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. CIBA SOCIETE ANONYME, entidad suiza, residente en
Basilea&, Suiza.

El objeto de: la invencibn es um nuevo anti-
.b:-ibtico soluble en ;agua que a continwacién se deno-
mina Ussamicina, y ;s'us sales.

El antibibtico ussamicina se forme en el

cultivo de una nueva cepa de Streptomyces lavemdulae
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que se obituvo por radiacién de Streptonmyces lavendu-

“lae 7K1 con luz ultiraviole.ta ¥ que se denomina Strep-

tomyces lavenﬂulae TK1 Mutante UV-9. Ia nueva ceps.

se guerda bajo este demominacibn en la Universidad

de Recife, Instituto de Amtibibticos, Recife (Brasil).
La cepa S.Lavemiulae TKL y su mutente UV-9 se dife-
rencian morfolégicamente: seghm la clasificacibn de
Prigham et al, .(195'_8) pertenece el S, lavendulae TK1l

a la seceién Rectus~flexibilis (Cadensa de esporas

recta, monopodialmente ramificado, difmetro 0,3

1,1 u), la mutante U¥-9 sin embargo a la ‘seccibn Spi-
ra (Gédené de esporas en espirales abiertas de 10 -

20 p de longitud y 4 - 6 p de didmetro). 5. lavendu-
lae 7K1 forma esporas :‘?edon&&eAde 0,8 - 1,1 P de dié-
metro, la mutante UV-9 esporas ovaledas con un dié~
metro de 1,5 - 1,8 j+ Ea tabla I muestré. une compara-
cién de las caracteristices de crecimiento de S.la-
vemdulae TK1 y su mutante UV-9 sobre distintos me-
dios de cultivo.

TABLA 1

L

Medio de cultivo

V-9 TE1 ]

l

Almidbén-Agar

¥Micelo de aire blanoco, |Hicelo de aire de color
pigmento soluble,la- [rosa. Ningdn pigmento so
cio-marrén luble. /

p

gina-agar

Glicerina—aspara; Micelo de aire blaﬁco, Micelo de aire blanco gue

que mas adelante se polse tifie rosa.Ningin pig-
ne gris. Ningin pigmen|mento soluble., ’

.to soluble '
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ledio de cultivo 7ﬁ Uv-9

-+

Glicerina~peptona-~ liicelo de aire blanco es iicélo de gire blanco.
agar més adelante gris. Pig- [Ningin pigmento solue-
mento soluble, ble.
Glicerina-amonio- “Crecimiento vegetativo Eigglo de aire blanco.
agar de color crema.lalta ei ingin pigmento solu--:
tmicelo de aire.Ningin ble.
piguento soluble.
e - _ ' j
Gelatina-agar Crecimiento vegetativo recimiento vegetativo

fprillante incoloro que
|se profundiza en el cen
tro. Falta el micelo de

aire.

rillante imcoloro,sin
rofundizarse en el cenj

tro.

N

b Glucosa-agparagina-—
5§

agar

i

.

Crecimiento vegetativo
incoloro.Escaso micelo
|de aire gque se vuelve

gris. Ninmgdn pigmento

o
Micelo de aire blanco

gue se tirfe roéadamgg
te. Ningin pigmento
soluble,.

Medio de cultivo pa-
re la formacién de

melanins.

R e

jNinguna melanina.Piguen
%0 soluble que se vuel-

|ve marrén,

>

Formacién de melanina,

Glucosa~-agar

Crecimiento vegetativo
de color crema. Ningiin

pigmento soluble

|

.Micelo de aire gris
claro.El pigmento tifie

el medio de cultivo.

v
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] tledio de cultivo
Elnidén~caseina-~

agar

HMicelo de aire blanco
que més adelante se vuel

ve gris.

¥

v

Rebanadas de pata~

ta.

- — ——.

LY

¥icelo de aire blanco
que més adelante se tifle

rosa,

A

icelo de aire blanco que
asume un color gris.Nin-

gin pigmento soluble.

Crecimiento vegetativo
de color tanina.Falta

‘del micelo de aire.Fzlta

pigmento soluble.

ﬁ

kger de cultivo.

Crecimiento vegetativo in
coloro.Falta micelo de
airé. Pigmento soluble
gue tifie el medio de cul.

tivo de amarillo.

'T

‘Creciriento vegetativo
marrén claro,Falta mi-
delo de aire.Pigmento

marrén solubles

ﬁicelo de aire blanco éue
més adelante se wvuelve
grig. Pigmento verdoso so-

luble.

Hicelo de aire blanco
gue se tifle rosa més a-

delante.

Glicerina-calcio-

agar

-

Escaso micelo de aire
blanco. Wingln pigmento
soluble. .

icelo de aire blanco

que se tifie de rosa,

T

Patata-glucosa~

agar.

-

Hicelo de gire blanco gue

se vuelve gris.Ningin

pigmento soluble.

i, gclamen.Palta pigmento.

icelo de eire blanco gque

ge vuelve claro comd Ci-




Medio de cultivo

Uv-9

TK1

-

Patata-glicerina~

micelo de aire blanco

Micelo de aire,al prin-

agar que més adelante se cipio gris,mbs adelant
vuelve gris.Pigmento de color rosa.Pigmento
marrén soluble. marrdn claro.
Ta tabla II muestra el comportamiento quimico
d8 1los dos cultivos. La tabla III de la evaluacién de
distintas fueptes de carbono.
TABLA 11
Substrato Mutante UV-9 S.lavendulae 7K1
- o BB,
FEitrato Fuerte reduceidn Reduceibn moderada
Gelatina Crecimiento superfi- Desarrollo en forma de

cial en forma de peli-
cula,Ningin micelo Qe

gire.Ninguna formacién

tal al 15¢ dia,

- marrén soluble.Licuacién

de micelo.Licuacibén to-|

un anillo marrén,.Ningin

micelo de aire.Pigmento

total al 152 3d4s.
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Substrato

jfutante UV-Q

S.lavemdulae 7K1l

K T trato

Fuerte reduccibn

Reduceibn moderadsa

vl

Léche de torna-

sbl

‘Besarrollo en 1a super
ficie con formacibén de
micelo de aire blanco.
Peptonizaéﬁn total al
208 dia.Alcalinizacién
6,4-8,0,Hinguns for-

macién de pigmento y

Jnimguna coagulacidn.

-Besarrollo en forma de .
{zn anillo marrén sin mi-
celo de airé.Pep'honiza-
cibén total entre los
dias 15 y 20.Pigmento ma-
rrén soluble.Ligera alca
linigacién.Falte coagu-

, lacién.

]

&lmidén

Fuerte hidrdlisis ya
& partir del 102 dia.

Fuerte hidrélisis,pero
lenta (ligera sl 10%¢ dia,

fuerte a2l 202 dfs)

- > ®
o ~TABLA III
Fuente de carbono - Crecimienito -
,L*: ©  Hutente UV-9 . . S,lavendulae L
Sacarosa * *
Lactosa *+ =
| Refinosa * -
“Ramnosa + =
Xilosa + =
Saelicina + +
| Manita | + . + ,
Malato de calcio i + - )

[ Ll
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Es sabido que la cepa original de Streptomyces

lavemdulae TK1l produce primeramente un antibiético de-
nominado Eurimicina, pero que dempstré ser idéntico a
la neomicina., El1 antibiftico ussamicina formsda por la
cepa S, lavendulas TK1l, mutante U%-9 es, en lo que se
refiere a sus propiedades biolégicas y fisico-quimicas,
distinto & la neomicina o sus componentes. 4s{ da en
la hidrélisis 4ecida, &cidos aminicos; es por lo tan-
to un polipepturo; En el cromatograma de papel ascen-
dente en el sistema n-butanol-piridina-écido acético-
-agua (15:10:3:12) muestra un valor Rf de 0,74, mien-
tras que la neomicina muestra manchas eon valor Bf‘<:
0,1 y un ulterior Rf = 0,13-0,14. En la cromatogra-
fia descendente en el sistema agua-n-butanol, satura-
do con adicibn de 2% &e dcido %olueno—sulfénico, se
encuentra para la ussamicina un valor Rf de 0,79 ¥y pa-
ra la neomicina uno de 0,25 = awéﬂ.

"La ussamicina es una base orgénica y por lo
tanto forma sales. En la forma de hidrocloruro se di-
suelve muy bien en agua. También se disuelve en meta-

nol. En acetona y otros disolventes orgénicos, tales

~como éter, bemszol, cloroformo, éter de petrbleo, es

préctiéamente insoluble. Se puede precipitar con colo-
rentes azoicos que contengan grupos de &cido sulféni-

co, tal como heliantina. También forme un reinecato.

Bl antibiético ussemicina posee, en le pureza hasta

la que se pudo obtener, un color amarillo claroc gue
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entre pH 3 - 8 se mamtiene invariable. Los siguientes
engayos de'color son negativos: maltol, glucosamina,
molisch, millon. En ensayo ninhidrinico y de Sakaguchi
son positivos. El antibidético es relativamente estable:
una solucidén fuertemente &cide se puede calentar 10 mi-
nutos al bafio Maria y las soluciones alcalinas se man-
tienen estables durante 30 minutos a temperatura ambien~
te. 31 por el contrario soluciones neutras o solucio-
nes en sosa céustica al 5% se calientam durante 30 mi-
nutos al bafio laria, entonces se presenta descomposi-
cién. En la hidrélisis &cida (4cido clorhidrico 6-m,
20 horag,- 1QOQ) de un producto en bruto del ussamici-
na UV=9 se forma una mezcla de aminodcidos de los cua-
les una parte se pudieron identificar por via papel-
cromatogrifica provisionalmente como sigue: glicina,
alemina, leucina, serina, &cido esperigfmieco, 4cido

. glutaminico, argimina, lisina.

Para obtener el antibibtico ussamicina se cul-
tive le cepa S.lavendulae 7K1, mutante UV-9 en una
fuente amcuose de carbono y mitrégeno as{ como un caldo
que contiene sales inorgéniocas hasta que éste muesjra
un efecto esencialmente antibacterial, eisléndose en-
tonces la ussamicina,

Como fuemte de carbono y nitrégeno entran en
consideracidén por ej. los hidratos de carbono, tal co-
mo glucoaa, sacarosa, lactosa, almidén, aleoholes, tal

ctomo manite, glicerina, 4cidos aminicos, por ejemplo
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glicina, pepituros, proteinas y sus productos de disocia-
cién, tales como peptona o triptona, extractos de carne,
partes de granos de cereales solubles en agua, tales
como de maiz y trigo, residuos de la destilacibn en la
fabricacifn de alcoholes, cnrnsteepliinor, levadura,
semillas, especialmente de la planta de colze y soja,

de le plenta del algodén, sales ambnicas, nitratos. En
sales inorgénicas contiene la solucién de cultivo por

s jemplo cioruros, carbonates, sulfa‘i:os, nitretos, fos-
fatos de metales alcalinos y alcalimos terrosos, de mag-
nesio, cine, manganeso, hierro.

‘Bl cultivo es aerdbico, por ejemplo en cultivo

de superficie en descanso, o preferentemente sumergido,

agitando o removiendo con aire u oxigemo en botellas
de agitacidn o en los fermenté.d—ores conogidog. Como tem—
pe‘ré.tura es adecuada una entrs I8 y 402C, preferente-
mente 27%. Preferentemente se culti#anAen varias eta-
pas, es decir, primeramente se prepara.un.cuitivo en
caldo'liquido gue entonces se inyecta en proporceibn de
aprox. 1220 en el medio de produceién propiamente dicho.
El primer cultivo liquido se obtiene por e¢jemplo so-
breinyectando un cultivo, crecido sobre medio de_patata
de 8-10 dias de edad, en el caldo lfguido, se deja cre-
cor durante 48 horas y después se agrega sl medio de
produceidn. '

El aislamiento del entibiStico del Piltrado del

medio de cultivo se efectiz seglin métodos en si conoci-
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dos. Se pueden emplear medios de absorcién, por ejémplo
carbones actives, tales como norita, tierrses activades,
tal como tierra de Puller 6 floridina, o absorbentes
de resina, tal como asmita. La elucién de los sbsorba-
tos se efeotia comvenientemente con mezclas con agua
de disolve@tes orghniecos miscibles con ague o &cidos
acuosos, por ejemple, con egua-metanol, &cido clorhi-
drico ‘diluido-metenok (pH 2,0), &cido acético diluido-
-metanol, sgua-metanol-&cido achtico glacial-butanol.
El entibibtico se puede absorber también en resinas
intercembiadoras de iones, especialmente en resinas
gque contengan grupos de foido, tal como amberlita
IRC-50.

' La elucifn se efectfia por ejemplo con &cido di-
luidos o mezclas de metanol y 4cidos diluidos.

Ademfs, el antibibtico se puede precipitar tam-
bién directamente del filtrado del cultivo, por ejem-
plo en forma del reinecato. La transformacibn de las
sales de dificil solubilidad en las sales de fécil so-
lubilidad del entibibtico se efectfia bién con &cidos
ninerales o en resinas intercaﬂbiadoraé de iones, por
ejemplo en Amberlita IRA-400. Este método se puede em-
plear también para el enriquecimiento del entibidtico.

Un enriquecimiento del antibibtico se logra
también mezclando las soluciones acuosas o alcohélico-

ascuosas de las sales ¢on un exceso de disolventes or-

~_ ghmicos, miscibles con agua, tal como acetona, dioxa-

¥
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w0, precipiténdose las sales iworghnicas y otros nmaie-

riales acompafiantes y que se retiranm. R

Otro método de enriguecimiento y de limpieza
es la cromatografia, por ejemplo la eromatografia de
ebsorcibén en distintos materialeé, tales como morita,
6xido de aluminio, silicatos de megnesio, asi como la
cromatografia de distribucibn con celulosa, almid&m,
silicagel como substamcias vehficulo, o también la cro-
matografi{a en resinas intercambiadoras de iones, por
ejemplo en Dowex-50, amberlita IRC-50.

2demés se puede enriguecer el antibiftico me-
diante distribuecién en conmtracorriente segin €raig en-
tre dos fases de disolventes no miscibles.

Las sales del antibibtico y sus componentes se
derivan de los &cidos inorghnicos u orghnicos, por ejen
plo del &cido clorhidrico, de los &cidos sulfdricos, de
los &cidos fosfbricos, &cido nitrico, 4cido acético, 6~
cido propiénico, &cido valeriénico, palmitinico u 0léi-
co, del &cido suceinico, &cido citrico o amigdllico.

Se obtienen por reaccifén de los &cidos correspomdientes
sobre le base libre o mediente la doble reaceién de sa-
les,

El antibiético ussémicina y sus sales poseen
una elevada eficacia antibibtica comtra los microorga-
mismo gramopositives, una més reducida contra los mi-
croorganismos gramonegativos y ninguna eficacia contra
los microorganismos resistentes al #cido en una con-

i
centracidén hasta 100 ]‘/ml, véagse tabla 1.
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A

Mieroorganismos

Aetividad ( \{ /ml)

B.subtilis 9

B.subtilis 27

| B.anthracis

B.mycoides
B.cereus

S.éureus W
S.aureus &TCC
¥M.Citreus

Sarcina lutea

Str. haemolitieus
K.pneunmoniae |
S.typhosa

E.coli &
Sh.paradysenteriae
&.aerogenes
E.catarrhalis
Pr.morganii
Pr.mirabilis

Pr, wvulgaris

Br. suis

Br. melitensis
Br.abortus
Mycobacterium 607
Mycobacterium phlei
Mycobacteriumlsmegmatis
E.asteroides
C.albicans IBB-50

Cr. neoformans ENCB

0,1
5,0

0,2
0,2
2,0
0,2
6,0

20,0
15,0
20,0
15,0

60,0

8,0
60,0
80,0
60,0

4,0

4,0

4,0

40,0

0,2
10,0

> 100,0

> 100,0

> 100,0

0,4
0,4
4,0
Opd
8,0
40,0
20,0
40,0
20,0
80,0

10,0
80,0
100,0
80;0
6,0
6,0
6,0
»100,0
~ >100,0
> 100,0
60,0
7 100,0
60,0
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En vivo mestra el antibibtico un efecto anti-

tumoral contra el carcine-sarcoma Walker 256 en la con-
probacién en ratas blancas (Sprague Dawley). La toxi-
cidad del muevo antibibtico es reducida. En las ratas
blancas, a las cuales se les admimistré intraperito-
realmente durante 10 dfas diariamente 50 mg/kg de an-—
tibiéticd, no se obeservé ninguna anormelidad.

El antibibtico ussamicina y sus sales se pue-

" den empleer como medicamentos en la medicina veteri-

naria y humans, por ejemplo en forns de preparados
farmacéduticos. Estos combtienen les compuestos men-
cionados en mezela conm: un material vehfculo farma-
céutico, orgénico o inorgémico, adecuado pars la a-
plicacibn enteral o parental. Como tales entran en
consideracifbn aqueilns materiales que no reaceionen
con el nuevo compuesto, tal como por ejemplo, gela-
tina, lactosa, almidén, estearato de magnesio,acei-
tes vegetales, alcoholes béncilicos v otros vehicu-
los medicinales comocidos. los preparados farmacéuti-
cos se pueden presentar por ejemplo, como tabletas,
grageas, polvos, supositorioé o en forma liguida co~
mo soluciones, suspensiones o emulsiones. En caso da-
do estarfin esterilizados y/o contendrén materiales
euxiliares, tales como medios de conservacibn, esta-
bilizacibn, reticulacién o emilsibn. También pueden
contener otros materiales terapéuticamente valiosos.
Adenfs se puede emplear el éntibiétic§ como medio de

desinfeccidn y conservacién, asi como medio aditivo
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a los piensos,
La imvencién se deseribe en el ejemplo siguiente.
Las temperaturas estén indicades en grados Celsio.

EJEMPLO.

&) Streptomyces lavemdulae UV~9 ge cultiva se;
gin el método de dos etapas bajo condiciones aerébicas
en un ¢aldo de cultivo gue por litro de agua de la rad
éontiene 30 g do glucosa, 12,5 de cornéteep-liqpor

(50£), 5 g de levadura de cerveza secada, 5 g de nitrato

aménico y 4 g de oarbonato de calcio. La solucibén de cul-

tivo esterilizada muestra un pH de 6,5-6,8. La inyeccibn

se efectia con un cultivo gue se guardd en medio de cul

tivo de patata en el matraz de Erlemmeyer de 125 ml y

tiene 8-10 dias de edad.

Un octavo de este cultivo se traslada a bote- _
llas de Fernbach de 2000 nl de capacidad-con 300 ml de
solucién de eultivo. B§spués de.incubar 48 horas bajo

sgitacibén (aprox.200 r.p.m.) se sobreinmyectam los cul-

tivos liguidos en proporcién 1:20 en el medio d¢ pro-

duceibn.

b) Bn igual forma & como descrito bajo a) se
ecultiva S.lé%enﬂulae UV-9 en una solucién de cultivo
que por litro de égua.de la red contiénebzo g Qe harina
de soja, 20 -g de glucosa, 5 g de cloruro sbédico y 2 g
de carbonato de caleio. Después de-la esterilizacién
el pi es de 6,7-6,9.

— El filtrado de cultura, obtemido segfin a) 6
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b),se sbsorbe con carbén activo y se eluye con metanol

que se acidificé con &cido clorhidrico hasta un pH de 2,0.
El eluado se pone a um pH de 6, se concentra por evapora-
cibn en vacfo hasta la viscosided de la melaza, se filtrs
y después se diluye com metancl al triple. Después de &~
gregé.- acetor;a en exceso. Se filtra de la precipitacibn,el
filtrado se aeidifica’(pH 2,0) y se evapora hasta la vig-
cosidad de la melaza. El precipita um producto en bruto
activo que se lava con acetona, se disuelve en agua y com
sal de Reinecke se preecipita como reinecato. Este se fil-
tra y se iava varias veces con agus& de 60-702, disolviéndoe
se el reinecato.Se filtra del residuo imsoluble y el £il-
trado se enfrie a 02, Después de reposar varias horés a 0%
se precipita el reinecato como precipitacibén en forma de
gelatina, BEsta se transforma en la forma comocida en el
hidrocloruro. Esie es una substamcia de.color crema que,
en solucién acuosa, no sufre variaciones algunas & un pH
de 3 - 8. Al calentar en una solucién neutra a 1002 duran-
te 30 minutos pierde la substancia la mayor parte de su
actividad; se wvuelve casi totalmente inaetiva si se ca-
1ien'i;§f§’=‘eri solucibén de sosa céustica al 5% durante 30 mi-
nutos a 100%.

La reaccibn de maltol, giuoos*amizia, moliseh y mi-
116n- son negativas, 1a reaccibn segin Sakaguchi y con
ninl:ddrina son positivas., B

En el cromatograma de papel en el sisteins. n-buta-

nol-piridina-&eido acético-ague (15:10:3:12), desarrollo
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ascendente, 20 horas sobre papel Whatman n¢ 1, el va~
lor R? es 0,74. En desarrollo descendente en el sis-
tena aguaén-butandl saturado + 25% de &cido tolueno-~
sulfénico el valor Rf es 0,75,

En la hidrélisis é&cida (écido clorhidrico
6-n, 20 horaé a 100¢) se obtienen amimoéeidos. .En
el sistema bidimensional butanol secundario-&cido-
férmico~agua.(75=l§:10) = I y fenol-agua 80:20 = II
se pueden demostrar, tiﬁigndo con ninhidrina, los
aminofecidos miguientes: glicina, alanins, leucina,
serina, &cido asparaginico, fcido glﬁtaminico, argi-
nina y lisina.

HOTA

Descrita suficientemente la naturalegza del
invemto, asi como la manera de realizar en la prée-
tica, debe hacerse conatar que las disposiciones an-—
teriormente indicadss son susceptibles de modifica-
ciones de detalle en cuanto no alteren su principio
fundamental. También se hace constar que el invento
corresponde a una solicitud de patente presentada en
Suigza. cbnafechas 27 de marzo y 24 de abril de 1.963,
bajo los nfimeros 3906/63 y 5162/63, acogiéndose por
lo tanto a los beneficios que coneceden los convenios
internacionales en vigor y sienﬂb lo que constituye
la esencia del referido invento y por lo que se so0-
licita Patente de Invemcibn por 20 afios en Espafia

“Procedimiento pare la obtencién de um nuevo anti-
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1,- Brocedimiento para la obtencifn de un nue-
vo antibiético, y de sus ééles; caracterizado, porgue
la cepa Sireptomyces lavendulse Tkl, mutante UV-9 gse
cultiva bhajo condiciones'aerébicas en una solucibn de
cultivo é@uosa gue comtiene una fuente de carbono y
de nitrfgenc asi como sales imorgbnicas, hasta gue &s-—
te muestra un efecto considerablemente antibacterial,
¥y & comtinuacién se aisla el antibibtico ussamicina en
forma de la base o de sus gales.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado, porque el cultivo se efectda por in-
mersién, |

3.~ Procedimiento segin las reivindicaciones
1y 2, caracterizado, porque el cultivoe se efeectla en
varias etapas.

4.~ Procedimiento seglin las reivindicaciones
1-3, caracterizado, porque ¢l antibibtico se aisla de
la solucidén de cultivo mediante absorcidn en carbén
aetivo, tierras activadas o absorbentes de resina.

5.~ Procedimiento segiin las reivindicaciones
l1-4, caracterizado porque el amtibiltico absorbido
se eluyé con umr medio de elucién 4&cido.

6.~ Procedimiento seglim las reivimdicaciones
1-5, caracterizado, porque oomo lfguido de elucidn se

emplean mezclas con agua de disolventes orgénicos mis-
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cibles con agus o &cidos acuosos.

Te- Procedimiento segin las reivindicaciones
1-6, caracterizado, porque el antibibtico se precipita
en forma de una sal de dificil solubilidad.

8.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 7,
caracterizado, porque el antibidtico se precipita como
reinecato.

9.~ Procedimiento para la obtencién de um nue-

w0 gnti&iético; tal y como queda descrito substancial-

mente en 13 P ente Nemorisa.
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