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{te britdnica n® 1.363.075, aunque es respbnsable solamente

RESUMEN DE LA INVENCION

Se ha encontrado que se puede obtener un antibidtico

por fermentacidn de ciertas cepas de Streptomyces olivaceus

¥ organismos afines y cuando estd puro, este antibidtico es
un inhibidor extraordinariamente potente de muchas B-lactama-
sas. Este antibidtico, que hemos designado como MM 4550 pue-
de obtenerse m forma prdcticamente pura por purificacién cro-|
matogrdafica del complejo antibacteriano crudo obtenido del
medio de cultivo.

ANTECEDENTES DE IA INVENCION

En la patente britdnica n? 1.363.075 se indica que
puede obtenerse un inhibidor dUtil de la B-lactamasa por fer-

mentacidn de ciertas cepas de Streptomyces olivaceus. Hasta

nuestra invencidn se creia que el material descrito en la pa-
tente britdnica n? 1.363.075 era pricticamente puro. Siﬁ em-
bargo, hemos descubierto que no es asi ¥ que puede aiéiarse
un componente mu& minoritario de ese material que posee una
actividad inhibitoria de la B-lactamasa extraordinariamente
potente. Este nuevo material es denominado MM 4550 ¥y se cree

que es el responsable de una gran parte de la actividad inhi-

bitoria de la B-lactamasa presente en el material de 1z paten

de una parte muy pequefia de la actividad antibacteriana que

puede serrexhibida por ese material. Naturalmente, nada en es
ta memoria debe ser considerado como reivindicativo del mate-
rial descrito en la patente britdnica n® 1.363.075. Se sabe
que son producidos otros inhibidores de la B-lactamasa por

las cepas de Streptomyces olivaceus, por e¢jemplo los descri-

tos en la solicitud de patente alemana publicada nidmero

2.340.005, pero no se ha demostrado que estos materiales cono+
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cidos presenten la potente actividad inhibitoria de la B-lac-

tamasa del MM 4550 esencialmente puro.

puro y sus sales.,

forma de sal sddica prdcticamente pura, tiene las siguientes

caracteristicas:

i.

ii.

iii.

iv.

Ve

DESCRIPCION DE IA INVENCION

Esta invencidn proporciona el MM 4550 esencialmente

El MM 4550 es un dcido carbox{lico sdlido que, en

Es muy soluble en agua, soluble en metanol y prdctica-
mente insoluble en cloroformo, éter dietflico e hidro=-
carburos.

En golucidn acuosa, tiene un espectro ultravioleta ca-
racteristico, con mdximos de absorcidn a unos 238 nm y
unos 287nm.

Cuando esta presente gl 0,4 % en peso/peso en un disco
de KBr recién preparado, presenta un espectro infrarrojo
caracteristico con mdximos de absorcidn, entre otros,
en 3450, 2950, 1765, 1695, 1510, 1390 y 1260 cm™ ! apro-
ximadamente. Si se toma otro espectro alrededor de una
semana después de la preparacidén del disco de KBr, el
espectro muestra cambios considerables, por ejemplo, el
tamario del gran picc encontrado previamente alrededor

1 se ha reducido o estéd ausente.

de 1765 cm™
Tiene un espectro RMN caracterisiico cuando se toma en
D,0, espectro que posee entre otros: (a) una pareja de
dobletes de campo bajo centrados aproximadamente a 2,45«
Yy 3,65z, con constantes de cqpulacidn de aproximadamente
15 Hz; (b) un doblete centrado aproximadamente en 8,55 Z

y (¢) wn singlete marcado en 7,95 Z aproximadamente.

Posee actividad antibacteriana contra diversas especies,
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entre otras las siguientes: cepas de Staphylococcus

gureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella

aerogenes, Proteus mirabilis, Acinetobacter anitratus,

Serratia marcescens y Shigella sonnei.

vi. Cugndo se mezcla con ampiciling, sinergiza su actividad
contra organismos que comprenden las Cepas de Escherichis

coli, Klebsiella aerogenes, Proteus mirabilis, Proteus

morganii y Staphylococcus aureus Russell.

vii. El andlisis de aminodcidos indica que el material ne es
un polipéptido ni una proteina. No se encuentra dcido a—
aminoadipico después de la hidrdlisis dcida.

viii. Reacoiona con el reactivo de Ehrlich (300 mg de 4-dime-
til-amingbenzaldehido disuelto ‘en una mezecla de 54 ml de
n~butanol, 9 ml de etanol y 9 ml de dcido clorhidrico
concentrado) produciendo un color a;ul sobre el cromato-
grama de papel y 14minas de cromatografia en capa fina.

ix., No es un veneno enzimdtico general y no inhibe a los si-
guientes enzimas a concentraciones superiores a las reque-—

ridas para inhibir a la P-lactamasa de Escherichia coli:

monoaming oxidasa,anhidrésa carbdnica, dopa descarboxi-
lasa, tripsina, quimot?ipsina 0 ureasa.

Cuando se hace pasar sobre celulosg en un sistema de
cromatografia en capa fina, el MM 4550 disddico presenta los
siguientes valorés‘Rf aproximados:

(a) butanol/isopropancl/agua ~ 7:7:6; Bp = 0,7
(b): isopropancl/agua - T:3; Re = 0,6
(e) n-butanol/etanocl/agua - 7:7:6; Re = 0,7
(d) n-propanol/agua ~ 4:1; R, = 0,6
Cuando se hace pasar sobre gel de s{lice (Merck F.254)

en un sistema cromatogrifico en capa fina, el MM 4550 disédicy

<t
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tiene los siguientes valores Rf aproiimados:
(e) n-propancl/regulador de fosfato 0,1M a pH 7 = 7:3; R, =
0,6 '
(£) n-butanol/metancl/agua - 4:1:2; Re = 0,34.
Cuando estd précticemente pura, la sal disédica de
MM 4550 tiene un I50 (descrito mds adelante) inferior a

0,0001 Pg/ml contra la P-lactamasa de Escherichia coli B 11.

Desde otro punto de vista, el MM 4550 puede ser ca-—
racterizado como un compuesto inhibidor de la f-lactamasa,

gue contiene azufre, producido por Streptomyces olivaceus

ATCC 31126, para el que una solucidn acuosa de la sal aisddich

presenta mdximos de absorcidn ultravioleta aproximadamente a
238 nm y 267 nm. Este espectro puede verse en la Figura 1.
Alternativamente, el MM 4550 puede ser caractérizado
como un agente antibacteriano que, en forha de su sal disddi-
ca practicamente pura; presenta un espéctro de absoreida in-

frarrojo sustancialmente como el mostrado en la Figura 2,

cuando se toma en wn disco de KBr al 0,4 % en peso/peso reciép

preparado y presenta un espectro RMN sustancialmente como el
mostrado en la Figura 3 cuando se toma en una solucidn re-
cién preparada en D,0.

El material en MM 4550 suele ser inestable cuando se
encuentra en la forma dcida no salificada. Por consiguiente,
un aspecto preferido de esta invencidn proporciona las sales
del MM 4550. Adecuadamente, estas sales se forman con iones
farmacéuticamente aceptables-tales como sodio, potasio, calw-
cio, magnesio, aluminio, iones amonio sustituidos convenciona
les y similares. Son sales especialmente adecuadas las de me-
tales alcalinos como las sales de sodio o potasio, por ejem-—

plo las sales disddica o dipotdsica.
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Adecuadamente, el MM 4550 y sus sales,'pr0porciona-
dos por eéta invencidn, presentan'una pureza del 50 % como
minimo, todavia mejor del 70 % Fomo'minimoy'preferiblemente
del 80 %, por ejemplo del 90-100 %.

En otro aspecto, esta invencidn proporciona una com-
posicidn farmacéutica que comprende MM 4550 antes descrifo o
una sal del mismo; jﬁnio con un vehiculo farmacéuticamenﬁe
acepfable. _

En el caso mas adecuado, las composiciones de esta
invencidn contienen una sal sédica o ﬁotésica de MM 4550, por
ejemplo la sal disédica o dipotdsica de MM 4550.

Estas composiciones pueden encontrarse en una'fonma
adécuada para uso oral; tépico o parenteral. Por ejemplo,
pueden utilizarse tabletas, cdpsulas, cremas, jarabes, polvos
reconstituibles y formas estériles adecuadas para la inyec—
¢idn o infusidn. Estas composiciones pueden contener materia-
les convencionales farmacéuticamente aceptables, como dilu-
yentes, ligantes, colorantés, aromgtizantes, preservativos,
desintegrantes y similares, de acuerdo con la prdctica far-
macéutica convencional, de forma conocida por los expertos en
la formulacidn de antibidticos como las penicilinas y las ce-—
falosporinas.

El MM 4550 o sus sales puede estar presente en la
composicidn de la invenciSn,como dnico agenfe tergpéutico o
puede estar presente junto con un antibidtico de f-lactama.
Los antibidticos de B-lactama adecuados son-los conocidos pox]
ser susceptibieé a lés f=lactamasas y también poriposeer cien]
ta resisteﬁcia intrinseéa a las B-lactamasas. Estos antibid-
ticos de P-lactama son la ampiciiina, amoxicilina, bencilpen%

cilina, fenoximetilpenicilina, propicilina, cefaloridina, ce~
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foxitina, cefalotina, cefalexina, carbeniéilina, ticarcilina
y los ésteres hidrolizables en vivo de estos compuestos tales
éomo los dsteres fenflicos, tolflicos o indanflicos de carbe-
nicilina o ticarcilina o los ésteres acetoximet{licos, piva-
loiloximet{licos o ftalidflicos de ampicilina, bencilpenicili
na, amoxicilina, cefaloridina, cefaloglicina y similares.

Ia relacidn de MM 4550 o de una sal del mismo a anti
bidtico de P-lactama estd comprendida normalmente entre 10:1
y 1:10, por.ejemplo entre 3:1 ¥y 1:3.

La cantidad total de agentes.antibacterianos presen-
te en cualquier dosis unitaria normalmente estard comrrendida
entre 50 y 1500 mg y habitualmente entre 100 y 1000 mg,

Las composiciones de dosis unitarias preferidas de
acuerdo con esta invencidn son administradas una o més veces
al dfa, por ejem?lo dos o cuatro veces al dia, en el trata-
miento de las enfermedades del tracto urinario, tracto respi-
ratorio, tejidos blandos y similares. Asi, las composiciones
pueden ser utilizadas en el tratamiento de enfermedades tales
como bronguitis, gonorres, otitis media, mastitis y similares

En uwno de sus aspectos, esta invencidn proporciona
un procedimiento para la preparacidn de MM 4550 o una de sus
sales, que coﬁsisté en separar cromatogrédficamente una solu-
cidn de MM 4550 (complejo) como la descrita mas adelante, en
fracciones constituidas esencialmente por una solucidn de
MM 4550 o una sal del mismo y otras fracciones y aislar de
la solucidn el MM 4550 o una sal del mismo.

Por fracciones "constituldas esencialmente por una
solucidn de MM 4550 o una éal del mismo" se entiende que o
bien el unico material antibidtico presente en esa solucidn

es el MM 4550 o una sal del mismo o que, si hay presente cual
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quier otro material antibidtico, entonces se encuentra en me-
nor proporcidn que el MM 4550 orque sus sales. Lo adecuado es
que el MM 4550 o una de sus sales represente el 70 %, todavia
mejor el 80 % y preferiblemente el 90-100 %, del material
antibidtico presente en la fraccidn. Hemos encontrado que wn
método aceptable de determinacidn de qué fracciones estdn
constituidas esencialmente por una solucién ae ¥M 4550 o una
sal del mismo consiste en estudiar el espectro de absotcién
ultravioleta de cada muestra. las fracciones que presentan
un espectro ultravioleta similar al de la Figura 1 normalmen-
te contienen MM 4550 o una sal del mismo, esencialmenﬁe exen—
tos de otros materiales antibidticos tales como MM 13902,
como el descrito mds adelante. En general, las fracciones que
presentan un mdximo dé absorcidn ultravioleta marcado s unos
285 nm son de la pureza deseada.

Normalmente se utiliza el procedimiento anterior pa-

ra el aislamiento del MM 4550 como sal dibdsica. Si se requie

re una sal monobgsica de MM 4550 o el dcido libre MM 4550 pro

piamente dicho, pueden ser preparados por acidulacidn de una

sal dibdsica de MM 4550 porque, en general, las sales monobd-
sicas de MM 4550 y el dcido libre MM 4550 no son suficiente-

mente estables para aislarlos de las mezclas tales como

MM 4550 (complejo) descritas mds adelante. Estas sales mono-

bdsicas y Acidos libres no son ficilmente obtenibles debido a
su poca estabilidad.

Como ya se ha dicho, creemos gue el aislamiento cro-
matogriafico del MM 4550 se efectda mejor utilizando una sal
de MM 4550 como la sal disdédica. Las sales de MM 4550 son mds
solubles en los sistemas disolventes acuosos que en los disocl

ventes altamente lipofilicos y, por consiguiente, se prefiere
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utilizar sistemas disolventes acuosos en las purificaciones
cromatograficas empleadas en esta invegcién.

En nuestras manos, lassoluciones acuosas de electro-
litos reguladas hasta pH aproximadamente neutro han resulta~
do adecuadas para uso en combinacidn con materiales de sopor-
te polares, tales como resinas bdsicas cambiadoras de idn.
Asi, puede utilizarse una solucidn acuosa de cloruro sddico
regulada a pH aproximadamente 7 con un regulador convencio-
nal, tal como un regulador de fosfato, en combinacidén con ma-
teriales de soporte que pueden contener grupos amino tercia-
rios o grupos amonio cuaternario. Hemos encontrado que las ce
lulosas basicas cambiadoras de idn y los dextranos reticula-
dos bédsicos cambiadores de idn constituyen materiales: de sopo
te adecuados y que, en particular, el QAE Sephadex Aéﬁl%s un
material de soporte altamente adecuado, especialmente cuando
el sistema disolvente contiene cloruro sdédico 0,7M en solu-—
cién reguladora de fosfato a pH 7 (El"Sephadex" es una mar-
ca registrada).

Alternativamente, en nuestras manos, han resultado
adecuados los sistemas disolventes que comprenden mezclas
de agua y disolventes orgdnicos miscibles con agua, tal como
un alcanol inferior, para uso en combinacidn con materiales
de soporte inertes como gel de s{lice o celulosa. Un sistena
disolvente especiglmente adecuado para uso con la celulosa es
ung mezcla de agua e isopropanol, especialmente una mezcla
7:3 de isopropanol y agua.

Sin embargo, el producto del procedimiento anterior
que emplea resinas intercambiadoras de iones frecuentemente
contiene una proporcién muy alta de cloruro sdédico, de mane-

ra que es beneficioso desalificar las soluciones reunidas. Lg

L’-—
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desalificacidn puede ser efectuada haciendo descender la so-
lucidn por una columma. que contiene un material lipofilico
sobre el que es adsorbido el MM 4550 pero que no adsorbe al
cloruro sédico. Los materiales adecuados para la columna son
los poliestirenos como Amberlite‘XAD 4 y los agentes de fil-
tracidn de gel tales como los dextranos reticulados, como
Sephadex G 25 y geles de poliascrilamida como Biogel Pé (ﬁAm—
berlite", "Sephadex" y "Biogel" son marcas registradas);rEl
antibidtico puede ser elufdo de la columna utilizando agua,
etanol acuoso o similares. |
Cuando las soluciones deseadas se obtienen por el

procedimiento anterior, la sal dibdsica de MM 4550 puede ser
obtenida en forma sdlida por separacidn del disolven@e:e?
condiciones suaves. Hemos eﬁcontrado que un método ac;biable
de obtencidn de este material sélido es evaporar bajo @fesién
reducida y liofilizar las fracciones que contienen MM 4550.

- . .- 8i se desea, el procedimiento anterior puede ser
efectuado en dos o mds etapas. Por ejemplo, una solucidn de

MM 4550 (complejo) puede ser separada en fracciones gque com-

.prenden MM 4550 o0 una de sus sales, contaminadas con hasta su

propio peso de otros agentes antibacterianos, las fracciones
pueden ser liofilizadas para dar un ﬁaterial que contiene,
por ejemplo, alrededor de 50-60 % de MM 4550 o una sal del
mismo y este méteria1<puede ser después recromatografiado
para dar un material que contiene, por ejemplo, 90-100 % de
MM 4550 o una sal del mismo,

Para los fines de esta memoria, el término. "MM 4550
(complejo)" se utiliza para deséribir el material original-
mente denominado MM 4550 en la patente britdnica nimero

1.363.075. E1 MM 4550 (complejo) producido por repeticidn de
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los ejemplos de la patente britdnica n¢ 1.363.075 es un ma-
terial impuro que céntiene en diversas proporciones sales de
MM 13902 (como se describird mds adelante) y sales de MM 4550
y cantidades considerables de otros materiales. E1 MM 4550
(complejo) no tiene el espectro ultravioleta caracteristico
del MM 4550. El 150 (descrito mds adelante) del MM 4550 (com-
plejo), producido por repeticidén de los ejemplos de la paten-
te britdnica n? 1.363.075, no es normalmente inferior a
0,0004 pg/ml. la relacidn de sales de MM 4550 a sales de

MM 13902 presentes en el MM 4550 (complejo) se cree que es
muy variable y creemos que depende de factores tales como la
cepa de organismo utilizada y/o de las técnicas exactas de
aislamiento empleadas pero se ha encontrado que en general

el coxﬁplejo contiene mds MM 4550 que MM 13902. Ia prbr:;o;facidr
de MM 4550 (complejo) es descrita mds adelante en la seécidn
relativa a "Descripciones".

Para los fines de esta memoria, el término " MM 13x2
se utiliza para describir un compuesto précticamente puro qus
es un agente antibacteriano potente y que también posee un
cierto grado de actividad inhibidora de la B-lactamasa. lLas
propiedades del MM 13902 estén descritas méé adelante en la
seccidn relativa a "Descripciones®.

En otro aspecto, esta invencidn proporciona un pro-
cedimiento para la preparacidn de MM 4550 y sus sales, cuyo
procedimiento comprende el cultivo de una cepa de

Streptomyces productora de MM 4550 y después la recuperacidn

del MM 4550 o de sus sales del cultivo.
Para este procedimiento, hemos encontrado que las

cepas productoras de MM 4550 son las cepasS de Streptomyces

olivaceus y organismos afines, como se describe mds adelante|
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‘ja y similares. También hemos encontrado que la adicidn de

En el caso mds adecuado, el organismo empleado es

una cepa de Streptomyces olivaceus tal como ATCC 21379,

21380, 21381, 21382, 31126 o mutantes de los mismos.
Un organismo especialmente preferido para usoc en es-

te procedimiento es el Streptomyces olivaceus ATCC 31126.

En el sentido utilizado aqﬁi, el témino "cultivo"
significa el crecimiento aerobio deliberado de un organismo,
en presencia de fuentes asimilables de carbono, nitrdgeno,
azufre y sales minerales. Este crecimiento agerobio puede te=
ner lugar en medios nutritivos sdlidos o semisdlidos o én un
medio liquido en el gque los nutrientes estdn disueltos o sus-—
pendidos. El cultivo ﬁuede tener lugar sobre wna superficie
aerobia o en un cultivo sumergido. El medio nutritin Quede
estar constituido por nutrientes complejos o puede estar qui-
micamente definido. En nuestras manos, hemos encontré.'do .que
son especialmente adecuados los medios que contienen nﬁfrien—

tes complejos tales como extractos de levadura, harina de so-

iones cobalto, iones sulfato y carbonato cdlcico és benefi-
ciosa.

Hemos encontrado gue el cultivoe a una temperatura
de 2812°C produce.rendimientS aceptables de antibidtico y
que un buen momento para cosechar el caido es 2~3 dfas des—~
pués de iniciarse la fenneﬁtacidn.

En el sentido utilizado aqui, el término "mutante"
incluye cualquier cepa mutante que surja espontdneamente o
a través del efecto de un agente externo, &a sea este agen-
te aplicado delibefada 0 accidentalmente. Los métodos ade-
cuados de produccidn de cepas mutantes son los seflalados por

H.I. Adler en.Techniques for the Development of Micro-orga-
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nisme en "Radiation and Radioisotopes for Industrial Micro-

orgenisms", Proceedings of a Symposium, Viemna, 1973, PEL.

241, International Atomic Energy Authority,y estos incluyen:

i. Radiacidnrionizante (tales como rayos Xy Y), luz ultra-

violeta, luz ultravioleta mis un agente fotosensibilizan-
te (como 8-metoxipsoraleno), dcido nitroso, hidroxilami-
na, andlogos de la base pirimidina (tal como 5-bromoura-
cilo), acridinas, agentes alquilanfes (como gas de mosta-
za, metanosulfonato de etilo), perdxido de hidrdgeno, fe-
noles, formaldehido, calor y

ii. Téenicas genéticas, tales como recombinacidn, transforma-
eidn, transduccidn, liéogenizacién, conversidn lisogéni-
ca y téenicas selectivas para mutantes espontineos.

Hemos encontrado que el uso de un agente prcmotor
de la mutacidn puede c&nducir g la produccidn de organismos
que tienen la habilidad de producir cantidades mayores de
los antibiéticos deseados. Por ejemplo, la irradiacicn de

cultivos de Streptomyces olivaceus ATCC 21379 seguida de aig

lamiento de la cepa resultante que parece producir la zona

mgs grande de actividad en el ensayo KAG descrito mds ade-

lante con&uce al aiglamiento de Streptomyces olivaceus ATCC
31126, que constituye una cepa preferida para uso en esta
invencidn.

En general; todos los procesos de aislamiento y pu-
rificacidn utilizados en la obtencidn del antibidtico desea-
do deben tener lugar a temperaturas no elevadas, por ejem-
plo inferiores a 20°C y todavia mejor no superiores a 12°¢.

Normalmente el producto deseado se obiiene predo-

minantemente del filtrado del cultivo de manera que la eta-

pa inicial preferida en el proceso de aislamiento es la sepa+
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. de un yoduro de metal aléalino, tal como yoduro sdédico. Esta

- 14 -

racidn del material sélido de la fermentacidn, por ejemplo porﬁltraéién.
Puede obtenerse un preparado impurc de MM 4550 o de una
gal del mismo a parjhir del filtrado del cultivoe clarificado
por absorcidn del MM 4550 o una sal del mismo sobre un mate-
rial activo tal como carbdn activo o similares y después elu-
cidn de la sustancia deseada para separarla del material acti¥
vo, utilizando un disolvente t€l com zetona acwsa. Nomalmette, este
procedimiento se lleva a cabo conwna sal dibdsica de MM 4550,
Alterngtivamente, puede obtenerse un preparado impu-
ro de MM 4550 o de una sal del mismo a partir del filtrado del
cultivo; por extraccidn, utilizando una sal amdnica lipofilica
Yy un disolvente no miscible con agua. Frecuentemente esto es
mgs eficaz que el procedimiento antes descrito. (El Mﬂ,4550

PR} »

puede ser obtenido como sal amdniea sustituida por eyéiaéiacién
del disolvente orgdnico a presidn reducida). Preferiblerente,
la solucidn inicial de la sal amdnica sustitufda de MM 4550 se re

tro-extrae después en una fase acuosa, utilizando una solucidm

Ultima variante del proceso conduce engeneral a la preparacidn é
una solucidn acuosa de una sal dibdsica impura de MM 4550,

Ias formas impuras de MM 4550 o sus sales, antes descritd,
son normalmente sometidas a los procesos cromatogrificos ante+
riormente descritos, con objeto de producir un material de pure-
Za aceptable. .

Las siguient-es Descripdones elucidan la informacidn general
Gtil en el aislamiento de compuestos antibacterianos. Los si-]|

guertes ejemplos son ilustrativos de aspectos de la invencidn.
DESCRIPCION 1

Determinacidn del 15

0
El valor 150 es la cantidad de material requerida para.
producir un 50 % de inhibicidn de la hidrdlisis de la ampici-
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lina por el enzima ﬁ-&acfamasa del Escherichia coli Bll,

un organismo que contiene una ﬁ-lactamasa controlada por el
factor R. Esta B—lactamasa se clasifica como enzima del ti+
po Illa, de acuerdo con la clasificacidén de Richmond y Sykes
(Adv. in Microbiol. Physiol. 9, 31 (1973)]
La velocidad de hidrdlisis de la B-lactamasa de la ampi
cilina a su ﬁcido peniciloico puede ser seguida por tn ensa-
yo yodométrico con almiddn, en el que se mide la velocidad
de formacidén de acido peniciloico siguiendo la decoloracién
del complejo almiddén~yodo. Este método y la preparacidn de
]Jiﬁ-lactamasa estén descritos en un trabajo de Cole M.,
Elson S., y Fullbrook P.D. (Biochemical Journal 1972 l_zl
295-308). Se ha utilizado una ligera modificaciédn del metodo
anterior que consiste en que la muestra de 1nh1b1dop és pre-
vismente incubada con un enzima durante 15 minutos'a:ifgc,

antes de agregarla z la ampicilina de substrato.El procedi-

miento fue el.siguiente:

Reactivo
Regulador de pH: Regulador de fosfato potésico 0,05M a
pH 7
Solucién de almi- Preparada como describe Novick, Biochemi
don/yodo cal J. (1962) 83, 236
Substrato: 40 pg/ml de ampicilina en solucidén regu-

ladora

Enzima p-lactamasa: Preparada a partir de E. coli Bll, como
describen Cole y colaboradores, Biochem.
J. (1972) 127, 295. La dilucién de la
preparacién del enzima en regulador es
tal que produce una caida de slrededor
de 0,3 unidades de den51dad dptica por
100 segundos en la reaccidén no inhibida.
Pueden utilizarse otras cepas de E.coli
productoras de g-lactamasa, especialmen-
te las que llevan un factor R, por ejem-
plo R TEM.

Condiciones
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Las reacciones se llevan a cabo en cubetas de 1 em a

572C, en un espectrofotémetro Pye Unicam SP 800. Este instrud-

mento puede llevar cuatro cubetas de muestra y sus blancos
correspondientes. La primera cubeta se utiliza para la reac-
cién de control y no contiéne inhibidor. Las cubetas segunds
tercera y cuarta, se utilizan para diversas diluciones del

inhibidor. 4si:

Cubeta de : ." Cubeta de
Reactivos muestrg blanco-
Reactivo almidén/yodo 1,0ml 1,0 ul
B-lactamasa de E.Goli 0,1 ml -
Regulador : 0,3 ml 0,4 ml
Inhibidor del regulador 0,1 ml 0,1 mk
Substrato (afiadido despues de incuba- .“'
cidén de las mezclas anteriores duw . N
rante 15 minutos a 372C ) 1,0 ml 1,0 ml

Las reacciones se siguen registrando las variaciones

reaccidén como variacidn de la densidad éptica por 100 segun-
dos, durante un intervalo de tiempo de 3-6 minutos. La mues-
tra de inhibidor se diluye hasta que se alcanza una dilucién
que da un 50 % de la velocidad de reaccidn observada en el
control sin inhibidor.

DESCRIPCION 2

El ensayo KAG

El ensayo KAG es un método para determinar la presencia
de un inhibidor de ﬁ—lactamasa en los caldos de fermentacidn
o durante las fases de aislamiento. Un &gar nutriente fundi-
do a 459C se siembra con una cepa adecuada de Klebsiella ae-

rogenes productora de B—lactamasa y después se mezcla con

una cantidad suficiente de una solucidén estéril de penicilina

:1. ’
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dgar. Después se vierte el Agar en una placa Petri y, des-
pues de la solidificacién, se realizan unos pozos cilindri-
cos a distencias iguales en la capa de agar, utilizando un

cortador metélico estéril. Las soluciones a ensayar se in-

troducen en los pozos. Después se incuba la placa a una temt

peratura constante comprendida entre 272 y 3720. Durarce el

periodo de incubacién, cualquier inhibidor en la solucidén de

ensayo sé difunde fuera del pozo a8l &dgar y alli inhibe la
accién de la @ ~-lactamasa producida por las célules de
Klebsiella. Lia penicilina G es asi protegida de la destruc-
¢idén por la '£'~lactamasa y estéd presente a concentrecidn
suficiente para evitar el crecimiento de la Flebsiéglg. En

las partes del Agar a las que no se ha difundido éb.i@hibi—

dor en concentracidén suficiente, la penicilina G es destrui+

da por la P -lactamasa, permitiendo el desarrollo de un dent

so crecimento de la Klebsiella. Asi se forman unas zonas

circulares transparentes de inhibicidn del crecimiento de

Klebsiella alrededor de los pozos que contienen el inhibidor

dependiendo el tamafio de cada zona de la concentracidn del
inhibidor en k solucidn bajo ensayo. Lé potenda (unidades
arbitrarias/ml) de las soluciones de ensayo se obtiene por
referencia a una linea patrédn de logaritmo de la concentra-
cidén del inhibidor contra el diémetro de la zona. Este
sistema de ensayo tembién puede ser utilizado para bioauto-

grafias.

DESCRIPCION 3

Preparacién de MM 4550 (complejo) comparable a la descrita g

n

la patente briténica ne 1.3%63%.075

Se cultiva el Streptomyces olivaceus ATCC 21379, du-
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rante 7 dias, a 289C sobre un cultivo inclinado de égar sé-

lido, en un frasco Roux. El medio de 4gar tiene la siguiente

composicidn:
Constituyente. Cantidad (g/1)
Extracto de Levadura ' ) 10,0
Monohidrato de glucosa 10,0
Agar 15,0
Agua corriente hasta 11

(El "extracto de levadura" es "Yeatex" suministrado pox
la Bovril Food Ingredients, P.0. Box 18, Wellington ‘Road,
Burton-on-Trent, Inglaterra, y el "Agar" fue suminisfrado
por Oxid Limited, Southwark Bridge Road, Londres, 5.E. 1.,

Inglaterra). \

El medio se ajusta a pH 6,8 antes de la esterilizaciédn.

Se afladen 50 ml de agua desionizada estéril conténiéndo 0,04
de Tween B0 (marca registrada: El Tween 80 es un monooleato
de polioxietilensorbitano) a un cultivo en frasco de Roux ¥y
las esporas se suspenden sacudiendo. Esta suspensién de espo
ras se afiede después como inoculum a 75 1 de un medio de fa-

se de siembra esterilizado, en un fermentador de acero ino-

xidable de 100 1. La composicidén del medio de fase de siembra

8s la siguiente:

Constituyente Cantidad (g/1)
Harina de soja 10,0
Monohidrato de glucosa 20,0
Agua corriente hasta 11

(Ia "barina de soja" es Arkasoy 50 suministrada por lg
British Arkady Co. Ltd., 014 Trafford, Manchester).

Para controlar la formacidn de espuma, se afiaden 50 ml

de una solucidén de Pluronic L8l (marca registrada) al 10 %
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en volumen/volumen en aceite de soja al medio de fermentacigm,

antes de la esterilizacidén (E1 Plpronic L8l es suministrado
por Jacobsen van den Befg U.K, Ltd., 231 The Vale, Londres,
W.3., Inglaterra y es un polimero de bloque de éxido de etif
leno y 6xido de propileno). '

E)l medio se esteriliza a vapor en el fermentador du-
rante 20 minutos a 1202C. El cultivo de fase de siexmbra se

agita a 340 rpm con un agitador de disco de paletas a 8,5"

(21,6 cm) de didmetro y se suministran 150 1/minuto de aire

estéril a través de un rociador de extremo abierto. La vasisy

ja de cultivo estd provista de tabiques. La temperatura se
controla a 289C y, después de la incubacidén bajo estes cor-
diciones duraﬁte 45 horas, se afiaden 7,5 1 de este culbivo ¢
siembra como inoculum a 150 1 de un medio de fermentacién
estéril contenido "en un fermentador de acero inoxidable de

200 1. El medio de fermentacidn tiene la siguiente composi-

cidn:
Constituyente Cantidad (g/1).
Harina de soja (Arkasoy 50) 10,0
Monohidrato de glucosa 20,0

Greda (carbonato cédlcico precipitado) 0,2

Cloruro de cobalto (00012.6H20) 0,001

Agua corriente hasta 11

Se afiaden %00 ml de Pluronic IL81 al 10 % en aceite de
soja para evitar la formacién de espuma. La fermentacidn
se cosecha al cabo de 48 horas y se clarifican por centrifud
gacién. El caldo clarificado de una inhibicidén del 50 % en
ei ensayo con enzima a una dilucidén de 1 en 100.000. Se agiA
tan 100 1 del caldo clarificado con 12 kg de peso himedo de

celulosa cambiadora de ién Whatman DE32 (marca registrada)

le
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en forma de acetato (suministrada por H. Reeve Angel and Co.
1% New Bridge Street, Londres E.C.4, Inglaterra; el material
es una celulosa microcristalina sustituida con grupos dietil
aminoetilo). :

Se filtra la suspensién y el M 4550 (complejo) se
eluye de la celulosa con 12 1 de sulfato potésico 0,5M. El1
extracto se concentra a 6 1 en un evaporador de pelicila as-
cendente bajo vacio y por debajo de 30°C. Gran parte del sul
fato potasico precipita por adicidén de 12 1 de acetona. Se
filtra la solucidén y se concentra hasta 200 ml por evapora-
cién a vacio por debajo de 302C. El concentrado se cerga en
una columna de 76 mm x 2 m de resina Amberlite X4D-4 (marca
registrada) (fabricada por Rhom and Haas Co., Filadélﬁia,
Estados URidos; el material es una resina de poliegtireno no
iénica), se eluye con agua desionizada ¥ el eluato se reco-
ge en fracciones de 140 ml. Las fracciones activas, detecta-
das por el ensayo KAG, se reunen (2,2 1) y se concentran
hasta 275 ml por ultrafiltracidn, utilizando una membrana
de Amicon UM-05 (150 mm de di&metro) (marca registrada) (su-
ministrada por Amicon Ltd., 57 Queen's Road, High Wycombe)
bajo una presién de nitrdégeno de 60 psi (4,2 kg/cme). El con
centrado se liofiliza para dar 2,2 g de un polvo marrdn
(150 0,004 ypg/ml).

" Se disuelve 1 g del polvd en 1 1 de sulfato sdédico
0,2M y se mezcla con 1 1 de sulfato hidrdégeno de tetra-n-bu-
tilemonio al 2 % en peso/volumen (suministrado por AB Astra,
Sodertalje, Buecia) en diclorometano. La fase diclorometéani-
ca se separa por la accidén de la gravedad, se enfria a -709C
se filtra para separar el hielo y se concentra por evapora-

cién hasta 20 ml. Al concentrado se afiaden 400 ml de éter
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de petrdleo 40-602 y el precipitado se recoge por centrifu-
gacidn. El precipitado se redisuelve en 10 ml de diclorome-
tano y se extrae con 10 ml de agua conteniendo 80 mg de yo-
duro barico y 70 mg de carbonato barico. Se separan las fa-
ses, se filtra la fase acuosa y se éjusta a pH 6,5. La so-
lucidén se liofiliza para dar un polvo amarillo. El sdlido
se lava-con acetona para disolver el exceso de yoduro varicd
y el sblido amarillo palido se recupera por centrifugacidn
y se seca a vacio. El rendimiento es de 13 mg (150 0,0004

pe/mi).
DESCRIPCION 4

Demostracidén de la absorcidén en carbdédn del filtrado de culti

vo Util para obtener el material descrito en la patente bri-

tanica n¢ 1.361.075

El filtrado del cultivo obtenido en la Descripéién )

dié un diadmetro de zona de 17 mm en el ensayo antibacteriang

de difusién de &gar en un pozo en la placa contra Klebsiella

aerogenes: un didmetro de zona de 38 mm en el ensayo KAG e
IEO a una dilucién de 1 en 100.000. El filtrado del cultivo
clarificado (170 1) a 58C fué percolado mediante flujo as-
cendente a través de una columna de 9" (22,5 cm) de didmetrd
rellena hasta una altura de 16" (40 cm) con carbdén activo

(Farnell BO, suministrado por Dearborn Chemicals Ltd., Dil-
ton, Widnes, Lancs., 60-80 mallas, prelavado con HCl 1N y

regulado a pH 6 con fosfato) a un caudal de 800-1000 ml/miny
to. Se separd el caldo del carbdén por lavado con 10 1 de

agua desionizada y La columna se eluyd con 20 % de acetona
a 202C. Se concentraron las fracciones activas, que ascen-

dian a 10 1, por evaporacién a vacidé por debajo de 30¢9C,

hasta 6 1 y se liofilizaron para dar 282 g de un preparado
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crudo de MM 4550 (complejo) dando un ISO de 0,05 yg/ml.'La
recuperacion de la actividad inhibitoria del enzima fué del
22 %.

Otro carbdn activo que. da resultados similares es el
carbén granulado Darco (suministradb por Honeywill-Atlas
Ltd. Mill Lane, Carshalton, Surrey, Inglaterra).

DESCRIPCION 5

Demostracién de la cromatografia en resina cambiadora Ge

ién del filtrado de cultivo {itil en la obtencidén del nate-

risl descrito en la patente britéanica n2 1.36%.075.

Una columna de 1 cm de didmetro interno se rellena
hasta una altura de 6 cm (volumen del lecho 4,7 ml) con re-
sina cambiadora de ién Dowex 21X (20-50 mallas de las nor-—
mas estadounidense, forma de cloruro) (La resina Dowex 21K
es suministrada mr la B.D.H. Chemical Ltd., Poole, Dorset,
Inglaterra y es una resina de po1iestireno—divinilbénceno
que contienen grupos basicos). El lecho de resina se lava
después con aproximadamente 4 x 4,7 ml de metanol acuoso al
5 % seguido de 1 x 4,7 ml de agua destilada. Se obtiene 2
litros de filtrado del cultivo esencialmente como se ha des-
crito en la Descrpcidn 3 y aplicado.a la columna. Después
la resina se lava con metanol acuoso «l1 50 % para separar
las impurezas. E1 MM 4550 (complejo) se eluye de la resina
con MaCl al 5 % en metanol acuoso al 50 %. La Tabla I dada
més adelante muestra los resultados obtenidos en forma de
unidades de actividad. El contenido en MM 4550 (complejo)
del filtrado del cultivo es arbitrarismente establecido en
8 unidades/ml. Las fracciones eluidas de la columna se ana—
lizan utilizando un método de difusidén antibacterianc frente

a Klebsiella aerogenes y las unidades de actividad se calcu-
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lan por referencia a una linea patrdn preparada representan
do el didmetro de la zona frente a unidades/ml para diversas$
diluciones del filtrado de cultivo (es decir, el filtrado
del cultivo se utiliza como patrdn).

Puede observarse gue la columna constituye un método
eficaz de concentracidén del MM 4550 (complejo). Las freccio+
nes 2 a 5, ambas inclusive, contienen 60 % de la actividad
en un volumen total de 37 ml solamente. El peso seco total
de estas fracciones es alrededor de 210 mg mientras gque se

han afiadido a la cdlumna 35 g de sbélidos.
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TABLA I

26 ABR 1o

Resultados de la cromatografia sobre Dowex 21K

Muestra

Filtrado del cul- 6,5

tivo
Percolado 1
Percolado

Percolado

A~ e N

Percolado

Eluato 1
Eluato
Eluato

Eluato

Eluato

2
3
4
Eluato 5
6
Eluato 7
8

Eluato

i V?ig?en Uni%ades/
1970 8
6,9 550 <1
7,0 525 <1
7,0 595 <1
7,0 300 <1
7,8 7,0 84
7,8 7,0 328
Ty 8,5 440
7,7 10,0 320
7,6 11,5 160
155 11,0 &0
7,6 14,2 66
7,6 20,0 33
Total

DESCRIPCION 6

Unidades
totales

15760

<100
<100
<100
<100

588
2296
3740
2200
1840

880

937

650

13141

Demostracidn de 1la extraccidn por pareja de iones del filtra-

do del cultivo Util en la obtencidn del material descrito en

la patente britdnica n& 1.363.075

Se afiaden 248 g de sulfato sédico a 10 1 del filtra-

do del cultivo clarificado, preparado como se ha descrito en

la Descripeidn 3 y la solucidn se extrae con 10 1 de sulfato

hidrégeno de tetra-n-butil-amonio al 2 % en diclorometano,

agitando durante 30 minutos. Se separan las fases y la fase

de diclorometano se enfria a 2°C. Se separa una pequeila can-

tidad de agua suspendida por filtracién a través de papel

Yhatman n¢ 1 PS.

Ia solucién en diclorometano se concentra a
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.de agua a 2°C, conteniendo 190 mg de yoduro sdédico, agitando

20 ml por evaporacién a vacio por debajo de 30°C. La adicidn
de 400 ml de &ter de petrdleo (40-60°) precipita una goma que
contiene el MM 4550 (complejo).

La goma se recoge por centrifugacidn, se redisuelve
en 50 m1 de diclorometano y se extra® con 50 ml de agua con-
teniendo 1 g de yoduro bédrico y 1 g de carbonato bidrico, sa-
cudiendo durante 2 minutos. El sélido presente se elimina por
filtracidén y se separan las dos fases., La fase acuosa que con-
tiene el MM 4550 (complejo) como sal birica se ajusta z pH
6,5 ¥ se liofiliza para dar 317 mg de un preparado crudo de
MM 4550 (complejo) con un 150 de (_),001 }1g/ml.

DESCRIPCION 7 L

Preparacidén de un complejo antibidtico parcialmente phnificado

gue contiene XM 4550 y MM 13902, empleando sulfato hidrégeno

de tetra-n-butilamonio

Un preparado crudo de MM 4550 (complejo) preparado
como en la Descripcidn 4 se redisuelve en agua (12,5 g en 125

Pl) ¥y se extrae con 125 ml de sulfato hidrdégeno de tetra-n-bu-
tilamonio al 10 % en peso/volumen en diclorometano. Se separan

las dos fases y el diclorometano se extrae de nuevo con 100 ml

lentamente y ajustando la fase acuosa a pH 6,4 con NaHCO3 al
2 % la solucién se liofiliza y el sélido seco se lava con ace
tona para dar 88 mg de un preparado de sales sdédicas mixtas de
M 4550 y MM 13902, con un I5O de 0,0002 pg contra la B-lacta-

masa del Escherichia coli. ILa recuperacién de antibidticos es

del 70 %.

La Actividad antibacteriana de mezclas de ampicilina

y material preparado como se ha descrito en la Descripcidn ?

se determind por el método de dilucidn seriada en agar nutrig
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te. Las concentraciones minimas de inhibicidn gue se obtuvie-
ron se encuentran en la Tabla II.
IABLA IT

Binergismo entre ampicilina y el material de la descripeidn

2

Ampicilina "+ MM 4550 (com

Ampicili plejo) a
Organismo .na’'sola 0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
E. coli B11 " >500 >500 500 50
E. coli JT417 250 250 250 50
E. coli JT39 >500 >500 500  25%
Shigella sonnei S239 125 125 125  25%
Klebsiella merogenes A 125 25 5% 0,18
Kiebsiella aerogenes IP282 50 50 12,5 0,5%
Proteus mirabilis 889 >500 >500 50 .0,5
Proteus mirabilis 247 >500 125 5,9 0,5
Proteus morganii F 50 50 25 0,5
Proteus rettgeri R110 250 125 25%  0,25%
Staph. aureus (Rusell) 250 125 £0,1 0,25
Staph. aureus (Rusell H) >500 <£0,1 <o,1 0,1

%
Inhibicidn parcial por MM 4550 (complejo) solo a estas con-

centraciones.
Se observaron unos efectos sinérgicos similares
para mezclas de amoxicilina y MM 4550 (complejo).

DESCRIPCION 8

Preparacién de complejo antibidtico parcialmente purificado

conteniendo MM 4550 y MM 13902, empleando cloruro de cetildi-

metilbencilamonio

Un producto liofilizado (150 = 0,02 pg/ml) proce-
dente de una columna de carbono Farnell elufda con acetona/agd

como en la Descripcidén 4, se disuelve en agua destilada a
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. de vacfo para dar un polvo castafio pdlido (4,3 mg; I50 =

wna concentracién de 13 mg/ml. La solucidn se ajusta a PH 6,5
Se extraen 100 ml de la solucién con un volumen igual
de cloruro de cetildimetilbencilamonio al 0,1 % en diclorome-
tano. Se separan las fases por centrifugacién y la fase orgd-
nica se retroextrae con 100 ml de éolucién de yoduro sédico )
al 0,05 %. Se separan las fases y el diclorometano gue queda
en la fase acuosa se separa manteniendo la solucién a presidn
reducida durante 10 ‘minutos.
_ Se liofiliza 1la solucién acuosa y el producto de la
liofilizacidn se lava tres veces con 50 ml de acetona cada

vez. El producto lavado con acetona se seca en un desecador

0,002 }lg/ml)..

2, s
I3

DESCRIPCION 9

Preparacidn de complejo antibidtico parcialmente purificado,

conteniendo MM 4550 y MM 13902, utilizando filtracidén de gel

Se cromatografia 1 g de MM 4550 (complejo) crudo,
150 0,2 Pg/ml, preparado por el método de la Descripcidn 4,
sobre Sephadex G25 (calidad fina), utilizando acetona/agua
4:6 en volumen/volumen como eluyente. Lés dimensiones de la
columna son 2,5 ¥ 32 em y la elucién se realiza a 1,5 ml/mi-
nuto. Se combinan las fracciones activas, se concentran a va-
cio por debajo de 30°C y se liofilizan para dar 22 mg de un
sélido amorfo de color ante con un Ig, de 0,005 Pg/ml. Ia re
cuperacién es del 88 % y se obtiene una purificacién de 40

veces.

DESCRIPCION 10

Preparacién de complejo antibidtico purificado conteniendo

MM 4550 y ¥M 13902, empleando cromatografifa en celulosa

Se cromatografian 610 mg de MM 4550 (complejo), pre-
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: de isopropanocl/agua 7:3 en volumen/volumen, a 1,5 ml/minuto.

tple,jo antibiotico, I50 0,00007 pg/ml. El pequefiisimo valor

parado como en la Descripcién 7, sobre una columna de celulo-

sa (Whatman CC 31) de 2,5 x 32 cm y se eluye con una mezcla

Se combinan las fracciones antibacterialmente activas, se con
centran a vacio por debajo de 30°C y se liofilizan para dar

40 mg de un preparado s6lido amorfo de color castafio .¢e com-

de ISO indica que el material activo es de mayor pureza.
En una ocasidn diferente, el procedimiento anterior

dié un material con un I de 0,001 pe/ml. Este material

tiene la actividad antibacteriana indicada en la Tabla IIT

cuando se determina por un método de microvaloracidn normali-

zado en un céldo de sensibilidad Oxoid, utilizando inocp}ums

ligeros (1 % de caldo de una noche). 5

TABLA IIX

Actividad antibacteriana de la mezcla de kM 4550 y I'M 13902

con un Igo de 0,001 pg/ml

Organismo CKI en pg/ml
Staphylococcus aureus (Oxford) 745
Staphylococcus aureus (Russell) TyD
Streptococcus faecalis 125
Bacillus subtilis _ , 0,9
Escherichia coli (10418) 3,7
Escherichia coli (B11) 15
Klebsiella aerogenes 1,8
Enterobacter cloacae 62
Proteus mirabilis Ts5
Providentia stuartii ' 745
Acinetobacter anitratus 0,9
Pseudomonas aeruginosa 250
Serratia marcescens 745
Salmonella typhimurium 15

S*:izella sonnei 745
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MM 13902

des,

MM 13902 es un sélido 4cido que en forma de sal sédica tiene

las siguientes caracteristicas:

i.

ii,

iii.

" absorcidn, entre otros, aproximadamente a 3450, 2950,

ive.

Ve

=29~

DESCRIPCION 11

El MM 13902 puede ser reconocido por sus propieda-

gque son las siguilentes:

Es muy soluble en agua, soluble en metanol ¥y prictica-
mente insoluble en cloroformo, éter dietilico e hidro-
carburos. _

En solucidn acuosa, presenta un espectro ultravioieta
caracteristico con mdximos de absorcidn uno de los cua-
les se encuentra a 305 nm aproximadamente.

Cuasndo estd presente a una concentracidn de 0,4 % en ped
so/peso en un disco de KBr recién preparado, presenta
wn espectro infrarrojo caracteristico con méximos de
1750, 1620,1510, 1400 y 1260 cum™ .

Tiene un espectro RMN caracteristico cuando se toma en
D,0, cuyo espectro presenta entre otros: (a) una pare-
ja de dobletes de campo bajo centrados a aproximadamen-—
te 2,85z y 4,00z, con constantes de copulacidn de apro-
ximgdamente 14 Hz; (b) un doblete centrado aproximada-—
mente en 8,552y (c¢) un singlete marcado en 8,002 apro-
ximadamente.

Posee actividad antibacteriana contré diversas especies

entre otras las siguientes: cepas de Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiellg

aerogenes, Proteus mirabilis, Salmonella typhi ¥y

Pseudomonas aeruginosa.
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vi. -Cuando se mezcla con ampicilina, sinergiza su actividad

THES

contra,brganismos que comprenden las cepas de Escherichia

coli, Klebsiella zerogenes, Proteus mirabilis,

Proteus morganii y Staphylococcus gureus Russell,

Ia sal disddica pura de MM 13902 es un inkibi-
dor de la B-lactamasa y tiene uﬁ'IBO (definido mds adelan-

te) comprendido entre 0,001 yg/hl ¥y 0,0001 pg/ml contra la

B-lactamasa de Escherichia coli B 11.

Cuando se hace pasar sobre celulosa en un siste-
ma de cromatografia en capa fina, la sal disédica pura de

MM 13902 tiene los siguientes valores Rf aproximédos:

(a) n-butanol/imopropanol/agua ~.7:7:6 v/v; R, = 0,85 ,6’1
(b) isopropaﬁol/agua - 7:3 v/v; Rp = 0;70
(c) n-butanol/etanol/agua - T7:7:6; Rp = 0,79

(d) n-propanocl/agua - 4:1; R, = 0,68.

DESCRIPCION 12

Organismo

Ia propiedad de prdducir MM 4550 (Eomplejo) fué des
cubierta por primera vez en los cuitivos ATCC 21379; ATCC
21380; ATCC 21381 y ATCC 21382, que han sido aislados de nues
tras de terreno obtenidas en Espafia, Nueva Zelanda, Africa
del Sur e Israel; respectivamente. En el laboratorio; estos

cultivos parecen idénticos y todos fueron identificados como

4
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Streptomyces olivaceus por el Dr. Bousfield, el experto en

actinomicetes de la National Collection of Industrial Bacteria
(NCIB), Torry Research Station, Aberdeen, Escocia, utilizando
la clasificacién de 196f ampliamente aceptada de Hitter (Sys-
tematic der Streptomyceten, S. Karéer, Basilea, 382 pdginas).
Desde entonces se ha encontrado la produccién de MM 455C en
otras especies de streptomyces como puede observarse en la
Tabla IV. |

El S. olivaceus fué descrito por primera vez pOTr
Waksman en 1919 (Cultural.Studies of Species of Actinomyces,
Soil. Sci., 8, 71-215). Posteriormente, en 1960, un grupo de
1nvest1gadores rusos deseribid una especie con caracteristi-

y 1%

cas muy similares pero que denominaron Actinomyces (ofrepto—

myces) fulvoviridis (Kuchaeva y colaboradores, Trud.Inst.

M
LA ]

Mikrobidl., Akad Nauk. SSSR, 8, 220-253 (1960)).

. Los microorganismos del género Streptomyces son ex-
traordinariamenté variables en sus caracteristicas morfoldgin
cas y fisioldgicas, que dependen de las condiciones bajo las
que son cultivados. Se han publicado descripciones de muchas
especies antes de haberse -reconocido la existencila de esta
extraordinaria variabilidad, con la consiguiente duplicacidn

y sinonimia. Hitter (1967) cita 25 especies como sinénimas

del S. olivaceus, inclufdo el S. fulvoviridis. Para resolver
1la confusidén en nomenclatura ¥y clasificacidn, se inicid en

1962 el International Streptomyces Project, Shirling y cola-
boradores, Int.J.Syst.Bacteriol, 18, 69-189 (1968). Los cola

boradores de este proyecto han realizado una serie de estu-
dios dirigidos a producir descripciones precisas de las espeq

cies de Streptomyces bajo condiciones normalizadas. En este

esquema, se han producido descripciones nor alizadas de tipos
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_miento la D-glucosa, L-arabinosa, D-xilosa, i-inositgl, .D-ma-
15 f

cia con mds de 50 esporas por cadena.

de cepas de unas 400 especies citadas inclufdos el Streﬁtomz—

ces olivaceus y el Streptomyces fulvoviridis.

Ia deseripeién I.S.P. de S. olivaceus y S. fulvovi-

ridis difiere solamente en dos caracteres: (i) la forma del

esporoforo y (ii) la capacidad para utilizar el inositol como
Unica fuente de carbono.
El S. olivaceus es descrito como sigue:

Morfologla ‘de la cadena de esporas: Seccién Spirales

con espirales abiertas que se intergradan a través de cadenas

de esporas onduladas que sugieren la Seccidn Rectiflexibiles.

Cadenas de esporas maduras generalmente largas, con frecuen-

2, .3

Utilizacidn de carbono: se utilizan para el'c;éci—

nitol, D-fructosa y ramnosa. Sin crecimiento o solamente tra-
zas de crecimiento sobre sacarosa y rafinosa.

El S, fulvoviridis es descrito como sigue:

Morfologia de la cadena de esporas: Seccidn Recti-
flexibiles. Cadenas de esporas maduras moderadamente cortas
con 10-50 esporas por cadena. Utilizacidn de carbono: se uti-
lizan para el crecimiento la D-glucosa, L-arabinosa, D-xilosa
D-manitol, D-fructosa y ramnosa;la utilizacidn de sacarosa es
dudosa. Crecimiento nulo o solamente trazas de crecimiento sg

bre i-inositol o rafinosa.

La caracterizacién de un nimero de cultivos denominados

o como sinénimos de S. glivaceus o S. ig;ggg%g%ggg y otras
especies gfines ha sido determiﬁada utilizando los métodos y
medios normalizados (Shirling y colaboradores, Int.d.Syst.

Bacteriol, 16, 313-340 (1966», recomendados en el Intermational

Streptomyces Project (ISP).

3
M.
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: Los cultivos derivan de diferentes fuentes. Los
L ATCC 21379, 21380, 21381 y 21382 fueron aislados del suelo
" sobre la base de producir N 4550 (complejo).lLas otras ce-

' pas fueron obtenidas de diversas colecciones de cultivos con

| fines comparativos,
Los resultados de los ensayos para la producciér de
MM 4550 (complejo), color del micelio aéreo soluble., forma

i
: del esporoforo, color del micelio substrato, produccidn de

bpigmenta soluble, produccién de melanina ¥y utilizacidén de
rfuentes de carbono se encuentren en las Tablas IV-VIII. Parg
todas las cepas, la superficie de las esporas, observada poT
microscopia electrénica, es lisa.

De ia descripcidn ISP resulta evidente que el cre-
cimiento espiral del esporoforo en el S. olivaceus es~qh ca-
rdcter variable. Se observan verdaderas espirales cou tna Irg
cuencia variable en la especie tipo de S. olivaceus, €s deci
ATCC 3335. la ma&oria de los esporoforos son largos. No se
observa ninguna espiral verdadera en los cultivos ATCC 21379,
21380, 21381 o 21382, aungue los esporoforos son largos y pr§

sentan una tendencia a la espiral entre un fondo de tipos

Rectiflexibiles. Sin embargo, en dos cepas de S. olivaceus,

f NCIB 8238 y NCIB 8509, la mayoria de los esporoforos son del
i tipo Rectiflexibiles. En el NCIB 8238 son de longitud media
mientras que las del NCIB 8508 son largas.

Los esporoforos observades a partir de ATCC 15863, la
especie tipo de 8. fulvoviridis, son mas cortos que los ob-

gservados en los aisladds ATCC 21379, 21380, 21381, 21382 y

%1126 y solamente son de los tipos Rectiflexibiles. Copfres-

pecto a este carécter, por lo tanto, los aislados ATCC 21379

21280, 21381, 21382 y 31126 corresponden bastante bien pero
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I E1 ATCC 31126 y el ATCC 21380 utilizan inositol,‘que €s ca-

,sobre la base de su capacidad para utilizar un solo hidrato

no exactamente a la descripcidén del S. olivaceus.

Los aislados ATCC 21379, 21380, 21381, 21382 y 31126
presentan cierta variabilidad con respecto arla utilizacidn
del inositol qﬁe es el otro carédcter diferenciante de acuer

do con las descripciones de las especies tipo I.5.P. entre

las especies S. olivaceus y S, fulvoviridis (Tabla VIiI).

racteristico del S. olivaceus, mientras que las otras cepas
- . 7 \ - -
presentan una utilizacién dudo<d o negativa. Sin embargzo, en

general no se considera satisfactorio separar una esnscie

de carbono. Esta diferencia puede ser el resultado de una
simple mutac1on de genes y con frecuencia se con31dera de
81gn1flcac10n de cepas solamente. La diferencia en utiliza-
cidn de azlcares por las cepas de S. olivaceus NCIB 8138,
NCIB 8509, ATCC 21549, ATCC 12019 y ATCC 3335 sugiere que
muchas autoridades no los consideran de significado sobre la
especie. Por lo tanto, el ATCC 21379,21380,21381, 21382 y

31126 son apropiadamente denominados S. Hlivaceus.

Hasta que nuevos estudios descubran diferencias médg

importantes enire los cultivos actualmente llamados S. oliva

ceus y S. fulvoviridis, es_posible gue finalmente sean reco-
nocidos internacionalmente como especies Unicas. En este ca-
so, el nombre correeto por orden de prioridad sera S. oli-
vaceus y éste incluiréd también los cultives citados por

Hitter como sinénimo del S. olivaceus.

El examen de los filtrados de cultivos de las cepas
de S. olivaceus y especies afines para la produccidn de
MM 4550 (complejo) puede llevarse a cabo como sigues:

Se depositan unas manchas de filtrados de cultivos
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- 20 Pl por origen y se cromatograffan en n-butanol/isopropa-

; nol/agué (7:7:6) durante la noche, en frio. Otra serie de ti-

‘ras se pasan por n-butanol/dcido acético glacial/agua (12:3:5

de las cepas citadas sobre tiras de papel Whatman n¢ 1 a

~—

también en frio, durante la noche. También se hace-pasar una
muestra parcialmente purificada de MM 4550 (complejo) en los

dos sistemas al mismo tiempo, como control.

Alternativamente, es posible extraer 25 ml de caldo
clarificado con 12,5 ml de cloruro de Qetilbencilamonio al
0,2 % en diclorometano, separar las fases, retener Ja fase
orgénica, afiadir 2,5 ml de solucidén de yoduro sédico (0;5 %),
sacudir, separar las fases, retener la fase acuosa y utilizay
ésta cromatograflcamente, por ejemplo depositando 5 p sohre
tiras de cromatografia en capa fina ¥y haciendo pasar n-buta-
nol/isopropanol/agua 7:7:6.

TABLA V

Capacidad de los cultivos de Streptomyces olivaceus, Streptot

myces fulvoviridis y especies afines para producir KM.4550
(complejo)
Produccidn de MM

Cultivo 4550 (complejo)
+

Streptomyces olivaceus ATCC 21379

" " ATCC 31126

" " ATCC 21380

n " ATCC 21381

" " ATCC 21382

" " NCIB 8238

" " NCIB 8509
Streptomyces flavovirens ATCC 3320
Streptomyces flavus ATCC 3369
Streptomyces fulvoviridis ATCC 15863
Streptomyces argenteolus ATCC 11009
Streptomyces sioyaensis ATCC 13969

+ 4+ 4+ o+ + 4+ + 4+ 4+ 4 4+
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TABLA VI

_ 36"

e e m—a e o e

Streptomyces olivaceus, Streptomyces fulvoviridis y especies aiines -

‘lante maduro sobre medios I.S.P. después de 14 dias de crecimien

GA =

L

[ 47]
I

Cultivo S5 Ym o. . GA

ATCC 21379 gris gris gris/blanco
ATCC 31126 gris/marrén gris/marrdn 32 5 gris
ATCC 21380 gris gris . gris
ATCC 21381 gris gris ? gris palido
ATCC 21382 gris/blanco gris gris
NCIB 8238 gris/blanco gris gris
NCIB 8509 gris gris ':‘: gris
ATCC 21549 gris gris "". gris

. ATCC 12019 gris gris ‘:;’ gris
ATCC 3335 gris gris gris
ATCC 15863 gris/blanco gris gris/blanco
ATCC 3320 gris/azul gris gris/verde
ATCC 3369 gris gris gris
ATCC 11009 gris pilido gris/marrén gris/blanco
ATCC 13898 blanco/gris blanco blanco/amari
S5 = 4dgar de sales inorgdnicas - almidén (Medio ISP 4)

dgar extracto de levadura - extracto de malta (Medio ISP 2)

dgar glicercl-asparagina (Medio ISP 5)

dgar de avena (Medio ISP 3)

rectiflexibiles
retinaculiaperti

espirales
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TARLA VI

omyces fulvoviridis y especies a*ines ~ color y morfologia del micelio aéreo esporu-

s I.5.P. después de 14 dias de crecimiento

l\idrfologia de las es
poroforas, tamado

S ' Y™ 5 s GA . OM ' medio
gris . ‘ gris/blanco ‘gris RF largo

4n gris/marrdn 1 kJ gris s grls RF largo
gris 7 ‘ gris gris RF largo
gris ' gris pdlido gris/blanco RF largo

20 ' gris gris ‘ gris ) RF largo

20 gris B ‘ gris grls RF medio
gris D v gris gI"iS RF largo
gris e gris ;ger.'is S largo
gris © gris ’ ii,‘g‘l"‘is RF largo/S
gris gris gris RF largo/S

:0 gris gris/blanco gris ' ~ RF medio
gris gris/verde gris RF largo
gris gris gris pdlido/  RF medio/RA

marrén
io gris/marrén gris/blanco gris/verde RF medio/RA
s blanco ' blanco/amarillo gris/blanco S corto

- almidén (Medio ISP 4)

- extracto de malta (Medio ISP 2)
Fedio ISP 5)

)
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TABLA VII

(Ios Streptomyces olivaceus ATCC 21549, ATCC 12019 ¥ ATCC 3335
' no producen MM 4550 (complejo). E1 ATCC 15863 también ha sido
.; depositado como RIA 660).(Streptomices Iipmanii NRRL. 3584

X + X).

Streptomyces olivaceus, Strép'bomyces fulvoviridis y especies

afines - coloi' del micelio de substrato observado desde el

reverso
- Cultivo ss Y N
ATCC 21379 oliva pardo oliva - gris/mrrén verde 0liva
ATCC 31126 pardo oliva pardo oliva marrdn pardo oliva
ATCGC 21380 oliva .verde oliva . pardo oliva amarillo aliva
ATCC 21381 marrén oscuro marrdén oscuro verde oliva verde oliva
ATCC 21382 oliva oliva marrén  verde oliva
NCIB 8238 marrén oliva/marrén marrén amarillo oliva
NCIB 8509 marrén oliva pardo oliva amarillo oliva
ATCC 21549 ante/negro marrdén/negro marrdry/nego ante/gris
ATCC 12019 ante ante ante ante
ATCC 3335 marrdén narrén marrén gris
| ATCC 15863 marrdén/gris marrdén oscuro pardoclva ararillo oliv
ATCC 3320 amrillo/merrén oliva/marrdn oliva/merrén naranja/memd
ATCC 3369 ante/gris ﬁ;rdo éma— ante/gris amarillo
rillento :
ATCC 11009 negro negro/amarillo negro/amxrilb gris/verde
- ATCC 13989 naranja amarillo amarillo incoloro

e
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Streptomyces olivaceus, Streptomyces fulvoviridis y especies

- 38

TABLA VIII

afines — produccidn de pigmentos en medios de cultivo

Pigmentos no melanoides solubles Produc-
. cién dei
Cultivo 33 Y GA OM melaring
ATCC 21379 - - - + -
amarillo
palido

ATCC 31126 - - - - -

ATCC 21380 - - - - -

ATCC 21381 - - - - -

ATCC 21382 - - - - -

NCIB 8238 + - + + -

marrén marrdén marrdén
palido pélido palido

NCIB 8509 - - - oo

amarillo -
palido -

ATCC 21549 - + + + -
marrén rojo pid- marrdn
palido 1lido rerén palido

ATCC 12019 - - - - -

ATCC 3335 - - - - -

ATCC 15863 - - - - -

ATCC 3320 + - - - -

rosa pg
lido

ATCC 3369 - - - - -

ATCC 11009 - + - - -
marrén
pdlido

ATCC 13989 - + - - -
naranja
palido

+

x

produccidn de pigmento

no se produce pigmento

ensayado sobre dgar peptona-levadura-hierro (I:2 9),
dgar tirosina (ISP 17) y caldo de triptona-levadura (ISF1
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TABIA TX

Streptomyces olivaceus, Streptomyces fulvoviridis y especies

afines - ensayos de utilizacidn de carbono "

Ram- Rafi Sacag Ino- Glu- Xi- Fruc- Mani Arabl

Cultivo rosa nosa rosa sitol cosa lsa tosa ol _nosa
ATCC 21379 + - - + + + + + +
ATCC 31126 + o= = 4+ o+ + +
ATCC 21380 + - -+ o+ 4+ + +
ATCC 21361 + - - - + + o+ + +
ATCC 21382 + + - - + + o+ + +
NCIB 8238 + - - - + + o+ + +
NCIB 8509 + S + +
ATCC 21549 - - - + + + o+ + -
ATCC 12018 + FF + + + o+ + +
ATCC 3335 + - * + + + o+ + +
ATCC 15863 + - - - + + o+ + +
ATCC 3320 + -+ =+ 4 + +
ATCC 3369 + - * * + + + + +
ATCC 11009 + A e + + o+ + +

ATCC 13989 -~ + 4+ + + + + + -
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- MM 4550 (complejo) y es regenerado lavando con los siguien-

40 _

+

indica que el compuesto es utilizado

indica que el compuesto no es utilizado

I+

indica que la utilizacidn es dudosa o muy escasa.

EJEMPLO 1 -

Preparacidn de MM 4550 (complejo) y separacidn en MM 4550 y

MM 13902

Los procedimientos de aislamiento detallados en la
seccidn de descripciones pueden ser utilizados en diversas
secuencias. Una secuencia especialmente adecuada es la adsor-

s 7 IV 4 - 7 - s
cion en carbon, extraccion con un par ionico y cromatografia

sobre celulosa, como se describe a continuacidn:

340 litros del filtrado de cultivo (obtenido cbmo en|
la Descripecidn 3) son percolados mediante flujo ascen@ehfe a
800-1200 ml/minuto a través de wna columna (9" (22,5 cn) - de
didmetro x 21" (53 cm) devaltura), rellens con carbdn Farnell

BO. El darbén ha sido utilizado antes para la adsorcidn de

tes reactivos:

NaOH 0,5N; NaOH 0,2N/acetona (3:2); agua; HCL 1N;

agua; regulador de fosfato a pH 6; agua.

La columna se lava con 20 1 de agua para desplazar
al filtrado del cultivo y se eluye mediante flujo descendentel
con acetona/agua 2:8 en volumen/volumen, a 200-250 ml/minuto.
Se recogen fracciones de 1 litro. las fracciones que contiene
el MM 4550 (complejo), determinado por un ensayo de difusidn

antibacterianms utilizando Klebsiellaszerogenes, se combinan
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i lulosa en polvo (Whatman CC 31) en isopropanol/agua 7:3 en

(11 1) y se concentran por evaporacién a vacio por debajo
de 30°C hasta 5,5 1. la recuperacidén de MM 4550 (complejo)
en esta fases es del 20 %.

El concentrado se enfria a 2°C, se afladen 5,5 1 de
sulfato hidrdégeno de tetra—n—butilémonio al 2 % en peso/volu-
men en diclorometano a —5°C y se mezclan las dos fases entre
s durante 2 minutos. Se separa la fase diclorometdnica y se
agrega a 1 1 de una-solucidén de yoduro sédico (0,6 %) a o°c.
Ias dos fases se agitan suavemente y la fase acuosa se ajus-—
ta gradualménte a pH comprendido entre 6,5 y 7,0 con solﬁcidn
acuosa al 2 % de NaﬁCOB. Se separa la fase acuosa y se liofio
liza. El sdlido seco se éxtrae con acetona seca para disol-
ver el excesé de yoduro sédico ¥y ;a acetona se separa del re-—
siduo insoluble a vacio para dar 1,1 g de un polvo de color
ante. Ia recuperacién global de MM 4550 (complejo) en esta
fase es del 10 %. la purificacidn calculada sobre el total
de sélidos disueltos en el filtrado del cultivo es de .125

veces.

Una columna de 2,5 cm de didmetro se rellena con ce-

volumen/volumen, hasta una altura de 32 cm. Se disuelven

500 mg del polvo de color ante en 2 ml de isopropanol/égua
7:3 en volumen/volumen y se cromatografia utilizando el mis-
mo disolvente, a un caudal de 1,5 ml/minuto. Se recogen frac-
ciones de 3 ml de -la columna ¥ las que presentan méximos de
absorcidn ultravioleta a unos 285 nm se combinan, se concen-
tran y se liofilizan para dar MM 4550 (complejo). Los experi-o
mentos previos han establecido que las fracciones que absor-

ben alrededor de 285 nm contienen un material antibacterial-

mente activo, inhibidor de los enzimas.
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. terminada por el método del microtitulo normalizado en caldo

El rendimiento de MM 4550 (complejo) liofilizado es
de 35 mg. Tiene un aspecto amorfo castafio y un I50 de 0,0001
pe/ml. La recuperacién de material activo en esta fase es dell
3 % en total y la purificacidén es de 600 veces en total.

Ia actividad antibacteriana de este preparado es de-

del ensayo de sensibilidad Oxoid, utilizando inoculums lige-
ros. las concentraciones minimas de inhibicidn resultahtés
son similares a las mostradas en la Tabla IIT. |

El andlisis del preparado por cromatografia en capa
fina sobre celulosa (ldminas de Eastman Kodak “Chromaéfam“)
desarrollado con n-butanol/isopropancl/agua (7:7:6) separa
dos sustanciés activas, una con un Rf aproximado de &,58 que
es denominado MM 4550 y otra con un R, aproximado de-0,72
que es denominada kM 13902. Estos dos materiales pue&enrser

detectados por bioautografia sobre una variedad de organismos

como B. subtilis, Staphylococcus aureus (Oxford), Staphyloco;

ceus aureus (resistente a la penicilina) Escherichia coli

(sensible y resistente a la penicilina), Salmonella

typhimurium, Proteus mirabilis, Proteus morganii y Klebsiella

aerogenes. Algunos de los resultados obtenidos se encuentran
en la Tablg IV,

En otro experimento, las dos sustanéias se separan
sobre ung capa fina de celulosa desarrollada con isopropanol/
agua (8:2) y extraida de la celulosa con regulador de fosfato
En cada ensayo se determina la inhibicidén de la P-lactamasa
y se demuestra que ambas sustancias son inhibidores de la

B-lactamasa de Escherichia coli. También se demuestra que

ambas sustancias son sinérgicas con la bencilpenicilina con-

tra la Klebsiella aerogenes.

<

F npext
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TABLA IV

Actividad antibacteriana de MM 4550 y MM 13902 determinada porl

bioautografia (cromatografia en capa fina con celulosa ¥ bu-

tanol/alcohol isopropilico/agua 7:7:6 en vol./vol.)

Didmetro de la zona por bicautografia
Zona de MM 4550 Zona de MM 13902

Organismo en mm a R 0,58 en mm a Ry 0,70.
Klebsiella gerogenes 20,0 20,0
Proteus mirabilis 17,5 _ 13,5
Proteus morganii 16,0 9,5
Salmonella typhi _ 19,5 21,0
Escherichia coli 10418 20,0 13,5
Escherichia coli B11 17,5 10,5
Enterobacier aerdgenes 6,5 ninguna-zéha
Staphylococcus aureus (Oxford 13,0 4,0
Staphylécoccus aureus @ussell)12)0 4,0
Bacillus subtilis 24,0 15,0
EJEMPLO 2

: Preparacidn de MM 4550 (complejo) y separacién en MM 4550 y
i MM 13902
i Mil cien litros de filtrado de cultivo procedente de

Efla fermentacidn de Streptomyces olivacea ATCC 31126 a pH 6,5

@éy 5°C son percolados a 3,2 1/minuto a través de una columna
§§(0,3 mx 1 m) rellena con carbén granulado Darco. (E1 carbén
ya ha sido utilizado para la adsorcidn de MM 4550 (complejo)
y se regenera antes de su uso lavéndolo con los siguientes
reactivos:
NaOH 0,5N; NaOH 0,2N/acetona (3:2); agua; HCl Nj
agua; regulador de fosfato, pH 6; agua).

Esta columna se lava con 60 1 de agua para desplazarm
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el filtrado del cultivo y se eluye con acetona/agua (2:8 en
volumen/volumen) a 30°C a razdén de 1,1 1/minuto. Se recogen
60 1 seguido de cinco fracciones de 10 1. Se reunen las frag
ciones que contienen el MM 4550 (complejo) (40 1), determina-
do por el ensayoc de difusidn antiba;teriana empleando

Klebsiella aerogenes y se concentra a vacio por debajo de

30°C hasta 32 1 Ia recuperacidn de MM 4550 (complejo) en es-
ta fase es del 15 ﬁ.

El concentrado se enfria a 5°C; se afiaden 16 1 de clg
ruro de cetildimetilbencilamonio al 0,2 % en diclorometéno a
5°¢ ¥y se mezclan las dos fases durante 5 minutos. Se sebanaim
fase de diclorometano y se agrega a 3,75 1 de una solucidn de
yoduro sédico al 0,4 % a 5°C. Se mezclan las dos fases duran-
te 5. minutos y la fase acuosa se separa y liofiliza. El‘ééli—
do seco se extrae con acetona seca péra disolver el excesb de

 yoduro sédico y el sélido residual. se seca a vacio para dar

12,87 g de un polvo de color ante. Ia recuperacidn global de

‘KM 4550 (complejo) en esta fase. es del 6 %. ILa purificacidn

:del cultivo es de 160 veces.

'calculada sobre los sélidos disueltos totales en el filtrado

Una columna de 63 mm de digmetro se rellena con celu
losa en polvo (Vhatman CC 31) en isopropanol/agua (7:3 en vo-
lumen/volumen) hasta una altura de 300 mm. Se disuelven 2,0 g
del polvo de color ante en 5 ml de isopropanol/agua (7:3 en
volumen/volumen) y se cromatografia en el mismo disolvente a
3 ml/minuto. Se reunen las fracciones que contienen MM 4550
(complejo), determinado por el ensayo frente a Klebsiella
aerogenes, se concentran por evaporacién a vacio por debajo
de 30°C y se liofilizan para dar 207 mg de un sélido nsrdo. L3

recuperacidén de Mi 4550 (complejo) para esta fase es del 51 a3
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- 1liofilizan para dar 53 mg de un sélido que contiene una sal

— 45 -

¥ la purificacidén es de.5 veces,

Una columma de 16 mm de didmetro se rellena con ce-
lulosa en polvo (Whatmen CC 31) en n-propanol/agua (4:1 en
volumen/volumen) hasta una altura de 300 mm. Se disuelven
198 mg del sdlido pardo en.agua/h—propanol (1:1) y se croma-
tografia en n-propanol/agua (4:1 en volumen/volumen) a un
candal de 0,5 ml/minuto. Se recogen las fracciones (6 ml),

se biocensayan frente a Klebsiella aerogenes y se mide el.és—

pectro ultravioleta de cada fraccidn. Las fracciones 23-28,
con un maximo ultravioleta a 305 nm aproximademente, coatie-
nen la sal disédica de MM 13902. Estas fracciones se reunen,

se concentran a vacio y se liofilizan para dar 30 mg de sd-

lido, Esta preparacidn presenta solamente una zona de activiy

dad antibidtica Re 0,77 por cromatografia en capa fina, uti-
lizando placas de celulosa Eastman Kodak con n—propano})%gua
(4:1 en volumen/volumen)., La zona se detecta por bioautogra-

f{a sobre Bacillus subtilis. (Ias fracciones 29-40, con un

maximo de absorcidn ultravioleta a 285 nm aproximadamente,

contienen MM 4550. Se combinan, se concentran a vaclo y se

de MM 4550 contaminada con una pequefia cantidad de una sal
de MM 13902).

EJEMPLO 3
Procedimiento preferido de aislamiento para la preparacidn

de MM 4550.

Una reserva de esporas de S. olivaceus ATCC 31126
ge mantiene en zlmacenamiento en tubos de tierra seca en un

envase cerrado, con un desecador, a una temperatura de 20%C.

Se transfiere una pequefla cantidad de la tierra de reserva
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(aproximadamente 20 mg) asépticamente a un Erlenmeyer de

500 ml que contiene 100 ml del siguiente medio:

Constituyente Cantidad (g/litra
Monohidrato de glucosa 20,0
Harina de soja . 10,0

Agua desionizada hasta . 1 litro

El pH se ajusta a 6,5 antes de la esterilizacidn.
Ia harina de soja es "Arkasoy 50" suministrada por la British
Arkady Co. Ltd., 01ld Strafford, Manchester, Inglaterra.

El matraz se incuba en un sacudidor rotatorio
(240 rpm) durante unas 30-horas a 28°C. Entonces se utilizan
2 ml del cal@o vegetativo resultante para inocular un cultivd
inclinado de dgar sélido en una botella Roux. E1 médio de

dgar tiene la siguiente composicidn:

Constituyente Cantidad
Jugo de vegetales V-8 - 20,0 mi
Agar 7 20,0 g
Agua desionizada hasta 1 1

El pH se ajusta a 6,0 antes de la esterilizacidn.
(El jugo V-8 puede adquirirse de la Campbell's Soups Ltd.,
Kings Iynn, Norfolk, Inglaterra).

La inoculacidn se extiende sobre la superficie dg
dgar haciendo oscilar el frasco que después se incuba de pie
a 30%C. Al cabo de ‘2 dias de incubacidn, se sépara mediante
una pipeta el exceso de liquido en el frasco y se continda 1sg
incubacidn durante otros 4 dias.

Previamente se habia encontrado que el desarro-
1lo de actinofagos en el cultivo inclinado es suprimido si
se adopta este método de wreparacidn del cultivo en el fras-

co Roux,
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Se afiaden 50 ml de agua desionizada esterilizada
que contiene 0,02 % de Tween 80 a un cultivo en un frasco de
Roux y las esporas se suspenden sacudiendo. Esta suspensidn
de esporas se aflade después como inoculum a 75 litros de un
medio esterilizado en fase de siem%ra contenido en un fermeng
tador de acero inoxidable de 100 litros. La composicidn del

medio de fase de siembra es la siguiente:

Constituyente Cantidad (g/1)
Harina de soja ("Arkasoy 50") 10,0
Monohidrato de glucosa 20,0
Agua corriente hasta 1 litro

Para controlar la formacidn de espuma, se afiaden
al medio de fermentacién, antes de la esterilizacién, 50 ml
de "Pluronic I81™ al 10 % en volumen/volumen en aceite de
S0 ja. '

El medio se esteriliza a vapor ‘en el fermentador
durante 20 minutos a 120°C. El cultivo en fase de siembra se
agita a 140 rpm con un agita&or de disco de paletas de 7,5"
(19,0 cm) de didmetro) y se introducen 75 litros/minuto de
aire estéril a través de un rociador de extremo abierto.

la temperatura se controla a 28°0 y después de
incubar bajo estas condiciones durante 48 horas, el conteni-
do de la vasija se agrega como inoculum a 1500 litros de un
medio de fermentacidn estéril en un fermentador de acero ing

xidable de 2000 litros, totalmente tabicado. El medio de fer

mentacidn tiene la siguiente composicidn:

Constituyente Cantidad (g/1)
Harina de soja ("Arkasoy 50") 10,0
Monohidrato de gluccsa 20,0
Greda (carbonato cdlcico preci-— 0,2

pitado)

3
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Constituyente - Cantidad (g/1)

Cloruro de cobalto (00012.6H20) 0,001
Sulfato sédico (anhidro) 1,0 -
Agua corriente hasta 3500 litros

El pH se ajusta a 6,0 con hidrdéxido sdédico antes de
la esterilizacidn. Antes de la esterilizacidn, para evitar
la formacién de espuma, se afiaden 3 litros de "Pluronic
181" al 10 % en aceite de soja. Después de esterilizar se
ajusta el pH de nuevo a 7,0 con SOIucién estéril de hidrdxi=-
do sddico. La fermentacidn se agita a 106 rpm, estando pro-
visto el eje del agitador de dos propulsores de disco de pa-
letas de 19" (48 cm) de didmetro. La temperatura se controla
a 30°C y el caudal de aire a 1200 litros/minuto. E%?fenmen—

tacidn se cosecha al cabo de 60 horas y se clarifices por

3, 49

centrifugacidn.

" Al material asi producido se le asigna arbitrafiamente
una actividad de 340 unidades/ml. Los ensayos fuerbn deter-
minados en la forma indicada en la Descripcidn 2. _

Se extraen 1050 1 (340 unidades/ml) de filtrado del
cultivo a 102C y pH 8 con 310 1 de diclorometano a 109C con-
teniendo 1200 g de cloruro de cetildimetilbencilamonio, bom-
beando los 2 litros a caudales predeterminados a través de un

mezclador incorporado. Se separan las fases en una centrifu-
ga continua Sharples, habiendo sido mezcladas durante unos
2 minutos. Ia fase de diclorometano (300 1) se retroextrae
con yoduro sédico acuoso. Ia retroextraccidn se realiza en
cuatro lotes, utilizando un total de 7 1 de agua contenien-
do 210 g de yoduro sddico. Las fases se separan por la ac-

cidn de la gravedad. La fase acuosa se ajusta desde pd 7,7

a pH 7,0 con dcido clorhidrico y se filtra. El extractoen yo-

i
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duro sédico (7 1) contiene 21900 unidades/ml. Se prepara una
columna cambiadora de jon rellenando QAE Sephadex A25 (obte-
nido de Pharmacia I+td) en solucidén reguladora de fosfato a
pH 7 (O;OBM) conteniendo cloruro sdédico (0,3M) en una columna
de vidrio de 10 cm de didmetro, hasta una altura de 40 cm.
El extracto en yoduro sédico (7 1) es percolado a 59C a
través del QAE Sephadex a 50 ml/minuto. Ia columna se elu-
ye con NaCl O,7M en gsolucidn reguladora de fosfato O, O, M,
también a pH 7, a 5°C y a un caudal de 25 ml/minuto. Se des-
precian 2 1 de eluato y se recogen S0 fracciones (100 m;).
Ias fracciones se estudian en un espectrofotdémetro. ultravio=-
leta y las fracciones que presentan un méximo de absorcidn
g 285 nm aproximadamente se reunen y se ajustan a pH.7.{frac-
ciones 25-35, volumen reunido 1230 ml, 71.000 un1dade§(@1)
Previamente se ha demostrado que las fracciones con ug)max1—
mo en esta regidn contienen MM 4550. ~

Se afiade cloruro sédico (5 g/100 ml) a las fraccio-
nes reunidas que después son percoladas a 5°C a través de ung
columna de 6,3 cm de didmetro rellena con resina Amberlite
XAD 4 (suministrada por Rohm and Haas Itd) hasta una altura
de 30 cm, a un caudal de 20 ml/minuto. Los antibidticos son
adsorbidos Sobre la resina bajo estas condiciones mientras
gue las impurezas inorgdnicas no lo son. ILos antibidticos se
eluyen a la temperatura ambiente con agua destilada (200 ml)
seguido de metanol acuoso al 50 %. Se evapora el eluato (1 1)
por debajo de 30°C bajo presién reducida hasta 70 ml, se ajug
ta a pH 7 ¥ se liofiliza hasta formar 2,18 g de un sélido pax
do que es la sal parcialmente purificada de MM 4550 con una
actividad de 3100 unidades/mg.

Ia sal disddica de MM 4550 parcialmente purificada
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(0,55 g) se cromatografia sobre una columna de celulosa

(4,5 em i 29 cmj celulosa Whatman CC31) elufda con n-propa-
nol/agua (4:1 en volumen/volumen) a2 un caudal de 2,5 ml/minu-
to. Se desprecian los primeros 135 ml de eluato y después se
recogen fracciones de 15 ml. Ias fracciones gque contienen la
sal disédica de MM 4550, determinado por absorcidn ultraviole
ta, se recogen (90 ml), se evaporan por debajo de 30°C & pre-
sidn reducida pars separar el n-propanol y se liofilizan pa-
ra dar 87 mg de un polvo amarillento con una actividaé de
6600 -unidades/mg.

El material anterior presenta un mdximo de absorcidn
ultravioleta a 285 nm aproximadamente, con un.é} f; de 240
aproximsdamente. BEste material presenta los espectros infra-
rrojo y de resonancia magnética nueclear indicados en'lég’Fi—

y *

guras 2 y 3, respectivamente. La actividad antibacteriapa del
material se encuentra en la Tabla X. El andlisis ele&énfél
de este material indica que contiene, entre otros, nit?@ge—
no; azufre y sodio; probablemente en la relacidn N:S:Na -
2:2:2, Los mdximos positivos y negativos de las curvas de
dicroismo circular de la sal disddica de MM 4550 fueron deter
minados en un espectropolarimetro registrador Cary-61 & con-

centraciones de 0,37 mg/ml, para una longitud de la trayecto-

ria de 1 em; los resultados fueron los siguientes:

A (nm) | A;E/m

185 4 2,4x 107
207 ‘ - 1,22 x 1072
259 - 2,20 x 1072
290 - 1,89 x 1072
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TABLA X

Actividad antibacteriana de la sal disddica de MM 4550 (mé-

todo del microtitulo - inoculum pesado, caldo de una noche

1/100)

Organismo

CMI ( 1}1g/m1)

Bacillus subtilis A

Staph. aureus Oxford

Staph. aureus Russell

Strep. faecalis

Enterobacter cloacae N1

Kleb. aerogenes A

Proteus mirabilis 13

Proteus vulgaris WO 90

Prov. stuartii

Eg{ aeruginosa A
Salmonella typhimurium CT 10

Serratia marcescens US 39

Shigella sonnei

25
20
20
100
100
25
10

3>100

5
20

5

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICA CIONES

1. Un procedimisnto para la preparzcidn de MM 4550

précticamente puro o una sal del mismo prédcticamente pura,

forma de sal sbédica prédcticamente pura, tiene las siguientes
caracteristicas:

i. Es muy soluble en agua, soluble en metanol y préctica—
mente insoluble en cloroformo, éter dietilico e hidro-
carburos, '

ii. En solucidn acuosa, tiense un espectro ultravioleta ca-
racteristico con mdximos de absorcién a 238 nm sproxi-
madamente y a 28% nm aproximadamente.

iii. Cuando estd presente en una proporcidn del 0,4 % en pet
so/peso en un disco de KBr recién preparado, $iene un
espectro infrarrojo caracteristico con mdximos de;ab-
sorcién, entre otros, en 3450, 2950, 1765, 1695, 1510,
1390, ¥ 1260 ™! aprox;madamente. Si se toma otro es-

pectro alrededor de una semana despuds de la prepara-
cidn del disco de KBr, el espectro presenta considera~-
bles variaciones, por ejemplo ei plco grande que pre—
viamente se encontfaba alrededor de 1765 ar! se ha
reducido considerablemente de tamafio o ha desaparscido
ive Tiene un espectro RMN caracteristico cuando se toma en
DZO’ espectro que posee, entre otros: (a) una pareja
de dobletes de campo bajo, centrados aproximadamente
en 2,45 y 3,65 con constantes de copulacidn de 15 Hz
te en 8,55 y (c) un singlete marcado en ;,95 aproxima~

damente.

L34

V. Posee actividad antibacteriana contra diversas especie;

cuyo compuesto MM 4550 es un dcido carboxflico sélido que, en

aproximadamente; (b) un doblete centrado aproximadsmen|

X



10

15

20

28

vii.

vill.

ix.

-53 —

que comprenden, entre otras, cepas de Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsgiella

aerogenes, Proteus mirabilis, Acinetobacter anitratus,

Serratiz marcescens y Shigella sonneil.

via.

Cugndo se mezcla con ampicilina, sinergiza su actividad

contra organismos que comprenden cepas de . Egcherichia

coli, Xlebgiella aerogenes, Proteus mirgbilis, Proteus

morganii y Staphylococcus aureus Russell.

El andlisis de aminodcidos indica gue el material no e
un polipéptido ni una proteina. No se encuentre &cido
a~amincadipico después de la hidrdlisis dcida.
Reacciona con el reactivo de Ehrlich (300 mg de 4~dime-
til-aminobengaldehido disueltos en una mezcla de 54 ml
de n-butanol, 9 ml de etanol y 9 ml de dcido clorhidri-
co concentrado) para producir un color azul sobre los
cromatogramas de papel ¥y en las ldminas de cromatogra—
f£ia en capa finae |

No es un veneno general de enzimas y no inhibe a los
siguientes enzimas a concentraciones superiores a las
requeridas pars inhibir a la B-lactamasa de Egcherichia
goli: monoamino-oxidasa, anhidrasa carbbnica, dopa-des~

carboxilasa, tripsina, quimotripsina o ureasas

cuyo procedimiento consiste en separar cromatogrdficamente
una solucidn de MM 4550 (complejo), descrito anteriormente,
en fracciones constituidas esencialmente por una solucidn

de MM 4550 o una sal del mismo y otras fracciones y aislar
el M 4550 précticaﬁente puro o una sal del mismo de la

solucidn.

2. Un procedimiento segin la Reivindicacibn 1, don-

de el M 4550 (complejo) ha sido obtenido cultivando

34
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Streptomyces olivaceus ATCC 31126 o un mutante del mismo.

5. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el que
ha de recaer la patente de invencidén que se solicita: UN PRQ

CEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE ANTIBIOTICOS.

5 Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pTe

. sente memoria descriptiva que consta de cincuenta y cuatro

5 péginas mecanografiadas y dibujos adjuntos. _

Madrid, 26 de Marzo 1.975
BERNARDQ WNGRIA
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