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La presente invencidn se rsfiere a2 un nuevo
producto antibidticemente activo que comprende antibig
tico G=52, y a su preparacidén por cultivo ds una espe-—

cie hasta ahoras desconocida del género Micromonospora,

concretamente la Hicromonosnorsa zionensis.

Ademds, la invencion proporciona un nuevo mé
todo para preparar el antibidético conocido sisomicina,

que es coproducido por el cultivo de Micromonosvora

zZionensisg.

Lambidn estdn incluidos on el ambito de la in
vencién Los derivados farmacéuticamente aceptables del
nuevo producto antibidticamente activo, especialmente
del antibidtico G=92, gue también son antibibticos va-
liosos.

Lg invencién se refiere btambién a composicio
nes farmacéuticas que contienen al menos =2l nuevo éhti
biotico G-52,

La Micromonospora zionensis aqui descrita ha

sido clasificada como una nusva especie de Micromorosnora

en case a gusg propiedades baxondmicas y de crecimien=—
to en un ciervo nimero de medios normalizados. En ta-—
les medios, el microorganismo parece estar relaciona-

do con la Micromcnospors aschinospors més préximamente que

con cualguier microorganismo descrito con enterioridad;

sin embargo, aparecen sustanciales diferenciasg cuando
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se comparan las caracteristicas de crecimiento de los

dos microorganismos. ssbas diferencias son particular-

mente perceptibles en los siguisntes respechos:

Madio

M. zlonensis

M. echinospora

Agar de glucosagw

~agpareging

Agar de Bennetd

Agar de Emerson

Pagta de tomate
agar de harine de

aveng

Utilizecidn de ram

nosa

crecimiento defl
ciente, colorsa-
do en crema, me-

te

color = negro

chocolate g4nl;
pardo amarillen=-
to grisdceo oscu

ro 81

negro

deficiente

buen orecimiento,
color -melocotén
brillante- g5IA
narenje rojizo

moderado 37

color - cagtalio
oscuro - g7 1/2PL;
parde rojizo grisa

ceo oscuro 47

color = rojo teja —
gbNE; pardo fuer=-
te 55

color - naranja pol
voriento g 4LC; na

ranja moderado 53

hueno
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Una muestra de slicromonospors zionensis ha si

do depositada en la Divisidn Sepientrional de Utilize~
cilén, Investigacién y Desarrolio (Worthern Utsilization
Researcii and Developmente Division), Departamento de

5 Agricultura de los EE.UU., Psoria, Illinois, y ha sido
afiadida a su coleccidén ce microorganismos como NRRL
5466,

El microorgenismo tiene las propisdades microg

coépicas, macroscdpicas y biogulmicas que se exponen &

10 continugcidn,
1. Taxonomis

(a) Las observaciones macroscédpicas de un cultivo de 30
dias de edad, imcubado a 24 - 269C en un medio con 3%
15 de 4mina NZ tipo 4 (wa pepbtona resultante ue la diges
tién pancrediica de caseina, producida por Scheifield
Chemical Co., de Norwich, Nueva York), 1% de dexbtrose
vy 1,56 de agar, muestran buen crecimiento sin micelio
aéreo, sin pigmento dirundible, vizcocho g3ce, pardo
20 amarillento grisdcec claro 79,
(b) Las observaciones microcdpicas del organismo tras
60 dias de incubacidén en medio de extracto de levadura-
—sacaross muestran abundanbes esporas que tienen forma
de globosa & esfdrica, tisnen aproximademente 1,0 —71,5

25 /hm de didmetro, y son producides en esporéiorosg cor-

19~6~T73 . -4 -
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En las deseripeciones precedentes y siguientes
de los nicroorganismos se usan dos designacicnes de co=
lor. La primers esté tomada dsl "Manual ue armonla del
color" (“Golor narmony Menual®), 48 sdicidén, 1058, pue
blicado por la Container Corporation of America (Bu.UU.),
v la descripeirdn para la primers designaciodn estéd toma=
de, del "Dicciocnario descriphive de nombres de colores®
("Descriptive Color Name Dictionaxry"), por ‘Laylor, Knp
che y Granville, tambidn publicado por la Centainer Cor
poration of Americe (1950). La segunde designacidén de
color es ginénims o casi sindnima de la primera, y es=
t4 tomaua we la Cirauisr no 553 (1955) de la National

Bureau of Stanuards, EE.UU,

Caracitericticas de cultivo

1. . Lea Migromonogpors zionsnsig muestira en geng

ral buen crecimiento a 28 a 3790, y sustancialmente nin
gin crecimiento a 459C o més. Bl microorganismo eg ferp,
bio, ¥ crece bien sn un intervalo de pi de aproximada-
mente 6,5 & 8,33 sin eubarge, croce y produce nejor a
un pH que se aproxime & la neutralidad.

2. Bl nicroorganisao no pressnta sustancialmsnte

nlngﬁn crecimiento en log sigulsntes medlios normalizge

dogs glucosa=-Ue Czapek, glucosg-—gsparagine, walatd cal

e B o
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cico; agar ordinerio (agar de agua), agar nuiriente,
ager de huevo (Medio de huevo Dorset), gelatina, almi-
dén y celulosa.

3 Taco de patata - crecimisntot: dericiente, par
do rojizo claro, cuendo se afisde carponaiso céleico al
taco de patata el crecimiento es bueno, plegado, negro.
4, Svero de Loffler - crecimiento: bueno, colo=-
reado en crema, substrato reducido a liquido.

5 Peptona ~ agar ds glucosa -~ crecimientos bue=
no, embranoso, sin micelio adrso, sin pigmento difundi-

ble, émbar clarc g3ic: awarillo naranja oscuro TZ.

6. Leche de tornasol - pepbonizado dando reaccidn
4cida.
Te Medio de tirogina ~ crecimiento: pobre -« no

produce tirosinaosa.
8. Utilizacién de carbohidratoss el microorgenig
mo presente buen crscimiento en D-arabinosa, L-argbino-
sa, D-galactosa, D=glucosa, manosa sacarosa, D=-xilose
y almiddn; presenta buen crecimiento en D-lactosa, D-lg
vulosa y D~ribosa; presente crecimiento pobres en dulel
ta, glicerina, L-inosita, D-manita, melibiosa, melicito
S8, rafinosa, L-remnosa, sorbite y salicina.

La celulosa es descompuesta muy lentamente.
Bl medio de conmtrol contiens 0,5% de sxtracto de leva-

dure y nade ds carbohidreto afiadido. EL microorganismo

-
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presenta crecimiento deficientz en este medio; por tan
to, cualguisr refuerzo de las caracteristicas de cre-
cimiento del microorzanismo es debido a la utilizacion
del 1% de carbohidrato ailadido.

Y. Utilizacion de nitrégeno -~ Zstos datos estéan
obtenidos con medios gque conitienen una sola fuente de
nitrdgeno afiadido, mis 1% en paso/volumen de glucosa.
@) Extracto de levadura al 0,5% (Difco) crecimisnto:
bueno, membranoso, sin micelio asreo, sin plgmento di-
fundibla, pardo claro ging; nardo fusrte 55;

(b) 1,0% de Amine KZ - tipo A (Sheffield Chem. Co.,
Norwich, Hueve York) - crecimiento: busno, maite, sin
micelio adéreo, sin pigmento difundible, rosa parla glca;
amarillo naranja palido 73.

(¢) 1,0% de asparagina - crecimiento: deficisnte, ma-—
te, sin micelio aéreo, sin pigmento difurdible, rojo
ladrillo gong; pardo rojizo moderado 43.

(3) 1,0% de decido glutamico =~ las caracteristicas de
crecimisnto y color gon las mismas que en al pumbo (c).
(e) 1,0% de nitrato sédico - sin crecimiento visible,
(£f) 1,0% de nitrato aménico ~ sin crecimianto visibls,
10. Tolerancia a la sal ~ ol microorganismo tole
rard un méximo de 3% de cloruro sédico en un medio de

v

crecimiento.

11, Agar de Bennétt - crecimiento: bueno, plega-

-7 -
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do -~ mambranoso, ginm micelio adreo, sin pigmento difun
dibls, negro.

12, Agar de Emerson - crecimiento: bueno, plegado,
sin micelio aireo, gin pigmento difundible, negro.

13. Agar de glucosae - extracto de levadura - cre-—

cimiento: bueno, nlegado, sin nicelio adreo, sin plgme:

=

to difundible, pardo gris oscuro goéni; pardo rojizc gri

séceo 46,
14, Agar ds Czapek - crecimlento: deliciente
15. Agar de tirosina - cracimiento: muy deficien

te; en asar de +irosina y extracto de carne de vacuno

- no produce tirosinasy crecimiento: bueno; en agar de
tirosina y extracte de levadura -~ =e produce tircsinasa
(eristvales disueltos), pigmentos dirunaible pardo cle-
ro. Observaciones a 2, 7 y 14 dfas - (véase Gordon y
Smith, J. Bact. 69:147).

16. Agar ue penvona nlerro - crecimiento: bueno,
no se produce sulfuro de hidréseno.

17. Ager de infusién de cerebro y corazdn ~ cre-
cimiento: bueno, plegado, membrancso, sin micelio aéreo,
gsin pigmento difwndible, roble amarille g3le: pardo amg
rillento iuerte T4.

18. Agar A de exbtracto de malia - crecimiento: bug
no, plegadc, membrancso, gin micelio adreo, sin pigmen-—

to difundible, pardo 6xido g5pz; pardo fuerts 55.

-8 -
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19, Agar B de extracto de malta - crecimientos bug
no, -membranoso, sin micelio adreo, sin plemento difundi
ble, pardo especia claro g4lg; pardo moderado 58.

Las anteriores caracteristicas de cultivo siyp

ven para distinguir la Micromonosvors zionengig de fodos
los microorganismos descritos con antsrioridad. Ademés
de lo que antecede, vambién se pueds distinguir la Hi-

eromonospora zionensis por su producisn, pajo condicio-

nes de fermentacidn merovia, de un nuevo producto enti-
bidvicamente activo que contlene antibidtico G~H2 y si-
somicing.,

Como se ha mencionado antes, la invencidén se
refiers a un procedimiento para preparar un producto an
tibidticamente activos gue comprende cultivar un micro-

organismo de la especie lMicromonospors-Zionensis en un

medio nutriente acuosoys bajo condiciones zsrobias, hasta
que se comunique a dicho medio una actividad antibidti-
ca sustancial, y aislar del nismo al menos una Iraccldn
antibidticansnte activa, en forma Libre o en forma de
un derivade funcional rarmascéuticamente aceptable. Se
producen cantidades sustanciales del antibidtlco cuan-
do el miecroorganismo 2 cultivado sn un medio nutrients
acuoso bajo condicicnes seroblas sumergidas. Son ejom-
plos de fuentes de carbono asimilables Log carbohidra-

tos tales como los expuestos antes, especialmente glu-

e Y e
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cosa, xiloxa y sacarosa, Son gjemplos de fuentes asimi-
lables de nitrdgeno las proteinas, los amoncdcidos y las
sustancias que los contienen, tales como extracto de car
ne de vacuno, extracto de levadura, harina de sbja ¥y si-~
milares.. Antes; bajo el titulo Utilizacidn de nitrdgeno,
se han expuesto e¢jemplos especificos de tales fuentes de
nitrégeno. Se pueden obtener crecimiento y produccidén de an
tibidticos buencs usande los medios v métodos de fermen~
tacidn expuestos en los ejemplos especificos. Los medios
pueden egtar suplementados con cantidades de traza de sales
inorgdnices tales como sulfado de magnesic, sulfato ferro
80, y especialmente cloruro de cobalto, para reforzar la
produccidn de antibidtice. En general, la fermentacidn se
efectia en un intervalo de temperatura @e aproximadamen=
te 232C a aproximadamente 389C, de preferencia aproximads
mente 352C, con aireacidn continua y agitacidén continua a
aproximadamente 250-400 rpm., Bajo estas condiciones, el
pico de produccidn de antibidtico se alcanza en de apro-
ximadamente 2 a aeproximadamente 4 diss., E1l ph de ls
fermentacidn es mantenido en general en el intervalo

de aproximadamente 6,5 a aproximsdasumente 8,3, de pre-
ferencia aproximédamente 752, En fermentaciones a pequg
fia escala, por ejemplo 10 litros, usualmenie no es ne-
cesario ajustar ¢l pH de la fermentacidn +tras lz ino-

culacidn, Sin embargo, en fermentaciones a gran escala

- 10
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puede ser necesario miadir materiales para elsvar o dig
mipuir el pH del medio. Estog materiales son Log gense
ralmente usados en la técnica, por ejemplo dcidos minse
rales diluidos, hidrdxidos y carbonatos de metal alcali
no y alecalinotérreo dilufdes, y similares.

En general, la rermsntacidn se efsctia en dos
o més evapas, habiendo una o mé&s etapas de rerminacidn
siguidas por una etapa de fermentacidén. Como regia geng
ral, las fermentacionss (en depdsitos) grandes utilizan
dos etapss de germinacidn misntras que les Termentaciones
en matraz agitado utilizan una sola etapa de serminecidn.

Durante 21 curso de la fermsntacidn, sspecial
mente tras las primeras 24 horas, se hacen setorminacio
nes de la fermentacidn a intervalos convenientes (por
ejemplo cada 6 a 8 horas), para determinar cudndo se al

canzs el pico de produccidn.

Determinacién microbioldsrica

La determinacién es una weterminacién en plg
ca. de disco normalizada, usando el Medio antibidtico

Difco no 5(), v Staphylococcus avrsus A.1L.C.0., 65538P

come organismo ds ensayo. Las condiciones Iisicas del
ensayo son sustancialmente las descritasg para Lla neo-
micine [brove ¥y Randall, A4ssay Methods or Antiviosics

(Métodos' de detsrminacion ds antibibticos), publicade

- 11 -
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por Madical Encyclopsdia Imcorporated (laSSi] « La de-
terminacidn se efectua contre una preparacion patron

de antibiético G~52, quz tiens unsa potencia derinida de
1000 meg/mg. Un microgramo csl patrén da una zona de
inhibicién de 17,7 i 1,0 nm en 2l ensayo. La devermina—
cién de la sal sulfato ng antibidvico normalizada de
aproximademente 675 meg/ng, frente a le hase antibidti-
ca normgzlizada.

Cuando se alcanza al pico de actividad anti-
bidtica, el producio ss recogrdo gencralmente por ung
combinacidén de etapas conocidas en la técnica, tales co
mo acidificgeion, filtracilon, adsorcion, sluecitn, Lio-
filizacion y simiiares. En un mdtodo de arslamiento {reg
coleccidn) preferido, la totalidad del caldo es acidi-
ficada, pretrerivlemsntz con un 4cido, usualmente un dci
do nminerel, y la nmezcla ds rernentacidn 2s clarificada
por Iiltracién o centrifugacion., Tras nsutralizacion, el
producto entiniético es adsornido sonre une rosina inter
cambladore due cationes adecuads, tal come Amueriite
IRC-50 (Rohm and Hasa, Pniladeipnia, Pennsylvenia, com-
puesto de gcido metacrilice resiculado que contiene gru
pos carboxile), es eluido con alcali diluido, preferi-
blemente hidroxido amdénico, ¥ ss aiglado por liofiliza-
cidn.

ELl producto obtenido por el método anterior

- 12 -
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contiens la totalidad ddl complevento ds antibidtices pro
ducido mediante la fermentacidn.

E]l predvueto sntibidticansnte activo es sepa-
rado somatiendo el licfilizado crudo & cromatografia en
un adsorbente sdiido tal como aldnina, celulosa, tierrs
de diatomeas, silicato Jde magnesio o, preferiblamente,
gel de silice. La elucidn puede afectuarse por métodos
conocidos, con cualquier disolvents orgfnico nolar adg
cugdo, o mezcla disolvenitz. Sin embargo, cuando se e
plea gel de glliice como adsorbente sélido, la elucidn
g6 ofectia ventajosamente medisnte umo de la fasge infew-
rior de una mezela disolvente consistente sn clorofore
mo, isopropancl e hidréxido aménico concentrado (2:1sl
v/v)e Do esta manera, sl preoducto antibidlbicamente actl
vo es separado en log dos componsnte vrincinales, hae
biendo svidencia de trazas dz matsriales activos auin
no identificedos. El primor sntibidtics eluido de la
columma es sl antibidtico G-52, seguidsc por sisomici-

N&e

La sisomicina, antibidtico conocido antes de
ahora profucido por el procediniento sntes descrito, es
conceida tambidn como sntibidtics 66--40 y como rickamio

cina; su esbructurs enpirica se nuestra er La pigina 2085
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de Chemical Communications, 1971, The Chemical Society,

Burlington House, Londres. Un procedimiento para la pre
paracién, y las propledades bioldgicas de la sisom:.c:’.na,
estén descrifos en el Journa of Antibiotics, Japbn, Vol.
XXIII no 11, pdginas 551-565,

El antibidtico G-52 y sus derivados funciona-—
les farmacéuticamenie aceptables afectan adversamente
al crecimiento de los microorganismos grem-positivos ¥
gram-negativos. Ademds, el antibidtico G-52 y sus deri-
vados farmacduticamente aceptables pusden ser utilize-
dos bajo condiciones in vivo o in vitro, para erradicar
0 inhibir las bacterias susceptibles. Bl antibidtico y
sus derivados pueden ser usados conjuntamente con jabo-
nes y detergentes, pars destruflr y eliminer tales orga-
nismos de la superficie de equipo de laboratorio, ing-
trumentos quirdrgicos, material de vidrio de laborato-
rio y similares., E1 antibidtico y sus derivados farme-
cduticamente acepitables pueden ser usados también pare
destruir o inhibir sustancialmente los organismos sus-
ceptibles dentro de huéspedes memiferos tales como ra-
tones, ratas, gatos, perros, genado vacuno y similares.

Tal como agul se usa, el tédrmino derivados
funcionales farmacduticamente aceptables gbarca sales -
de adicién de écido, derivados de base de Schiff-oxazo

lidina, hidratos y solvatos del antibiético G-52, asi

- 14 -
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como solvatos de las sales de adicidn de dcido y de los
derivados de bage de Schiff-oxazolidina.

El aniibiético G-52 s un sdlido blence que
es muy soluble en agua y tiene algin grado de sclubi-
lidad en la mayoria de los disolventes orgénicos pola-
res, talss como alcololes ihferiores, di-alcohilo infe~
rior=acilamidas (por ejemplo dimetilformemida), sulfd-
xidos de di-alcohilo inferior (por ejemplo sulféxido de
dimetild, piridina y similares,

Ademds, el antibibtico es estable a la ebulli
cién durante al menos treinte (30) minutos, en tampén
de MacIlvaines, de pH 2 - 8, ¥y en tampén de hidréxido
sédico-gcido bérico de pH 8-10., EL antibidtico no pre-—
sente absorcidén en el ultravioleta en el intervalo de
220-400 g}k.

El antibiético G=52 tiene un especiro de RIE
caracteristico, como se muestra en la Figura l. ELl es-
pestro fué obtenido por uso de un espectrdémetro Varian
A-60=-4 (VarianvAssociates, 611 Hansen Way, Palo Alto,
California) con una solucién del entibidtico en ague
deuteriade (D,0). Para la determinacién de la estructy
re, ce consideran releventes los siguientes picos de ab
sorcién: (A, PPM) 1,20 singulete, 1,20 multiplete,
2,43 singulete, 2,50 singulete, 3,80 cuartete, 4,02 do
blete, 5,03 singulete ancho, 5,07 doolets y 5,35 doble

- 15 -
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te.

El antibiético tiene un espectro de absorcidn
infrarroja caracteristico, en aceite mineral, sustencial
mente segin se muestrs en la Figurs 2.

El espectro de masa del antibidtico G=52 mues
tra un ién molscular a 461, que es confirmado por otras
Tragnentaciones en el espectro y que estéd en buen acuer
do con una férmulas empirica de 020H39N509.

Los datos fisicoquimicos agqul expuestos, es-
pecialmente los espectros de RMN, inirarrojo y de masa,
son consistentes con la siguiente estructura planar (plg

na) pera el antibidtico G-=52.

H3 0
HO
CH
I CH3
s
2
2

- 16 -
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El antibidtico G-52 tiene la siguiente férmu

la estereoquimicat

CH ,NHCH
0 NH,

/tl_o__IOH

M, I

HO | |
0

H3C

H

El entibidtico G-52 es un antibiétiéo de ami
noglicésido;&y por tanto pertenece a la clase gue com-
prende la gentamicina, neomicina, paromomicina, tobra
micina, sisomicina, kanamicine y similares. Es un com~
puesto bdsico que forma sales no tdxicas de adicién de
dcido con dcidos orgdnicos e inorgdnicos tales como,
por ejemplo, dcido clorhidrico, sulfdrico, rosférico,
acético, estedrico, propibénico, tartdrico, maleico,
benzoico y similares., También se pueden user 4cidos po
livalentes parcialmente neutralizados (por ejemplo neu

tralizados con una pese inorgédnica tal como, por ejem=—

-17 -
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plo, NaOH, o una base orgdnica). En general, las sales
de &4cido mineral, tales como las rormadas con &clido clor
hidrico, 4cido sulfirico, 4cido fosférico y similares,
son solubles en agua. Litulando una solucidn acuosa de
antibidtico G-52 con una cantidad de 4cido menor que la
estequiométrica, se puedsn rormar sales de adicidén par-—
cial de 4cido. tal como agui se usa, ol término "sal de
adicién de 4cido% avarca todos los tales compuestos. Las
sales pressntan las mismes propisdades antibacterianas
que la base nitrogenada libre antibidtica, pero si di-
Tiersen en csracteristicas de solubilidad., Asi, estas
salss pueden ser usadas sustancialmente de la misma mg
nere y para los mismos fines antes descritos.
Anglogamente, los derivados farmacéuticamente
aceptables ds base de Scniif-oxazolidina del antibidti-
co G~-52 se preparan generalmente tratando una solucidn
alcohdlica de la iase nitrogenada libre antibidtica con
un exceso de gldehido, por encima de la iemperatura am
biente, preferiblemente a reflujo dQurante aproximadamen
$e ung hora, y enfriando la solucidn pars obtener el
producto dessado, usualmente en forma de un sélido crig
talino. Como se puede ver nor las anteriores férmula T
¥ II, ol antibidtico tiene tres grupos amino primarios,
cada uno de los cuales pusde rormar una base de Schift,

Ademds, sl antibidtico tiene un grupo amino secundario

- 18 -
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vecinal a un grupo hidroxilo terciario, combinacién que
con aldehido origina un anillo de oxazolidina. Asi, cuan
do se hace reaccionar el antibidtico con un exceso de
aldehido, cuatro moles de aldehido reaocionan con cads
5 mol de antibidtico, producisendo un derivado de base de
Schirf-oxazolidina. Estos derivados son también Utiles
para los mismos fines antes descritos. Sin embargo, de-
bido a sus propiedades de solubilidad, son muy Utiles
cuando se emplean en medios oleaginosos tales como cre,
10 mas, jaleas o unglientos., Lzs base de Schiff-oxazolidi-
nas no son aprecigblemente solubles en agua, y, de he-
cho, son descocmpuestas en medios acuosos que contienen
trazas de 4cido. A la inversa, gon solubles en la mayo
ria de los-disolventes orgénicos no Acidos cominmente
15 usados.

Los productos preferidos agui considerados
son aquellocs preparados condensando el antibidtico con
aldehidos que tienen hasta 12 dtomos de carbono. Entre
talels aldehidos se incluyen los compuestos alifdticos,

20 aliciclicos, aromdticos y neterociclicos. Ademds, se ha
de ontender que log aldehidos y cetonas que tilenen es—
tructura de anillo cerrado pusien llevar sustituyentes
tales como hidroxilo, haldgeno, nitro, alcoxi inferior,
aléanoiloxl inferior y similares. Exclusivamente pars

25 ilugtracidn, y sin limitacién, los siguientes estdn en

19-6-73 - 19 -
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tre los aldehidos aqui considerados: acetaldenido, cro
tonaldehido, furfural, ciclopentilacetaldehido, vaini-
llina, veratraldehido, benzofenona, benzaldehido, sali-
cilaldehido, piridoxal y similares., También estos pro-
ductos rorman solvatos.

Es de importancia observar que sl antibidti-
co G-52 y sus sales do adicidén de 4cido, como muchos
otros entibidticos de aminoglicésido, formen hidratos
Yy solvatos que pueden ser dificiles de romper. Los pro
ductos aislados contienen agua o disolventse, uwsualmen-
te aproximadamente un mol por mol de entibidtico. En su
mayorie, pueden ser utilizados en forma solveteds 0 i
drateda, con ajuste adecusdo del contenide de entibidti
CO.

En la giguiente tabla'l 86 exponen comparacig
nes cromatogrédficas del antibidtico G-52 con otros enti-

bifticos de aminoglicdsido representativos.
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. Propiedades bioldgicas del antibidtico G=52 .

Actividad antibactarians in vitro

Concentracidn inhibidore minimsg

Organismo CIM (meg/ml)
Staphylococeus aureus 209P 0,3
Staphylococcus aureus 45 0,8
Streptococecus pyogenes C 25
Escherichia eoli 11775 3,0
Escherichia coli 578 745
Klebsiella pneumoniae Ad 17 -kR 0,8
Proteus mirabilis 8019 755
Pseudomonas eeruginosa 236-GR 25
Pseudomonas aeruginose 130-GR 25
Salmonella paratyphi 13311 17,5

Medio de ensayo: caldo de fosfato de triptosa a fH T,2.

19-6=T3 - 22 -
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Actividad in vivo del antibidtico G=52 en ratones

Actividad protectoraa

Orgenismo Via de DPy, (ng/kg)
tratamiento
Staphylococcus aureus Gray S.C, 2,5
Excherichia coli S.C. 2,5
Pseudomonas aeruginosa S.C, 1,5
Toxicidad agudab

AEs Via DLgq (ng/ke)

v, 50

5.C. 400

I.P. 200

(a) Ratones (Carworth Farms CF-l, que pesaban aproximg
damente 18 = 20 gramos) son tratados con una sola dosis
de antibidtico (sulfato) una (1) hora despuds de une in
feccidn intraperitoneal con una cantided letal (107 or-
ganismos) del organismo infeccioso. EL nimero de super-
vivientes se determina 48 horas tras la infeccidn, y
los datos son analizados por métodos probit normaliza-~
dos, para detsrminar los valores DP50 con limites de

confianza del 95%,
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(b) Le toxicidad aguda del antibidtico G-52 en forms -

de sal gsulizto es determinads de la maners normeliza-—

s

da, por administracidn del esntibidtico a ratones (GF—i)'V'J,
intravenosa, subcutdnea e intraperitonealmente. Los S
resultados son analizados por métodos probit normalizgz"
dos, para determinar los valores DLBO con limites de
confianza del 95%,

Los ejemplos siguientes exponen la mejor fog'“i

ma ds efectuar la invencidbne

Ejemplo 1

Formentacién de Hicromonospora zionensis en depdsito

A. Btapa de geyminacidn:

Inocllese una seris de matraces de 300 ml, cohteniendo

cada uno 100 ml de medio estéril (véase Medio A més ade
lante), usendo un inoculador lleno de M. zionensis pro

cedente de un cultivo inclinado en agar. Incibense los

matraces con agitacidén continua durante de aproximada-

mente 2 a aproximadsmente 4 dias, hasta que se obtenga

un crecimiento vigorosc. La incubacidn se efecthia pre-~

feriblemsnte con agitacidn rotativa continua, a aproxi~
madamente 250-a 300 rpm, & sproximsdamente 352C,

B. Segunda etapa de germinacidn:

Transfiéranse 25 ml del indculo preparado en la etapa

A a una serie de matraces Erlenmeyer de 2 Llitros que

- 24 -
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contienen 500 ml de Medio 4 estéril. Incibese este me=-
dio con agibacidén rotativa como ge ha descrito en lg
etapa A, preferiblemente a 28¢C, hasta que se obtenga
un crecimiento Vigoroso.

5 ¢, BEtapa de fermentacidn:

Transiidranse 500 ml del cultivo germinado a cada uno
de une serie de fermentadores de 14 litros, que contig
nen 10 litros de medio de fermentacién (vdase Medio B
més adelante), y ferméntese la mezcla con agitacidn a
10 de aproximadamente 200 a aproximadsmente 500 rpm, de
preferencia a aproximadamente 400 rpm, a una tempsrati
ra comprendids entre 269C y 389G, preferiblemente a
35¢C, y con alireacidén a sproximadamente 3 a 5 litros/mi-
nuto. Determinense los medics a intervalos convenien—
15 tos tras las primeras 24 horas, contindese la fermentg
cién hasta que se alcence el pico de actividad antibid

tica, ¥y recoldctese la mezcla antibidtica como se des=

cribe en el Ejemplo 2,

20

25
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Medio A

Sacarossa

Liquido de maceracién de maiz
(secado porpulverizacidn)

Exsracto de levadura

Aming N-Z (Sheffield Chemical
Company)

Carbonato cidlecico

Agua corriente
Medio B

Haring de soja

Dextrinae de patata

Dextrose

Edamin (Sheffield Chemical Company)
Carbonato cdlecico

Sulfato‘ferroso

Cloruro de cobalto

Agua corriente

Ejemplo 2

25 gramos

5 gramos

5 gramos

5 gramos

5 gramos

1000 ml

30 gremos
500 gramos
5 gramos
5 gramos

T gramos

103 males/1
10~6 moles/1

1000 ml

Aiglamiento del producto antibidticamente activo

Afiddanse 380 g de dcido oxdlico a 60 litros de

caldo de fermentacidn, y ajlistese a pH 2 con dcido sul-

fuirico 6N. Agitese la mezcla durante aproximadamente 20

minutos, y filtrese, livese la torta miceliar con agua,

- 26 =
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y combinese el Iiltrado transparente con los lavados mi
celiares., Ajustese el pH & T con hidroxido amdénico 6N,
Cérguese sl filtrado, con agitacidn, a una resina inter
cambiadora de cationes, Amberliha@DIRC—SO, en formg
aménica, cantidad de resina 500-700 g, Filtrese para eli
minar le resina. DLdvese la resina con agua, y eliyase
con hidréxido aménico 2N, Concénitrese el eluato & apro~
ximgdamente 100 ml y liofilicese, para obtener el com-
plejo antibidtico.

La crometografia en papel de este material,
en el sisteme de clorozormo:metancl:nidroxido aménico
al 17% (2:1:1 v/v), revela que consiste sustancialmen—
te en sisomicine y anticvidtico G~52, con determinacién

de 300 meg/me.

Ejemplo 3

Separscion del producto antibidticamente activo

Suspéndanse 1000 g de gel de silice en la ia
se inferior de un sistema disolvente compuesto por clo
roformo:isopropancl: hidréxido amdnico concentrado
(2:1:1 v/v), y agitese en una columa de vidrio que tile
ne un didmetro exterior de aproximademente 5 cm. la al
tura del gel de silice sedimentado es de aproximadamen
te 100 cm. Disudlvansse en agua 12,4 g del complejo an=-

tibibtico, preparado como se ha descrito en el Ejemplo
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2, y suspéndanse con aproximadamente 10C g de gel de si
lice. Carguese en lg parte superior de lg columna'la re
sina que contiene el complesjo antibidtico. Pésese la fg
se inferior del sistema disolvente antes descrito a trg
vés de la columna, a velocidad de gproximadamente L ml
por minuto, ¥y recojanse rracciones de 10 nml.
Cromgtograficse una porcion we cada rraccidn
(por dupiicado) en el siguiente sistema disolvente: clg
rorormoimetanolshidrdxzido aménico al 17% (2:1:1 vw/v).
Bl material deseado estd situado usualmente entre las
fracciones 60C & 790, EL cromatograma es sometido a pul
verizacién con reactivo nintidrina, psra conilrmar la
situacidn de las fraceiones pesitivas a la ninhidrina.
El segundo cromatograma (duplicado) es broautografiado

en una placa e agar sembrade con Stapiylococcus aureus

4.7.0.C, 0538y, para coniirmar que las rracclones posi
t1vas a la ninkidrina son bicldgicamente activas.
Combinense lag Iracciones apropiadas, concén
trege y Liofilicese, para obtener antibidtico G=52 ¥y si
somicina, siendo el menos polar (primero en salir) el

antibidtico G=-52
T jemplo 4

Preperacion de sulyato de antibidtico G=b2

viguslvanse 800 mg de antibidtico G=52 en 100
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ml de agua, y ajlistess el PH 2 4,2 con gcido sulférico.
dgitese la soiucién con carbén vegetal activado, preie-
riblemente Darco G-60 (dtlas Powder Company,-Wilmingﬁon,
Delaware), durante aproximadaments 1 hora, y filtrese.,
Concéntrese el Tiltrado, y afisdase a un exceso (10 vold
menes) de metanol, Piltrege ol precipitado resultante,
bare obtener aproximadamente 1,0 g del producto del 1

tulo, con determinacidn de 660 mecg/mg,

Ejemplo 5

Preparacién de antinidtico G=52 como bage

Disuélvase en aproximadamente 10 ml de agua
une poreidn de 800 mg de sulfato de antibidtico G-52,
Preparado como se ha descrito en el Ejemplo 4, y cdr-
guese en una columna de rTesing Intercambiadora de anio
nes Amberlite IRA-4018 (OH™), que tiene las siguisntes
dimensionag: altura, 25 cm; didmeiro exverior, 2 cm,
Eliyase la colurma coen agua, concénirese el eluato hag
ta aproximadamsnte 10 ml, y liofilicess para obtener
aproximadaments 487 mg del producto del titulo, que tig
nle una potencia de aproximadaments 1000 mneg/mg.

El nuevo producto antibidticansnte activo, eg
pecialnente 2l antibidtico G-52 y sus derivados farmge
céuticamento aceivos, asl como el antibidtico G~52 gue
comprende sisomicina, o log derivados Tfarmecduticamen-—
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te aceptavles de dichos antibidticos, pueden ser aplicg
dos +dpica, parentsral, oral y rectalmente. Pueden ser
aplicados tépicamente en forma de unglientos, tanto hi-
dréfilos como hidréfobos, en forme de lociones que pueg
den ser gocuosas, no acuosas o del tipo de emulsidn, o

en forms de cremas. Vehiculos farmacdlticos Utiles en

la preparacidn de tales formulaciones incluirdn, por éjem
plo, sustancias tales como agua, aceites, grasas, poli
ésteres, polioles y similares. Los derivados de base de
Schiff-oxazolidine son particularmente ventajosos para
preparar formulaciones tdépicas no acuosas, ya que tales
derivados presentan compationilidad con los vshiculos fay
macéuticos generalmente usados en tales preparaciones.

En general, las preparaciones tdépicas conten—
drén de aproximgdamente 0,1 a aproximadamente 3,0 g de
antibidtico por 100 g de unglento, crems o locidn. Las
preparaciones tépicas, por lo general, son aplicadas
suavemente & las lesiones, de aproximsdamente 2 a apro
ximgdamente 5 veces al dia.

Lios productos pueden ser tambidn administra-
dos oralmente en forma de cépsulas, babletas y elixires.
Cuando son administrados ssi, son especialmente efica-
ces en el tratamlento de las diarreas causadas por in-
feccién gastrointestinal por microorganismos suscepti-

bles,
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Los productos antibidticamente activos de la
invencién pueden ser utilizados en forme liquida, tal
como goluciones, suspensiones y similares, para uso 6ti
co y 6éptico, y también pueden ser administrados paren-
teralments por inyeccidn intramusculer. La solucién o
suspensién inyectable serd administradd usuelmante a de
aproximadsmente 1 mg a aproximadamente 5 mg de antibid
tlcos por kilogramo de pesc del cuerpo, por dfa, divi-
dids en de aproximasdamente 2 a aproximadamente 4 dosis.
En oualquier. forma, la dosis precisa depends en gran me
dids de la etapa y severidad de la infeccidén, la suscep
tibilidad del organismo infectante al antibidético, ¥y
las caracteristicas individuales de la especie animal
que se esté tratando.

El siguiente Ejemplo A expone los ingredien-
tes y el procedimiento para preparar una solucién inyec

able,
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Ejemplo 4
Por vial %
Solucidén inyectable de 2,0 m1¥ Por 50 litros
Sulfato de antibibdtico G-52 84,0 mg 2100,0 g
Metilparabédn, USP 3,6 ng 90,0 g
Propilparabén, USP 044 ng 10,0 g
Bisulfito sédico, USP 644 ng 160, g

Etilendiamintetraacetato
disédico dihidratado, R.G. 0,2 mg 5,0 g
Ague para inysccién, USP,

c.5. para 2,0 ml 50,0 litros
¥ Incluye un exceso de carga del 5%, para menufactura

Método: paera una tanda de 50,0 litros

Cérguense aproximademente 35 litros de agus pe~
re inyeccién en un recipiente encamisado de acero inoxidg
ble, adecuado, y caliéntese a aproximadamente T70eC, Car-
guénse el metilparabén y propilparabén en el ague pare in
yeccidn calentada, y disuélvase con agitacién. Cuendo los
parabén estén completemente disueltos enfriese el conteni
do del depdsito hasta 25-30°C, haciendo eircular agua fris
por la camisa del depdsito. Hégase burbujear nitrégeno ga
geoso por la solucidén durante al menos 10 minutos, ¥ man-

téngase cubierta con nitrdgeno durante el tratamiento sub
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siguiente. Cérguensen y disuélvanse el EDTA disdédico y

bisulfito sédico. Cdrguese y disudlvase el sulfato de an

tibiético G=52. Llévese el volumen de la tanda hasta

50,0 litros, con agua para inyeccién, y agitese hasta ho
5 mogeneidad.

Bajo condiciones estériles, filtrese la solu-
cién a trevés de un filtro retenedor de bacterias adecug
do, recogiendo el filtrado en un depdsito de llenado.

Llénense con el producto, asépticamente, viales

10 estériles para dosis miltiple, exentos de pirbgenos, bHé-

pense y ciérrense herméticamente.

Ejemplo B

Unglento de antibidbico

15 Antibidtico G-52 base 10 g
Petrolato Y90 g
Método

(1) Pindase el petrolato.
- (2) Mézclese antibibtico G-52 base con aproxi

20 madamente 10% del petrolato fundido.
(3) Pédsese la mezcla antibibético - petrolato
a través de un molino coloidal.
(4) Afddase el resto del petrolato, y enfriese
la mezcle hasta que se haga semisélida. En esta etapa el

25 producto puede ser puesto en recipientes adecuados.

19-6-T3 - 33 -
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Ejemplo
Cédpsulas de gelatina Cépsuls_de OC4psula_de Cdpsula de
durs, 10 mg* 25 mg® 100 mg*

Antibidtico G-52

(sulfato) 10,50 mg 26,25 mg 105,00 mg
Lactosa, polvo

impalpable 238,50 mg 222,75 mg 144,00 mg
Estearato de magnesio 1,00 mg 1,00 ng 1,00 mg

% Basado en potencia del 100%, més 5% de exceso de cargs
para menufactura

Mézelense la lactosa y el antibidtico G-52 en
un recipiente de mezcla de tamafio adecuado. Pédsese la mez
cla por un molino, devuélvase el recipiente de mezcla y
mézclese de nuevo, Premézclese el estearato de magnesio
con una porcidén de la mezcla de lactosa-antibidtico, ¥y
mézclese luego en la totalided de la tanda. Llénenss cép
sulas de geletina vacias, usando equipo de encapsular

adecuado,

- 34 -



10

19.9.75

20

25

(A .

416742

REIVINDICACIOCHES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tefite de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

l2,~- Procedimiento para preparar por fermenta-
cién un productd antibidticamente activo que contiene an
tibiético G-52 y sisomicina, que comprende cultivar un

microorganismo de la especie Hicromonospora zionensis en

un medio nutriente acuoso, bajo condiciones werobias, hag
ta queé se cominique a dicho medio una sustancial activi-
dad antibiética, y aislar de €1 al menos una actividad ap
tibibticamente activa, en forma libre o en forma de un de
rivado funcional farmacéuticamlente aceptable.

28,- Procedimiento segin la reivindicacién 12,
donde el microorganismo es cultivado en un medio nutrien
te que contiene fuentes asimilables de al menos nitrégenc
¥ carbono, bajo condiciones aerobias sumergidas.

32,- Proce iniento seglin las rcivindicaciones
12 § 22, donde el cultivo se efectdia a una temperatura
de 23 a 382C.,

2,~ Procedimiento sesiin la reivindicaecién 3%,
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donde ls temperaturas eg 359(,

58.~ Procedimiento segin cualquiera de las rei
vindicaciones 18 g 48, donde el cultivo se erectiz a uwn
PH de 6,5 a 8,3,

6¢,~ Procedimiento segin la reivindicacién 58,
donde el cultivo se efectda & un pH de T,2.

78.~ Procedimiento segin cualquiera de las rei
vindicaciones 18 a 68, donde sl microorganismo de la eg-
Pecie Micromonospora zionensis es la cepa designade NRRL
5466.

88.~ Procedimiento segin cualquisra de las rei
vindicaciones 12 a 72, donde ol Producto antibidticamen-~
te activo es recuperado del medio de fermentacidn.

98,- Procedimiento segin cualquiers de las rei
vindiceciones 12 a 83, donde La reouperacién comprende
acidificar el medio de fermentacién, separar de 41 el mi
celio, neutralizar el medio de fermentacidén, extrasr y
alslar el producto antividticaments activo.

102.- Procedimiento segin cualquiera de las rei
vVindicaciones 12 a 98, donds el producto antibibticamen-
te activo, antes de o subsiguientemente al aislaniento,
08 convertido en un uwerivado funcional Farmecduticamen-
te aceptable, _

118~ Procedimientq segin las reivindicaciones

98 6 108, donde el antibidtico G-52, que tiene en rorama
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libre la férmula eslbereoquinmicas

CHZNHCH3

B | o
0
NECEE 3
H 30
OH

es alslado en forma libre o en forma de sus derivados fun
cionales farmacduticamente aceptablas.

128,- Procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 98 o 102, donde se alsle sisomicina en
forma libre o en forma de sus derivados funcionales far-
meacéduticamente .aceptables,

13&,- Procedimiento segin cualquisra de las rel
vindicaciones 9& o 102, donde una mezcla conslstente en
antibidtico G-52 y sisomicina es aislade en forma libre
o en forma de sus derivados funcionales farmacéuticamen
te aceptables..

l48,~ Procedimiento segin cualquiera de las rel
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vindicaciones 102 2 132, donde el derivado funcional far
nacéuticamente aceptable es una sal de adicidén de 4cido,
o un solvato de ellsa. '

152, ~ Frocedimienteo seglin la reivindicacidn
142, donde la sal de adicidén de dcido es el sulfato.

168,- Procedimiento serctn cualqﬁiera de las
reivindicaciones 108 a 132, donde el derivado funcional
farmacéuticamente aceptable es un hidrato.

172,~ Procedimiento seztin cualquiera de las
reivindicaciones 1028 a 132, donde el derivado funcional
farmacéuticamente aceptable es un solvato.

182,- Procediniento segin cualguiera de las rei
vindicaciones 102 a 132, donde el derivado funcional far-
macéuticamente aceptable es un derivado de base de Schiff-
-oxazolidina, o un solvsto del mismo.

192,- Procedimiento para preparar por fementa-

¢ién un producto antibioticamente activo que contiene an

tibibético G-52 y sisonicina,

Tal y como ce ha descrito en la kemoria que an
tecede, reprecentado cn los dibujos cque se acompafian y pa
ra los fines cue ve han esnecifieczdo.

Este liemoria consta de treinta y ocho hojas eg
critas a miquina por una sols cara. ) .

rearid, § 1 SET. 19151
P

Fernomdo ¢
= e Elzg or
Por Podar, b v

-~
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