa ® ¢ o & ¢ e * o ® e & s o e $ s s @ 1 %
Solubles de des’bilerfa. (SVP) e o o ¢ o o o o ot%
Cloruro de S0A10 « ¢ ¢« ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ o o ¢ s o &« 0025%

Agua hasta 100%
Este medio se prepard como se ha mostrado en los
Ejemplos 1 y 2 v se inoculd con los cultivos resistente y de
control mencionados luego con un indculo de suspensibn de es-

poras. A una serie de todos los cultivos se afiedi8 0.1

cc. de fago como se muestra a continuacidn:

Unidaedes de actividad por ml. de
caldo fermentado en matraces du-

. plicaedos.
Cultivo, 3 afas 4 dfes
Control I 92,102 108,84 4
Control I 4 fago < 50 £ 50 £50 K50 & &
Control A 102,72 84,63 -
Control A 4+ fago £ 50 <50 82, 50 &
Aislado A & | 87,75 84,63
Alslado A & 4+ fago 72,84 57,7R
Aislado A 6 | 48,78 - 29,66
Alslado A 6 ¢ fago 81,99 66,63
Aislado A 7 48,108 60,75
Alslado A 7 ¢ fago 138,135 108,84
Alislado A a 108,72 99,4
Aislado A a 4+ fago 99:?8 ’ 48:9%
Alsladoc A b 84 60,6
Alslado A b 4 fago 81182 63:5’?

<+ 0.1 ce. no produjo placas
% % 0.1 cc. produjo 1000 placas

Pueden introducirse modificaciones en la reali.
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zacibn del presente invento sin apartarse por ello del espi-
ritu y del alcance del mismo, y el invento ha de limitarse
solamente por las reivindicaciones anejas,

Esta solicitud, que corresponde a la presentads
en los Estados Unildos de A-mérica, el 15 de Abril de 1948,
bajo el Nlmero 21.305, ée acoge & los beneficios del artfcu-

lo 51 del vigente Estatuto Ley sobre Propiedad Industrial.

—— amy e G = S W -

—

cmeee NOT A emmem

Los puntos de invencidn propia ¥ nueva gue se
presentan para que sean objeto de esta Patente de Invencidn
en Bspafia, son los siguientes:

12, Un procedimiento para la recuperacidn de es-
treptomicina con grandes rendimisntos, que comprende propa-

ger razas de Actinomyces griseus que previamente se han in-

muniza-do al actinbfago.

22, Un procedimiento para la recuperacibn de es-
treptomicina con grandes rendimientos, que comprende propa-
gar razas de Actinomyces ggiseus-resistentes al actindfago

en un medio nutricio sometido a agitacibn y aireacién. .

32, Un procedimiento para la recuperacidn de estrep-

tomicina, que comprende propagar razas de Actinomyces griseus
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resistentes al actindfago, em un medio nutricio estacionario.
49, Un procedimiento para la recuperacién de
> " estreptomicina, que comprende cultivar razas de Actinomyces
| 5 griseus en presencla de actinéfego, transferir las células
5 resistenfes a un nuevo medioc de cultivo, y someter dicho me-
dio de cultivo a agitecidn y eireacidn. |
52, Un procedimiento para produecir Actinomyces
griseus resistente al actindfago, que comprende propagar ra-
zas de Actinomyces griseus en un medio nutricio que contiene
10 actinbérago, transferir las células resistentes a un nuevo
medio de cultivo y repetir diche transferencia a nuevos medios

hasta que el actindfago esté virtualmente sliminado.

» 68, Un procedimiento de preparar estreptomicina.
’ Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-

»

y 45 cede, ¥ parw los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diez hojas escritas a mé-

quina por una sole cera.

Madrid =

1 3ABR. 1949

Alberto de Elzabyry
Pgr Poder

M/L/Le
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