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RESUMEN DE TA INVENCION

de ha encontrado que se puede obtener un nueve anti-

bidtico pdr fermentacién de ciertas cepas de. Streptomyces

olivaceus y organismos afines., Ademds de ser un potente anti

bibtico, este nuevo material, que ha sido denominado MM 13902,

actia sinérgicamente con las penicilinas y cefalosporinas.

ANTECEDENTES DE TA INVENCION

En la patente britédnics n? 1.363.075 se indicsa que
puede obtenerse un inhibidor dtil de la B-lactamasa por fer-

mentacibn de ciertas cepas de Streptomyces olivaceus. Hasta

nuestra invencién, se creia que el material descrito en la
patente britdnica n? 1,363.075 era précticamente puro. Sin
embargo, hemos descubierto que no es asi y que puéde aislarse
un componente minoritaric de ese material, que posee una in-—
tense actividad antibacteriana. IEste nuevo material éé‘ﬁénomi
nado IMI 13902 y ghora se cree gue es responsable ds uaz barte
de la actividad antibacteriana presente en el material de la
patente briténica no 1.363.075, aungue es responsable de sola:
mente una parte muy pequelia dé la actividad inhibitoriz de la
B~lactamasa presentada por ese material. Naturalmente, nads.
én esta memoria debe ser considerado como reivindicativo del
material descrito en la patente britdnica n? 1.363.075. Se
saﬁe gue otros inhibidores de B-lactamasa son producidos por

lés variedades de Strepltomyces, por ejemplo los descritos en

lahsolicitud de patente alemana publicada n? 2,340.005, pero
no se ha demostrado gue estos materiales conocidos presenten
la potente actividad antibacteriana del tipo poseido por el”
My 13902,

DESCRIPCIQN DE LA INVENCION

Esta invencidn-proporciona el agente antibacterigno de-
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‘lnominado agui MM 13902 y sus sales.

lcies, entre otras las siguientesi cepas de Staphylocoocus

N
I

—

E1 MM 13902 es un &cido carboxilico sélido de formu-
la I '

CH5

/Jx\ ?
HQSO / ,
9 “‘“*?’/\¥,s-cg§c-NH-co-CH
AR ?
0% \0021{ H

gue en forma de sal sbédica prédcticamente pura, tiene las si-
guientes caracteristicas:

i Es muy soluble en agua, soluble en metanol y précti-
camente insoluble en cloroformo, éter dietilico o hidrocarbu
ros. (

ii. En solucién acuosa, presenta un espectro ultraviole
ta caracteristico, con miximos de absoreidn, uno de Ioé‘cua-
les se encuentra a 305 mn aproximadamente.

iii. Cuando estéd presente al 0,4% en peso'peso en un dis
co de KBr recién preparado, presenta un espectro infrarrojo
caracteristico con miximos de absorcidn, entre otros, en 345Q
2950, 1750, 1620, 1510, 1400 y 1260 cm ~. eprox.

iv. Tiene un expectro RMN caracteristico cuando se toma
en D0, cuyo expectro presenta entre otros: (a) una parejs de
dobletes de campo bajo centrados a aproximadamente 2,85Cy
4,00 , con constantes de copulacidén de aproximadamente 14 Hx
(b) un dohlete centrado aproximadamente en 8,55Ty (¢) vn -
kinglete marcado en 8,00C eproximadamente.

v. Posee actividsd sntibacteriana contra diversas espe

aureus, Bacillus subtilis, Escherichis coli, Klebsiells

aerogenes, Proteus mirabilis, Salmonella ITyphi y Pseudomonas

laeruginosa.
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vi. Cusido se mezcla con ampicilina, sinergiza su eacti
vidad contra organismos gque comprenden las cepas Escherichia

coli, Klebsielle aerogenes, Proteus mirebilis, Proteus morgs;

nii y Stavhylocoocus aureus Russell.

fca practicamente pura, presenta un espectro de absorcidén in-

La sal disédica pura de MM 13902 es un inhibidor de la
%—Lactamasa y tiene un Ig, (definido més adelante) comprendi
do entre 0,001 Pg/ml ¥y Oj0001~yg/ml contra la B -lactamasa

de Escherichia coli B 11l.

Cuando se hace pasar sobre celulosa en un sistema de

cromatografia en capa fina, la sal disddica pura de MM 13002|
tiene los siguientes valores Rf aproximados:
(a) n-butanol/isopropanol/agua - 7:7:6 v/v; R. = 0,72
() isopropanol/agua ~ 7:3 v/v; Rp = 0,85 -
(¢) n-butanol/etanol/agua - 7:7:6; R, = 0,81
(d) n-propanol/agua - 4:1; R, = 0,75

Desde otro punto de vista, el M1 13902 puede ééf carac
terizado como agente antibacteriano gque contiene agufre. cu-

yas sales se producen durante el cultivo del Streptomyces

Oliva ceus ATCC %1126 y en forma de una solucidn acucsa de si
sal disbdica tiene unos mdximos de absorcidén ultravioleta a
305 mm aproximadamente y 225 um aproximadsmente, esencislmen
te como muestra la Figura 1 deda aqui. A

- Alternativamente, el MM 13902 puede ser caracterizsdo

como un agente antibacteriano gque, en forma de su sal disdédi

frarrojo sustancialmente como el mostrado en la Figura 2, -
cuando se recoge en su disco de KBr'al 0,4 % en péso/peso re
ciente preparado y que, en forma de su sal disbdica préctica
mente pura, tiene un espectro RITI esencialmente como el mos-
trado en la Figura 3 cuando se recoge en solucidn de D20 re—

cien preparado.
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El material MM 13902 suele ser inestable cuando se en-
cuentra en la forma dcida no salificada. Por consiguiente, un
aspecto preferido de esta invencidén proporciona las sales de
MM 13902.Adecuadamente, las sales de MM 13902 son sales dibd
sicas. Mas sdecuadamente, estas sales son transformadas con
iones farmacéuticamente aceptables como iones de sodio, pota
sio, calcio, magnésio, aluminio, amonio convencionalmente sug
tituido y similares. Son sales especialmente adecuadas las 3
les de metales alcalinos como las de sodio o potasio, por
ejeuplo las sales disédica o dipotésica.

Adecuadanmente, el MM 13902 y sus sales, proporcicnados
por esta invencién, presentan una pureza del 50 % comwo minimg
tadavia mejor del 70% como minimo y preferiblemente del 80 %
por ejemplo del 90 - 100 %. ’

En otro aspecto, csta invencién proporciona ung <ompo--
sicién farmacéutica que comprende MI 13902 antes describo o
una sal del mismo, junto con un vehiculo farmaceuticaumente
aceptable.

En el caso més adecuado; las composiciones de esta in-
vencidn contienen una sal sédica o potdsica de MM 13902, por
ejeuplo la sal disdédica o dipotésica de M 13902.

Estas composiciones pueden encontrarse en una forma adg
cuada para uso oral, tépico‘o parenteral. Por ejeumplo, puedeﬁ
utiligzarse tabletas, cépsulas, cremas, jarabes, polvos recong
tituibles y formas estériles adecuadas para la inyeccidn o
infusibén. Estas composiciones pueden contener materiales con
vencionales farmacéuticemente aceptables, como diluyentes,li
gantes, colo;antes, aromatizantes, preservativos, desintegrsang]
tes y similares, de acuerdo con la prictica farmacéutica cop

vencional, de forma conocida por los expertos en la formula-

cidén dz antibioticos como las penicilinas y lss cefalosporinag
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E1l MM 13962 o sus sales pueden estaf présentéren conmpo
sicidn de esta invencidn como tnico agente terapéutico o pue
de estar presente junto con un antibidtico de ﬁ.—lactama,Los
antibiéticos de ? ~lactama adecuados son los conocidos por
ser susceptibles a las ?-—lactamasas y taubién por poseer -~

cierta resistencia intrinseca a las ?—lactamasas. estos anti

bidticos de ? ~lactama son la ampicilina, amoxicilina, bencit

penicilina, fenoximetilpenicilina, propicilina, cefaloridina
cefoxitina, cefalocitina, cefalexina, carbenicilina,ticarci-

lina y los ésteres hidrolizables in vivo de estos colipuestos

tales como los ésteres fenilicos, fenilicos, tolilicos o indsg

nilicos de carbenicilina o ticarcilina o los éstére§‘§qetoxl
metilicos, pivaloiloximetilicos o ftalidilicos de‘ampégilina
amoxicilina, bencilpenicilina, amoxicilina, cefaloridina, ce
faloglicina y similares. ‘ .

PRENRULEE S

T2 relacidn de MM‘15902 o de una sal del mismo & anti-

bibdtico de %.lactama estd comprendida normalmente entre.10:1

k)
¥

y 1:10, por ejemplo entre 3%:1 y 1:3. .

-

Ia cantidad total de agentes antibacterianos présente
en cualqguier dosis unitaria ﬁormalmente estard comprendida
entre 50 y 1500 mg y habitualmente entre 100 y 1000 mgs

Las composiciones de dosis unitarias preferidas de acug
do-cqn esta invencidén son administradas una o mis veces al
dia. por ejemplo dos a cgatro veces al dia, en ei tratamien-
to de las enfermedades dei tracto urinario, tracto respira-
torio, tejidos blandos y similares._Asi las composiciones
pueden ser utilizadas en el tratamiento de enfermedades taled
como bronquitis, gonorrea, otitis media, mastitis y similared

En uno de sus aspectos, esta invencidn proborciona un

procedimiento para la preparacidén de Mi 13902 o una de sus

<
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sales, que consiste en separar cromatograficamente una soli;
cidén de MM 4550 (complejo) como se describe mis adelante,
en fracciones constituidas esencialmente por una solucidn
de MM 13902 o una sal del mismo y otras fracciones y aislar
de la solucidn el MM'15902 o una sal del mismo.

Por fraccionés "econstituidas esencialmente por una sory
lucién de MM 13902 o una sal del mismo" se entiende que o
bien el tinico material antibiético presente en esa solucidn
es MM 13902 o una sal del mismo o que si hay presente cual-
quier otro matezdal antibidtico, entonces se encumbtras en
menor proporcidn que el MM 13902 o que sus sales. Lo adecusa+
do es que el MM 13902 o una de sus sales represente el
70 %, todavia mejor el 80 % y preferiblemente el 90 -1C0 %
del material antibidtico presente en la fraccién. Hemos en-
contrado que un método aceptable de determinacidn de que fric
ciones estén constituidas esencialmente por una saludién de
MM 13902 o una sal del mismo consiste en esbtudiar el ezpec-
tro de absoreidn ultravioleta de cada muesbra. Las ffaccio—
nes que presentan un espectro ultravioleta similar al de la
Figura 1 normalmente conbiene MM 13902 o una sal del misme,
esencialmente exentos de otros materiales antibidticos tales
como MM 4550 que Seré descrito mas adelante. En genersl, lac
fracciones que presentan un méximo de absorcidn ultraviolets
marcado & unos 305 nm son de la pureza deseada.

Normalmente se utiliza el procedimiento anterior para
el aislamiento del MM 1%308C2 como sal dibasica. Si ée requieﬁe
una sal monobésica de MM 13502 o el acido libre MM 17902 prg-
piamente dicho, pueden ser preparados por acidulacidén & una
sal dibasica de MM 13902 porque, en general, las sales mono-

bésicas de MM 13902 y el &cido libre MI 13902 no son éuficien
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‘ca registrada).

temente estables para asislarlos de las mezclas tales como
MM 4550 (complejo) descrito mis adelante. Estas sales mono-
bésiqas y écidos libres no son fécilmenterobtenibles debi-
do a su poca estabilidad. ,

Como ya se ha dicho, creemos que el aislamiento croma

togréfico del MM 13902 se efectia mejor utilizando una sal
de MM 13902, como la sal disddica. Las sales de MM 13202
son més soluﬁlesnen los sistemas disolventes acuosos que en
los disolvenfes altemente iipofilicos ¥, por consigulente

se prefiere utilizar sistemas disolventes acuosos en las pu

- L3 3 - 2 . . s 7
rificaciones -cromatograficas empleedas en esta invencion.

Fn nvestras memos, las-soluciones ‘acuosas de electrolitos

reguladas hasta pH aproximadamente neutro han resultado ade
cuadas para uso en combinacién con materiales ae soporte

polares, tales como resinas béisicas cambiadoras de ién. Asi}
pue@e utilizarse una solucibén acuosa de cloruro sédi¢6 reguy
ladé a pH aproximadamente 7 con un regulador convencional,
tal como un regulador de fosfato, en combinacidn cor mate-
riales de soporte que pueden contener grupos amino térciari>s

0 grupos amonio cuaternario. Hemos encontrado que las celu-

losas bAsicas cambiadoras de ién y los dextranos reticulados

W

basicos cembiadores de ién constituyen materiales de soport
adecuados y que, en particular, el QAE Sephadex A25 es un
nateri al de soporte altamente adecuado, espedsimente cuando

el sistema disolvente contiene cloruro sédico 0,7M en solu-

T

cién reguladora de fosfato a HE 7 (El "Sepkadex" es una mar

Alternativamente, en nuestras manos, han resultadc ade-
cuados los sistemas disolvenbtes que comprenden mezclas de

agua y disolventes orginicos miscibles con agua, tal como
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glcanol inferior, para uso en combinacidn con materiales

disolvente especialmente adecuado para uso coﬁ la celulosa ¢
una mezcla de agua e isopropanol, especialmente una mezcla ¥
de isopropanol y agua.

Sin émbargo, el producto del procedimiento antenriox
que emplea resinas interceambiadoras de iones frecuentemente
contiene una proporcion muy alta de cloruro sdédico, de mane-
ra que es beneficioso desalificar las soluciones reunidas.

La desalificacidén puede ser efectuada haciendo descender la

solucién por una columna que contiene un material lipefilieg

f

sobre el que es adsorbido el MM 13G02 peroc que no agbsorbe al
cloruro sbédico. Los materiales adecuados para la:columna sor
los poliestirenos como Amberlite XAD 4. Alternativamente la
filtracibén gelificada puede emplearse usando agentés de £il-
tracién gelificados tales como dextrancs reticuladcs, como
Sephadex G 25 y geles de poliacrilasmida como Biogel P2
("Amberlite", "Sephadex" y "Biogel" son marcas regisviaias).
El antibidtico puede ser eluido de la columna utilizendo
agua, metanol acuoso o similares.

Cuando las soluciones deseadas se obbtienen pcéib} Pro-
cedimiento anterior,'la sal dibéasica de M1 13902 puede ser
obtenida en forma sélida por separacidén del disolvente en
condiciones suaves. Hemos encontrado que un método acepta-
ble de obtencidn de este material sbélido es evaporar bajo pre
sidn reducida v liofilizar las fracéiones que contienen MM
13902.

Si se desea, el procedimiento anterior puede ser efec-
tuad6 en dos o més etapas. Por ejemplo, una sélucién de lMM

4550 (complejo) puede ser separada en fracciones que compren

de soporte inertes como gel de silice o celulosa. Un sistema

5

)
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den MM 13902 o una de sus sales, contaminadas con hasta su
propio_peso‘de otros agentes antibacteriapos, las fracciones
pueden ser liofilizadas para dar un material que contiene
por ejemplo, alrededor de 50-60 % de MM 13902 o una sal del
mismo y este material puede ser después recromatografiado
para dar un material que contiene; por ejemplo, 90-100 % de
MM 13902 o0 una =1 del mismo.

Para los fines de esta memoria, el término MM 4550 (co;;
plejo)! se utiliza'para describir el materialnoriginalmente
denominado MM 4550 en la patente briténica n® 1.363.075. Bl
MM 4550 (complejo) producido por repeticidén de los ejemplos
de la Patente briténica ne 1.363.075 es un material impuro
que contiene en diversas ‘proporciones sales delﬁﬁ 4556'(cdmc
se déscribiré més adelante) y sales de MM 13902 y considerad
bles cantidades de otros materiales. BL MM 4550 (edmplejo)
no tiene el espectro ultravioleta caracteristico dei MM
13902. EL ;50 (desQIi%o més a@elante) del MM 4550 (complejo)
producido per repeticidén de los ejemplos de la patenie bri-
ténica nmimero 1.363.095, no es normalmente inferior é-O,OOOL
pg/ml. La relacidén de sales de MM 4550 a salés de MH»1§902
presentes en el MM 4550 (complejo se cree que es mﬁiiﬁgria~
ble_y creemos que depende de factores tales como la cepa de
organismo utilizada y/o de las técnicas exactas de aislamien
to empleadas pero se ha encontrado en genersl que el compled
jo contiene mas IB1 4550 que IM 13902. La preparacidén de MM
4550 (compléjo) es descrita mas adelante en la seccidn rela-
tiva a "Descripciones", -

Para los fines de esta memoria, el término "IMMY 4550" sé
utiliza para describir un compussto prébticamente puro que

es un potente inhibidor de la ﬁ~lactamasa Yy que también pos
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un cierto grado de actividad antibacteriana. Las propiedades
del MM 4550 estén descritas més adelante en la seccidén relaq
tive a "Déscripciones".

En otro aspecto, esta invencidén proporciocna un procedi-
mienté ﬁara la pfeparacién de MM 13902 y sus sales, Cuyo PpIdg

cedimiento comprende el cultivo de una cepa de Streptemyces

productomde M 13902 y después la recuperacidén del IMI 1390z
o de sus sales del cultivo.

Para este procedimiento, hemos encontrado que las cepas

ceus y organismos afines, como se describe més adelante.
Fn el caso més adecuado, el orgsnismoc empleado es una

cepa de Streptomyces olivaceus tal como ATCC 2;579, 21380,

21381, 21382, 31126 o mutantes de los mismos.
Un organismo especialmente preferido para uso &k este

procediniento es el Streptomyces olivaceus ATCC 31L2C,

fica el crecimiento aerobio deliberado de un organisac, en
presencia de fuentes asimilables de carbono, nitrégeno, azu-
fre y sales minerales. Este crecimiento aercbio puede -temr
lugar en medios nutritivos sélides o semisdlidos o -ei.un me-
dio liquido en el que los nutrientes estén disueltos o sus-
pendidos. E1 cultivo puede tener lugar sobre una superficie

aercbia o en un cultivo sumergido. El medio nutritivo puede

micemente definido. En nuestras manos, hemos encontrado que
son especialmente adecuados los medios que contienen nutriex
tes complejos tales como extractos de levadura, harina de &g
ja y similares. También hemos encontrado que la adicidén de

iones cobslto, imnes sulfato y carbonato célcico es benefi-

productoras de MM 13902 son las cepas de Streptomyces oliva-

En el sentido utilizado aqui, el término “cultivo" signd

estar constituido por mutrientes complejos o puede ester qui
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ciosa.

Hemos encontrado que el cultivo a una temperstura de
28 + 22C produce rendimientos aceptsbles de antibidtico y
que un buen momento para cosechar el caldo es 2-3 dias desF
pués de iniciarse la fermentacidn.

En el sentido utilizado aqui, el término "mutante" in-
cluye cualquier cepa mutante que surjs espontinaamente o &
través del efecto de un agente externo, ya sea este agente
aplicado deliberadamen?e o accidentalmente. Los métodos
adecuads de produccién de cepas mutantes son los sefialados
por H.I. Adler en Technigues for the Development of Micro-
organisms en "Radiation and Radioisotopes for Industrial
Micro-organisms", Proceedings of a Symposium, Viena 1§7§,
pag, 241, Agencia Inpernacionél de Energia Atémica, y estos
incluyen: | res

i. Radtacidén ionizante (tales como rayos X y ¥), luz-ultral
violeta, luz ultravioleta més un agente fotosensibBli~
zante (como 8-met6xipsoraleno) , écido nitroso. hidroxi:
amina, andlogos de la basé pirimidina (tal coma S5-bromo-
uracilo), acridinas, agentes alquilantes (como;ggg de

3

mostaza, metanosulfonato de etilo), perdxide de-hidré-

s 3
. 3

geno, fenoles, formaldehido, calor y
ii. Tenicas genéticas,tales como recombinacidén, transforma-
cidén, transduccidn, lisogenizacidn, comersidén lisogéni-
ca y técnicas selectivas para mutantes esponténeos.
Hemos encontrado que el uso de un agente promotor de la
mutacidén puede conducir a la produccidén de orgenismos que .
tienen la habilidad de producir c&ntidﬁdes mayores de los
antibibéticce deseados. Por ejemplo, la irradizcién de cultio

vos de Streptomyces olivaceus ATCC 21379 seguida de aisla-~
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miento de la cepa resultante que parece producir la zona
més grande de actividad en el ensayo KAG descrito més adelan—

te conduce al aislomiento de Streptomyces olivaceus ATCC

31126, que constituye una cepa preferide para uso en esta
invencidn. |

E1l ATTC 31126 ha sidc también depositado en Holanda comg
CBS 155.75.

En generai, todos los proceaimientos de aiglamiento ¥y
puificacidén utilizados para obtener el antibidtico deseado
deben tener lugar a temperaturas no elevadas, por ejemplo
por debajo de 209C y todavia mejor no superiores a 120G,

Normalmente el producto deseado se obtiene predominante—
mente del filtrado del cultivo de manera que la efapd,inin
cial breferida en el proceso de alslamiento es la separacidn
del materisl sélido de la fermentacidn, por ejemplo por fild
tracidn.

Puede obbenerse un preparado impurc de MM 13902 o de una

sal del mismo a partir del filtrado del cultivo clarificado

por absorcidn del MM 13902 o una sal del mismo gobre-un mate

rial activo tal como carbbén activo o similares y después elyl
cidén de la sustancia deseada para separarla del matexial ac-
tivo, utilizando undisolvente tal como acetona acuosa. Nor-

malmente, este procedimiento se leva a cabo con una sal diba

sica de MM 13802.

Alternativamente, puede obtenerse un preparado impuro de
MM 13902 ¢ de una sal del mismo a partir del filtradordel
cultivo, por extraccidn, utilizando una sal embnica lipofilii
ca y un disolvente no miscible con agna. Frecuentemente esf)

es mis eficaz que el procedimiento, antes descrito. (E1 M ;

T

13202 puede ser obtenido como sal amdnica sustituida por eve-
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poracién del disolvente orgénico a presién reducida). Prefe-
riblemente, la solucidn inicial de la sal aménica sustituids
de MM 13902 es después retro-extraida en una fase acuosa,

utlllzando una, solu010n de un yoduro de metal alcalino como
yoduro SOdlCO. Esta Ultima variante del procedimiento condu-
ce en general a la preparacién de una solucidn acuosa de ung
sal dibasica impura de MM 13902.

Streptomyces olivaceus y organismos relacionadas tienen

las siguientesrcaracteristicas principales:
a) Poseen micelia aérea esporulante bien en las series
grises o amarillas. N
b) Poseen una morfologia espordfna del tipo rectlflex bl
o} esplral 5

¢) Poseen esporas Ge superficie lisa.

d) No producen melamina.

Las especies geposeen estas caracteristicas incluysn las
relacionadas en las tagblas 5 a 9,

Las formas impuras de MM 13902 o sus sales, tal CORO Se
han descrito antes, son normalmente sometidas a los procesos
cromatogréficos més adelante descritos, con objeto de produ—
cir un material de pureza aceptable.

Las siguientes Descripciones elucidan la informacién ge-
neral Util en el aislamiento de compuestos antibacteriancs.
Los siguientes ejemplos son ilustrativos de aspectos de la
invencién.

DESCRIPCION 1

Determinacidn del 150

El valor 150 es la cantidad de material requerida para,

producir un 50 % de irhibicidn de la hidrdélisis de la ampici:
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Reactivo .
Regulador de pH: Regulador de fosfato pota31co o, 05H a
pH 7 .
Solucidén de glmi-~ Preparada como describe Novxck, Blochemn
don/yodo cal J. (1962) 83, 236 o
Substrato: 40 yg/ml de ampicilina en soluclon regu-
' ladora

— 15—

lina por el enzima ﬁ;-lactamaSa del Escherichia coli Bl1l,

un organismo que contiene una ﬁ—lactamasa controlada por el
factor R. Esta f~lactamasa se clasifica como enzima del bit
po IITa, de acuerdo con la clasificacidn de Richmond y Sykes
[4dv. in Microbiol. Physiol. 9, 31 (1973)]
La velocidad de hidrdlisis de la P-lactemasa de la ampi-
cilina a su Acido peniciloico puede ser seguida por un onsa-
yo yodométrico con almiddén, en el que se mide la velccidad
de formacidn de 4cido peniciloico siguiendo la decoleracidn
del complejo almidén-yodo. Este método y la preparacidén de
]1iﬁ—lactamasa estén descritos en un trabajo de Cole M.,
Elson S., y Fullbrook P.D. (Biochemical Journal 1972, 127,
295-%08). Se ha utilizado una ligera modificac%éﬁ del métodc
anterior que consiste en que la muestra de inhibidor es pre-
viamente incubada con un enzima durante 15 minutos a 372G,
antes de agregarla a ls ampicilina de substrate.El procedi-

miento fue el siguiente:

Enzima p-lectamasa: Preparada a partir de E. coli Bll, como

: deseriben Cole y colaboradores, Biochen.
J. (1972) (127, 295. La dilucidn de la

preparacion del enzima en regulador es

tal que produce una caida de alrededor

de 0,3% unidades de den31dad éptica por

100 se*undos en la reaccidn no inhidida.

Pusden uulllz“fse otras cepas de fi.coli

productoras de f-lactamasa, ebpec1almen—

te las que llevan un fector R, por e¢jem-

plo R TIM.

Condiciones
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Las reacciones se llevan a cabo en cubetas de 1 cm &

372C, en un espectrofotémetro Pye Unicam SP 800. Este instii-

mento puede llevar cuatro cubetas de muestia y sus blancos
correspondientes. La primera cubeta se utiliza para la reacH
cion de.control f no contiene inhibidor. Las cubetas segunds
tercera y cuarta, se utilizen para diversas diluciones del

inhibidor. Asi:

Cubeta de : - " Cubeta de
Reactivos muestra blanco
Reactivo élmidén/yodo 1,0ml 1,0 ml
B-lactamasa de E.Boli 0,1 ml _ -
Regulador 7 0,% ml O, »l
Inhibidor del regulador 0;1 ml 0,1 ml

Substrato (afiadido despues de incuba-
cidén de las mezclas snteriores Gu= .
rante 15 minutos a 378G ) 1,0 ml 1.0.ml

Las reacciones se siguen registrando las variacionas
de densidad optica a 580 nm y midiendo la velocidad de la .-:
reaccidén como variacidn de la densidad éptica por 100 segund
dos, durante un intervalo de tiempo de 3-6 minutos. TLa mues+

tra de inhibidor se diluye hasta que se alcanza una dilucién

que da un 50 % de la velocidad de reaccién observada. °n el

£
LR >

control sin inhibidor.

DESORIPCION 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 alslamﬂento. Un &dgar nutriente fundl-
do a 459C se siembra con una cepa adecuada de-Klebsiella ae-~
rogenes productora de E-lactamasa y después se mezcla con

una cantided suficieute de una solucidén estéril de penicilin

(=8
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G para dar una concentracién de pg/ml de penicilina G en el
4gar. Después se vierte el 4gar en una placa Petri y, des~
pues de la solidificacién, se realizan unos pozos cilindri~
cos a distencias iguales en la cepa de &gar, utilizando un
cortador metélico éstéril. Tas soluciones a ensayar s& in-
troducen en los pozos. Después se incuba la placa a una tems
peratura constante comprendida entre 272 ¥ 372G, Durante el
periodo de incubacién, cualgquier inhibidor en la solucidn d¢
ensayo se difunde fuera del pozo &l Agar y alli inhibe la
accién de la [ -lactamasa producida por las células de
Klebsiella. ia penicilina G es asi protegida de la destruc~
¢ibén por la ﬂ-—lactaﬁaéa y esta presente a concentracién
suficiente para evitar el crecimiento de la Flebsiella. En

las partes del &gar a las que no se ha difundido el inhibi~-

dor en concentracién suficiente, la penicilina G es destruiy

da por la P-lactemasa, permitiendo el desarrollo de um dent

so crecimento de la Klebsiella. Asi se forman unas zonas

circulares transparventes de inhibicidn del crecimiento de

Klebsiella alrededor de los pozos que conbienen el inhibidox

dependiendo el tamefio de cads zona de la concenbtracién del
inhibidor en X solucidn bajo ensayo. La potends (uﬁ;dédes
arbitrarias/ml) de las soluciones de ensayo se obtiene por
referencia a una linea patrdén de logsritmo de la concentra-
cién del inhibidor contra el diametro de la zona. Este
sistena de ensayoe taumbién puede ser ubilizade pawva bioauto-
grafias.

DESCRIFPCION 3

Preparacidn de MM 4550 (complejo) comparable a la descrits g

la patente britanica ne 1.%63.075

Se cultiva el Strevtomyces olivaceus ATCC 21379, du~
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rante 7 dias, a 282C sobre un cultivo inelinado de agar sbé-

‘lido, en un frasco Roux. El medio de &gar tiene la siguients

composicidn:
Constituyente. o Cantidad (g/1)
Extraotd de ﬁevadura 10,0
Monohidrato de glucosa ’ 10,0
Agarr - 15,0
Agua corriente hasta 11

(El "extracto de levadura" es "Yeatex" suministrado pod-

la Bovril Food Ingredients, P.0. Box 18, Wellington Road,
Burton-on-Trent, Inglaterra, y el "agar" fue éuministrado
por Oxid Limited, Southwark Bridge Road, Londres, S.d. l.,

Inglaterra). )

El medio se ajusta a pH 6,8 antes de la esterilizacidn
Se afladen 50 ml de agua desionizada estéril conteniendo 0,03
de Tween 80 (marca registrada: El Tween 80 es un moxncoleato
de polioxietilensorbitano) a un cultivo en frasco Qe Roux y
las esporas se suspenden sacudiendo. Esta suspensida de espo
ras se afiade después como inoculum a 75 1 de un med£d de fa
se de siembra esterilizado, en un'fermentadof de acerq:ino-
xidable de 100 1. Ia composicibén del medio de fase g&l‘siembn

8s la siguiente:

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

(La "harina 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 L81 (marca registrada) al 10 %

[
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en volumen/volumen en aceite de soja al medio de fermentacid
antes de la.esterilizacién (E1 Pluronic L8l es suministrado
por Jacobsen van den Befg U.K. Ltd., 231 The Vale, Londres,
W.%., Inglaterra y es un polimero de bloque de éxido de eti-
leno v 4xido de propileno).

El medio se esteriliza a vepor en el fermentador du-
rante 20 minutos a 1202C. El cultivo de fase de siembra se
agita a 340 fpm con un agitador de disco de paletas a 8,5"

(21,6 cm) de didmetro y se suministren 150 1/minuto de ailre

estéril a través de un rociador de extremo abierto. La vasi-

ja de cultivo estd provista de tabigues. La temperatura se

controla a 289C y, después de la incubacién bajo esbtas con-

diciones durante 45 horas, se afladen 7,5 1 de este cultivo ¢

siempra como inoculum a 150 1 de un medio de fermentacidn
estéril contenido “en un fermentador de acero inoxidable de

%00 1. El medio de fermentacién tiene la siguiente couposi-

cidn:
Constituyente 1 Cantidad (g/1).
Harina de soja (4rkasoy 50) 10,0
Monohidrato de glucosa rmZ0,0
Greda (carbonato célcico precipitado) 0,2 ;j«;
Cloruro de cobalto (00012.6H20) 0,001l’ ‘
Agua corriente hasta 11

Se afiaden 300 ml de Pluronic I8L al 10 % en aceite de

soja para evitar la formacidn de espuma. La fermentacidn

se cosecha al cabo de 48 horas y se clarifican por centrifud

gacién. EL caldo clarificade de una inhibicidn del 50 % en

el ensayo con enzima a una dilucién de 1 en 100.000. Se agi+t

tan 100 1 del caldo clarificado con 12 kg de peso himedo de

celulosa cambisdora de ién Whatman DE32 (marca registrada)

n,
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en forma de acetato (suministfada por H. Reeve Angel and Co
14 New Bridge Street, Londres E.C.4, Inglaterra; el material
es una celulosa microcristalina sustituida coﬁ grupos dieti]
aninoetilo). .

Se filtra la sﬁsbensiéﬁ y el MM 4550 (complejo) se
eluye de la celulosa con 12 1 de sulfabo pobtésico O,5M. E1
extracto se concentra a 6 1 én.un eveporador de pelicula as-
cendénte bajo vacio y por debajo de 309C. Gran parte del sul
fato potasico precipita por adicidn de 12 1 de acebtona. Se
filtra la solﬁcién ¥ se concentra hasta 200 ml por evapora-
cién a vacio por debajo de 309C. El concentrado se carga en
una columna de 76 mm x 2 m de resiné Amberlite XAD-4 (marca
registrada) (fabricada por Rhom and Haas Co., Eiiadéifia,
Estados Unidos; el material es una resina de.poliestireno ne
iénica), se eluye con agua desionizada y el eluato -se ‘Teco~-
ée en f;acciones de 146 ml. Las fracciones activas, dcbvecta-
das por el ensayo KAG, se reunen (2,2 1) y se concentran
hasta 275 ml por ultrafiltracidén, utilizando una membrzna
de Amicon UM-05 (150 mm de diémetro) (marca registradé} (su-
mlnlstLada por Amicon Ltd., 57 Queen's Road, High Wycombe)
baJo una presidén de nltrogeno de €0 psi (4,2 kg/cm2‘°‘f} conl
centrado se liofiliza para dar 2,2 g de un polvo maﬁgén
(T 0,004 pg/ml). |

Se disuelve 1 g del polvo en 1 1 de sulfato sdédico
0,211 y se mezcla con 1 1 de sulfato hidrégenc de tetra-n-bu-
tilamonio al 2 % en peso/volumen (suministrado por AB Astra,
Sodertalje, Suecia) en diclorometano., La fase diclorometani-
ca se separa por la accidén de la gravedad, se enfria a ~708C
se flltra para separar el hielo y se concentra PoT evapora-—
cién hasta 20 ml. Al concentrado se afiaden 400 ml de éter
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de petrdleo 40—éOQ y el preciﬁitado ée recogé por centrifu-
gacién. El precipitado se redisﬁelve en 10 nl de diclofome—
tano y se extrae con 10 ml de agua conteniendo 80 mg de yo-
duro bérico y 70 mg de carbonato barico. Se separan las fa-
ses, se filtra la faSe'acﬁosa Yy se éjusta a pH 6,5. La so-
lucidn se liofiliza para dar un polvo amarillo. E1l sélido
se lava con acetona para disolver el exceso de yoduro baricc
y el sbélido amarillo palido se recupera por centrifugacidn
y se seca a vacio. El rendimiento es de 13 mg (I50 0,0004
pg/ml). '

DESCRIPCION &4

Demostracidén de la absorcidn en carbdén del filtrade d¢ cults

vo Gtil para obtener el materisl descrito en la patentg bri-

ténica ne 1.361.075 .

El filtrado del cultivo obtenido en la Descripeién 3

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

de @ifusidén de &gar en un pozo en la placa contra Klebsiellsa

gerogenes: un diametro de zona de %8 mm en el ensayo KAG e
50 a una dilueidén de 1 en 100.000. El filtrado del ru’blvo
clariticado (170 1) a 59C fué percolado medlante flujo as-
cendente a través de una columna de 9" (22,5 cm) deAdiémetrc
rellena hasta una alfura de 16" (40 cm) con carbén activo
(Fﬁrnell BO, suministrado por Dearborn Chemicals Ltd., Dil-
ton, Widnes,-Lancs., 60-80 mallas, prelavado con HCl1 1N y
regulado a pH 6 con fosfgto) a un caudal de 800-1000 ml/miny
to. Se separd el caldo del carbdén por lavado con-10 1 de
agua desionizada y Da columna se eluyd con 20 % de acetona
a 202C. Se concentraron las fracciones activas, que ascen—
dfan a 10 1, por evaporacién a vacid por debajo de 309C,

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

Otro carbdén activo gue da resultados similares es el
carbén granulado Darco (sﬁhinistrado por Honeywill-Atlas
Itd. Mill Lane, Carshalton, Surrey, Inglaterra).

DESCRIPCION 5

Demostracién de la cromatografia en resina cambiadora de

idn del filtrado de cultivo Util en la obtencidén del mate-

rial descrito _en la patente briténica n2 1.3%6%.075.

.que contienen grupos bésicos). ELl lecho de resina se lava

‘més adelante muestra los resultados obtenides en forma de

Una columna de 1 cm de difmetro interno se rellena
hasta una altura de 6 cm (voluﬁen del lecho 4,7 ml) con re~
sina cambiadora de ién Dowex 21K (20-50 mellas dé las noz-
mas estadounidense, forma de cloruro) (La resina Dowex 21X
es suministrada pxr la B.D.H. Chemical IL&d., Poole, .Dorset,

Inglaterra y es una resina de poliestireno-divinilbenceno

después con gproximadamente 4'x 4,7 ml de metanol acueso al
5 % seguido de 1 x 4,7 ml de agua destilada. Se obtieﬁg 2

litros de Filtrado del cultivo esencialmentéucomo SB;P% desA
crito en la Descripeidén 3 y aplicado a la columna. Dgsﬁ@és
la resina se lava con metanol acuoso al 50 % para séﬁaﬁar

las'impurezas. E1 MM 4550 (complejo) se eluye-de la resina

con MaCl al 5 % en metanol acuoso al 50 %. La Tabla I dada .

unidades de actividad. El contenido en MM 4550 (complejo)

del filtrado del cultivo es arbitrariamente estsblecido en
8.unidades/ml. Las fracciones eluidas de la columna se ana-
lizan utilizando un método de difusidén antibacteriano frente

a Xlebsiella aercgents j las unidades de actividad se calcu-
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lan por referencia a una linea patrén 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 observarée'qpé‘la columna constituye un método
eficaz de concentracidn del MM 4550 (complejo). Las fraccios
nes 2 a 5, ambas inclusive, contienen 60 % de la actividad
en un volumen total de 37 ml solamente. El ﬁeso seco total
de estas fracciones es. alrededor de 210 mg mientras que se

hen afiadido a la cdlumna 35 g de sdlidos.

4]
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PABLA T

Résultados de la cromatografia sobre Dowex 21K

. Volumen Unidades/ Unidades
__Muestra pH (ml1) ml totales
Filtrado del cul- 6,5 1970 8 15760

tivo

Percolad$ 1 6,9 550 <1 - <100
Percolado 2 7,0 525 <1 <100
Percolado 3 7,0 595 <1 ;L1100
Percolado 4 " 7,0 300 <1 100
Eluato 1 . 7,8 7,0 84 588
Eluato 2 7,8 7.0 328 2296
Fluato 3 : 7,7‘ . 8,5 440 L3740
Eluato 4 1,7 | 10,0 320 . ~ 2200
Fluato 5 7,6 11,5 160 1640
Eluato 6 7,5 11,0 80 "' 880
Eluato 7 7,6 14,2 66 5937
Eluato 8 ' 7,6 - 20,0 33 7 660

Total ”13%41

DESCRIPCION 6

Demostracidn de la extraccidn por pareja de iones del '£ilt ra~

do del cultivo dtil en la obtencidn del materigl dascrito en

la patente britdnica n? 1.363.075

Se afiaden 248 g de sulfato sédico a 10 1 del filira
do del cultivo clarificaéo, preparado como se ha descrito en
la Descripcidén 3 y la solucidén se extrae con 10 1 de sulfato
hidrégeno de tebra-n-butil-amonio al 2 % en diclorometano,
agitando durante 30 minutos. Se separen las fases y la fase
de diclorometano se enfria a 2%, se separa una pequeila can-
tidad de agus suspendida por filtraciéﬁ a través de papel

VWhatman n® 1 PS. Ia solucidn en diclorometano se concentra a
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20 ml pbr evaporacidén a vacio por debajo de 30°C, Ia adicidn

de 400 ml de éter de petrdéleo (40-60°) precipita una goma que
contiene el MM 4550 (complejo).

la goma se recoge pér centrifugacidn, se redisuelve
en 50 ml de diclorometano y se extrae con 50 ml de agua con-

teniendo 1 g de yoduro bdrico y 1 g de carbomato bédrico, sa=—

cudiendo durante 2 minutos. El sélido presente se elimina por
filtracién y se separan las dos fases. La fase acuosa que con-
fiene el MM 4550 (complejo) como sal bdrica se ajusta a pH

6,5 v se liofiliza para dar 317 mg de un preparado crudo de
MM 4550 (complejo) con un Ig, de ci,om }.1g/ml.

DESCRIPCION 7

Preparacién de un complejo antibidtico parcialmente wuurificado

que contiene MM 4550 y KM 13902, empleando sulféto hidrézeno

de tetra-n-butilamonio

Un preparado crudo de }M 4550 (complejo) preparado

como:en la Descripcidn 4 se redisuelve en ague (12,5 g en 125
ml) ¥ se extrae con 125 ml de sulfato hidrdgeno de tetrg—n—bu-
tilamonio al 10 % en peso/ﬁoluﬁen en diclorcmetano. Se separan
las dos fases y el diclorometano se extrae de nuevo qdn 100 ml1
de agua a 200, contenisndo 190 mg de yoduro sédico, géiténdo

lentamente y ajustando la fase acuwosa a pH 6,4 con NéHCOS al

o %, La solucidén se liofiliza y el sélido seco se lava con ace
tona para dar 88 mg de un preparado de sales sédicas mixtas de
&M 4550 v MM 13902, con un I5O de 0,0002 pg contra la B-lacta~

nasa del Escherichia coli. La recuperacidn de antibidticos es

del 70 %.
Ta Actividad entibacteriaua de mezclas de ampicilina
y materisl preparado como se ha descrito en la Descripcidn 7

se determiné por el método de dilucidn seriada en &dgar nubtriz
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te., Las concentraciones minimas de inhibicidn que se obituvie~
ron se encuentran en lg Tabla II,

TABLA IT

Sinergismo entre asmpicilina y el material de la descripciodn

VA

Ampicilina + MM 4550 (com

_ Ampicili plejo) a
Organismo .na’sola O,1 yg/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 somnei 5239 125 125 125  25%
Klebéiella aerogenes A - 125 25 5ﬁ <'O,1}l
Klebsiella aerogenes IP282 50 . 50 ?2,5“1 0,-’51“t
Proteus mirabilis 889 >500 >500 . 50- ;3 0,5
Proteus mirabilis 247 >500 125 5,0 0,5
Proteus morganii P 50 50 25--2 71 0,5
Proteus rettgeri R110 250 125 253*'-*0,25ﬁ
Staph. aureus (Rusell) 250 125 <0,1 0,25

Staph. zurcus (Rusell H) 500 £0,1 £0,7 40,1

% :
Inhibicidén parcial por MM 4550 (complejo) solo a2 estas con-

centraciones.,
Se observzron unos efectos sinérgicos simildres
para mezclas de amoxicilina y MM 4550 (complejd.

DESGRIPCION 8

Preparacidn de complejo antibidtico parcialmente purificado

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

matilbencilamonio

Un prcducte liofilizado (150 = 0,02 pg/ml) proce-
dente de una columna de carbence Farnell eluida con acetona/ag

como en la Descripcidén 4, se disuelve en agua destilada a

2
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una concentracidn de 13 mg/hi. ILa solucidn se ajusta a pH 6,5

Se extraen 100 ml de la solucidn con un volumeﬁ igual
de cioruro de cetildimetilbencilamonio al 0,1‘% en diclorome-—
tano. Se separan las fases por centrifugacidn y la fase orgéd-
nica se retroextrae con 100 ml de solucidn de yoduro sddico
al 0,05 %. Se separan las fases y el aiclorometano que queda
en la fase acuosa se separa manteniendo la solucidn a presidn|
reducida durante 10 ‘minutos. .

Se liofiliza la solucidn acuosa y el producio de la
liofilizacidn s; lava tres veces con 50 ml de acetona cada
vez, ELl producto 1avadorcon acetona se seca en un desecador
de vacfo para dar un polvc castafio pdlido (4,3 mg; I =

0,002 }Ag/ml) .

.50

DESCRIPCION 9

Preparacidn de complejo antibiético parcialmente pugificado,

conteniendo’ MM 4550 y KM 13902, utilizando filtraecidn de zel

Se cromatografia 1 g de MM 4550 (complejo) crudo,
150 0,2 Pg/ml, preparado por el método de la Descripeidn 4,
sobre Sephadex 25 (calidad fina), utilizando aceton&(ﬁgua
4:6 en‘volumen/bolumen como eluyente., Ias dimensiones de la
columna son 2,5 x 32 cm y la elucidn se realiza a 1,2131/mi—
nuto. Se combinan las fracciones activas, se concentran a va-
cfo por debajo de 30°C y se liofilizan para dar 22 mg de un
s6lido amorfo de color ante con un Iy, de 0,005 pg/ml. La re-
cuperacién es del 88 ¢ y.se obtiene una purificacidn de 40

veces,

DESCRIPCION 10

Prevaracidén de comnleijo antibidtico purificado conteniendo

¥ 4550 y IM 13202, empleando cromatografls en celulosa

Se cromatografian 610 mg de MM 4550 (complejo), pre-
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- Shigella sonnei T+5

28 _

parado como en la Descripcién 7, sébre una columna de celulo-
sa (Whatman'CC 31) de 2,5 x 32 cm y se eluye con una mezcla
de isopropanocl/agua 7:3 en volumen/volumen, a 1,5 ml/minuto,
Se ‘combinan las fracciones antibacterialmente activas, se con
centran a vacio pof debajo de 30°C y se liofilizan para dar
40 mg de un preparado sélido amorfo de color castafio de com-
plejo éntibiotico, I 0,00007 pe/ml. EL pequefiisimo valor
de ISO indicé que el matqrial activo es de mayor pureza.

En una ocasién diferente, el procedimiento'anterior
dié un material con un Ign de 0,001 pe/ml. Este material
tiene la actividad antibacterizna indicada en la Tabla III
cuando se determiﬁa por ﬁn método de microvaloracidn.rormali-
zado en un caldo de sensibilidad Oxoid, utilizaﬁdo-iﬁbpulums
ligeros (1 % de caldo de una noche),

TABLA ITT

>as >

Actividad antibacteriana de la mezcla de FM 4550 y MM 13902

con un 150 de_Q,OO1 pg/mlr

Organismo i CMI*eﬁFya/ml
Staphylococcus aureus (Oxford) o - >if;5
Staphylococcus aureus (Russell) ° ; LT155
Streptococcus faecalis . : 12§f;
Baeillus subtilis 10;2
Escherichia coli (10418) , 13,7
Escherichia coli (B11) : 15 .
Klebsiella gerogenes ; 1,8
Enterobacier cloacae _ / 62
Proteus mirabilis - 'y
Providentia stuartii C 745
Acinetobacter anitratus ' . 0,9
Pseudomonas zeruginosa 250
Serratia marcescens , _ T:5
Salmonells typhimuriwn : 15
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M 4550

que son lgs siguientes:
MM 4550 es un folido dcido que en forma de sal sbédica tiene

las siguientes caracteristicas:

i.

'_!.
e
L[]

iii.

iv.

Ve

~- 29

DESCRIPCTION 11

El MM 4550 puede ser reconocido por sus propiedades,

Es muy soluble en agua, soluble en metanol y practica—
mente insoluble en cloroformo, éter dietilico ¢ hidro-
carburos,

En solucidn acuosa, presenbta un espectro nltravioleta
carzcterf{stico con mdximos de absorcidén a unos 238 nm ¥y
unos 287 nm. | '

Cuando estd presente a una concentracién de‘b,4,% en pe-
so/peso en un disco de KBr recién preparado, presenta
un espectro infrarrojo caracterfistico con mdxines de ab-
sorcidn, entre otros, aproximadamente a 3450, 2350, 1765
1695, 1510, 1390 y 1260}cm—1, Si se toma otro espectro

aproximedamente una semana después dé la preparacidn

del disco de KBr, el espectro presenta considerables vyl
riaciones, por ejem@lo, el gran pico que se sncontra-
ba anteriormente alrededor de 1765 em~! e ha .reducido
considerablementé de tamaﬁo o estd ausente. T

Tiene un espectro RMN caracteristico cuando se toma en
DZO’ cuyo espectro presenta, entre otros: (a) una pare~
'ja de dobletes de campo bajo centrados aproximadamente
a 2,457 3,65 Tcon constantes de copulacidn de 15 Hz
aproximadamente; (b) un doblete cenirado a 8,552?apr6—
ximadamente y (¢) un singlete marcado s 7,95 T aproxime-
damente.

Cuando se pasa sobre celulosa en un sistema de cromato-
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vii.

viii.

vis.

i%y -

- %0_

grafia en capa fina, preéenta los siguientes valores
Rf muy aproXimados: -
(a) butanol/isopréﬁanol/agua - 7:7:6 en Yolumen/bolumen;
Ry = 0,76 |
(b) isopropanol/agua - 7:3 en volumen/volumen; R. = 0,67
(¢) n-butanol/etanol/agua - 7:7:6 en volumen/volumen;
Rp = 0,7 |
(&) n-propanol/agua = 4:1 en volumen/volumen; R, = 0,6
Posee actividad sntibacteriana contra diversas especies

entre las que se encuentran cepas de Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiells

aerogenes, Proteus mirabilis, Acinetobacter anitratus,

Serratia mercescens y Shigella sonnei.

.\

-

Posee actividad inhibitoria enzimdtica contra las f-lac-

tamasas producidas por verias especies, entre oitras

Escherichia coli, Klebsiella aerogenes y Staphylococcus

aureus. Tiene un 150 (definido como anteriormente) infg
rior a 0,000l pg/ml contra la p-lactamasa de Escheri-

chia coli Bll. .

- - .- Y 2
vy oLt

Cuando se mezcla con ampicilina, sinergiza su actividad

contra organismos tales como cepas de Escherichia ‘coli,

Klebsiella aerogenes, Proteus mirabilis, Proteuis morganii

y Staphylococcus aureus Russell,

El andlisis de aminodcidos indica que el material no es
un polipéptido ni una proteina. No se encuentra ningin
deido c-aminoadipico después de la hidrélisis 4cida.
Reacciona con el reactivo de Ehrlich (300 mg de 4-metile
aminobenzaldehido disuelto en una mezcla de 54 ml de n-~
butanol, 9 ml .de etanol ¥y 9 ml de 4deido clorhidrico con-

centrado) para producir un color azul sobre los cromato-
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xi, No es un veneno enzimdbico general y no inhibe a los si-

31

gramas de papel y las léminas de cromatografia en capa

fina.

" guientes enzimas a concentraciones superiores a Jas re-
querides para inhibir a la B-lactamasa del Escherichia
coli: monoamina-oxidasa,enhidrasa carb éiica, dopa-des-
carboxilasa, tripsina, quimotripsina o ureasa.. -

EJEMPLO 1

Preparacién de I 4550 (complejo) y separacidn en ME 4550 y
. WM 13902

Ios procedimientos de aislamiento detallados en la
seccidn de descriﬁcionés ﬁueden ser utilizados en divewsas se-
cuencias. Una secuencia especialmente adecuada pscla‘adsorciér
en cérbdn, extraccibén con un par idnico y cromatografia sobre
celulosa, como se describe a continuacién:
, 340 litros del filtrado.de cultivo (obtenido como en
la Descripcidn 3)'son percolaéos mediante flujo ascendente a
800-1200 ml/minuto a través de uns columna (9" (22,5 cm) de
didmetro x 21" (53 cm) de altura); rellena con carbén Farnell
BO. El carbdén ha sido utilizado antes ﬁara la adsorcibn de
MM 4550 (complejo) y es regenerado lavando con los sig@ientes
reactivos: .
NaOH 0,5N; NaOH 0,2N/acetona (3:2); agua; HCL 1N;
agua; regulador de fosfato a pl 6; agua.
Lo columns se lava con 20 1'.de agua para desplazar
al filtrado del cultivo ¥ se eluye medi;nte flujo descendente
con acetona/agua 2:8 en volumen/volumen, a 200-250 nl/minuto.
Se recogen fraccicnes de 1 litro. Ias fracciones que contieﬂer
el MM 4550 (complejo), determinado por un ensayo de difusidn

antibacteriana utilizando Klebsiella aerogenes,se combinan
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(11 1) 3y se concentran por evapﬁracidn a vacio por'debajo'
de 30°C hasta 5,5 1. La recuperacidn de MM 4550 (complejo)
en esta fases es del 20 % ‘

El concentrado se enfrfa a 2°C, se afiaden 5,5 1 de
sulfétd hidrégenb de tetra-n~butilamonio al 2 % en peso/vblu—
men en diclorometano a =5°C ¥y se mezclan las dos fases entre
s durante 2 mihutos. Se separa la fase diclorometéhica y se
agrega a 1 1 de una-solucidén de yoduro sédico (0,6 %#) a 0°c.
Las dos fasés se agitan suavemente y la fase acuosa se ajus-
ta gradvalmente a pH comprendido entre 6,5 y 7,0 con solucién
acuosa al 2 % de Naﬁco3. Se separa la fase acuosa ¥ se liofi-
liza. El sélido seco se éxtrae con acebona seca para disol-
ver el exgééo de yoduro sédico y la acetona se‘sépa?a_del re-
siduo insoluble a vacio para dar 1,1 g de un polvo de coler
ante. Ia recuperacidén global de MM 4550 (oomplejo)~§p,psta
fase es del 10 %. Ia purificacidn calculada sobre el Hotal
dé sélidos disueltos en el filtrado del cultivo es de:125
veces. 7 7 i

Una columng de 2,5 ém de didmetro se rellepatcon ce-
lulosa en polvo (Whatman CC 31) en iéopropanol/agqér?§3 en
volumen/volumen, hasta una alfura de 32 cm. Se disugl&én
500 mg del polvo de color ante en 2 ml de isopropaﬁdi/;gua
7:3 en volumen/volumen y se cromatografia utiiizandd el mis—
mo disolvente, a un cauvdal de 1,5 ml/minuto. Se reéogen frac-
ciones de 3 mi de la columna ¥ las que presentan maximos de
absorcidn ultravioleta a unos 285 nm se combinagn, se concen-
tran y se liofilizan para dar KM 4550 (complejo). Los experi-
mentos previos han establecido que las fracciones que absor-
ben alrededor de 285 nm contienen un matefial entibacterial~

mente activo, inhibidor de los enzinmas.
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El rendimiento de MM 4550 (complejo) liofilizado es
de 35 mg. fiene un aspecto amorfo castafio y un 150 de 0,0001
Pg/hl. La recgperacién de material activo en gsta fase es dell
3 % en total y la purificacidén es de 600 veces en total.

La actividad antibacteriana de ceste preparado es de-

' terminzda por el método del microtitulo normalizado en caldo

del ensayo de sensibilidad Oxoid, utilizando inoculums lige-
ros. las coﬁcentraeiones minimas de inhibicidn resultantes
son similares a las mostradas en la Tabla III,

El anjlisis del preparado por cromatografia en capa
fina sobre celulosa (liminas de Eastman Kodak "Chromagram")
desarrollado con-n—bufaﬁol/isopropanol/agua (7:7:6) <epara
dos sustancias activas, una con un Rf aproximad&lde 0,58 que
es dencminado MM 4550 y otra con un Rf aproximado de 0,72
gue es denominada ¥M 13902, Estos dos maberizles pusden ser
detectados por bioautografia sobre una variedad de organismo:

como B. subtilié, Staphylococcus aureus (Oxford), Staphyloco:

ccus aureus (resistente a la penicilina) BEscherichia ooli

(sensible y resistente a la penicilina), Salmonella '

typhimurium, Proteus mirabilis, Proteus morganii y Klebsiell:

1

L

aerogenes. Algunos de los resultados obtenidos se encuentran

en la Tabla IV.

In otro experimento, las dos sustancias se separan

sobre una capa fina de celulosa desarrollada con isopropancly

ague (8:2) y extrafda de la cellosa con regulador de fosfato
En cada ensayo se determina laz inhibicidn de la P-lactamasa
y se demuestra que ambas sustancias son inhibidores de la

B-lactamasa de Escherichia coli. También se demuestra que

ambas susitancias son sinérgicas con la bencilpenicilina con~

“tra la Klebsiella geroxenes.
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Organismo en mn a R 0,58 en ma a R. 0,70.
Klebsiella aerogenes " 20,0 ' 20,0
Proteus mirabilis 17,5 13,5
Proteus ﬁorganii 16,0 9,5
Salmonells tyvhi ‘ 19,5 21,0
Escherichia coli 10418 - 20,0 - 13,5
Escherichis coli B11 17,5 , 10,5
Enterobacter aercgenes 6,5 ' , ninguna zona
Staphylococcus aureus {(O0xford) 13,0 : 4,0
Staphylococcus sureus (Russell) 12,0 ;;4,6
Bacillus subtilis . 24,0 15,0
EJEMPLO 2

Ay 500 son percolados a 3,2 1l/minuto a través de una columna

- 3l

TABLA IV

Actividad antibacteriana de MM 4550 y MM 13902 deferminada pol

bioautografia (cromatosrafia en capa fina con celulosa y bu-

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

Didmetro de la zona por bicsutografia
Zons de MM 4550 Zona de Kl 13902

Preparacidén de MM 4550 (compléjo) vy separacién en MM 4550 v
¥H_ 13902 ' . o
Mil cienn litros de filtrado de cultivo pro&@éénte de

lé,fermentacién de Streptomyces olivacea - ATCC 31126;£ipH 6,5

(0,3rm X 1 m) rellena con carbén granuiado Darco. (El carbén

ya ha sido utilizado paré.la adsorcidén de MM 4550 (complejo)

¥y se regenera antes de su uso lavandolo con los siguientes

reactivos: ' :
NaOH 0,5N; NaOH 0,2N/acetona (3:2); agua; HCL1 Nj
gua; regulador de fosfato, pH 6; agua).

Esta columna se lava con 60 1 de agus para Gesplazay
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el filtrado del cultivo y se eluye.con acetona/agua (2:8 en
volumen/volumen) a 30°C a razén de 1,1 1/hinut9. 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 ensayo de difusién antibacteriana empleando

Klebsiella aerogenes y se concentra a vacio por debajo de

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

El concentrado se enfria a 500, se afiaden 16 1 de clg
ruro de cetildimetilbencilamonio al 0,2 % en diclorometano a
5°¢ y se mezclan las dos fases durante 5 minufos. Se separa g
fase de diclorometano y se agrega a 3,75 1 de una eolucidn de
yoduro sédico al 0,4 % a 5°C. Se mezclan las dos }asés durar -
te 5 minutos y la fase acuosa se separa y liofiliza. El sdli-
do seco se extrae con acetona secs para disoiver el exgeso de
yoduro sédico y el s6lido residuall se seca a vacio pera dar
2,87 g de un polvb de color ante. Ia recuperacidn global de
NN 4550 (complejo) en esta fase es del 6 %. Ia purificacidn
calculada sobre los sélidos disueltos totales en el fiitrado
|del cultivo es de 160 veces. |
' Una columna de 63 mm de didmetro se rellena ?bn celu
losa en polvo (Whatmén CG 31) en isopropanol/agua (7?3 en vo-
lumen/volumen) hasta una altura de 300 mm. Se &isuelven 2,0 g
del polvo de color ante en 5 ml de isopropanol/agua (7:3 en
volumen/volumen) y se cromatografis en el mismo disolvente a
3 ml/minuto. Se reunen las fraceiones que contienen I 455C
(complejo); debterminado por el ensayo frente a Kiebsielln
éerogeggg, se concentran per evaporacidn a vacio por debajo
de 3000 Yy sé liofilizan para dar 207 mg de un.sélido pardo. L

recuperacidn de 19I 4550 (complejo) para esta fase es del 51 #
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" de MM 4550 contaminada con una peguefia cantidad de unz sal

21380, ATCC 21381 y ATCC 21382 que han sido aislados de mueg

36 _

y la purificacidn es de 5 vecé54

Una columna de 16 mm de didmetro se rellena coﬁ ce-
lulosa en polvo (Whatman CC 31) en n—prOpanol/égua (4:1 en
volumen/volumen) hasta una altura de 300 mm. ée disuelven |
198 mg del sélido pardo en agua/n-propanol (1:1) y se croma-
tografia en n-propanol/agua (4:1 en volumen/volumen) a un
caudal de O,Snml/ﬁinuto. Se recogen las fraccicnes (6 ml),

se biocensayan frente a Klebsiellas aerogenes y se mide el es-

pectro ultravioleta de cada fraccidén. Ias fracciones 23~28,
con un maximo vltravioleta a 305 nm aproximadamente, contie-
nen la sal disédica de MM13902. Estas fracciones se reunen,
se concentran a vacio y_ée liofilizan para dar 30 mg de sd-
lido. Esta preparacidén presenta solamente una zona @z activi-
dad antibidtica Ry 0,77 por cromatografia en c%pa fina, ubi-
lizando placas de celulosa Eastman Kodak con n-propanol/agua
(4:1 en volumen/volumen). Ia zona se detecta por bibautogra~

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

maximo de absorcidn ultravioleta a 285 nm aproximademente,
contienen MM 4550, Se combinan, se concentran a vacio y se

liofilizan para dar 53 mg de un sélid que contiene ﬁﬁé sal

de MM 13902). ' , T
DESCRIPCION 12

Organismo .
Ia propiedad de producir MM 4550 (complejo) fué des

cubierta por primera vez en los cultivos ATCC 21379, ATCC

tras de terreno obtenidas en Espafia, Nueva Zelanda, Africa
del Sur e Israel, respectivamente. En el laboratoxio, estos

cultivos parecen idénticos y todos fueron identificados como
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Streptomyces olivzceus por el Dr. Bousfield, el experto en

~ (NGIB), Torry Research Station, Aberdeen, Es¢ocia, utilizando

- esquema, se han producido descripciones normalizadas de tinosg

actinomicefes de la Fational Collection of Tndustrial Bacteria

la clasificacién de 196i ampliamente aceptada de Hitter (Sys-
tematic der Streptomyceten, S. Karger, Basilea, 382 péginas).
Desde entoﬁces se ha enconitrado la produccidn de MH 4550 en
otras especies de streptomyces como puede observarse en la
Tabla IV,

El §. olivaceus fué descrito por primera vez por
Viaksman en 1919 (Cultural Studies of Species of Actinomyces.
Soil, Sci., 8, 71-215). Posteriormente, en 1960, un gmpo de
investigadores rusos deséribié ﬁna especie con caracteristi-

cas muy similares pero que denominaron Actinomyces {(Strepto-

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

Mikrobiol., Akad Nauk. SSSR, 8, 226-253 (1960)).

Los microorganismos del género Streptomyces son ex-

traordinariamente variables en sus caracteristicas morfoldgi-
cas y fisioldgicas, que dependen de las condiciones bajo las
que son cultivados. Se han publicado descripciones de muchas
especies antes de haberse reconocido ia existencia de esta
extraordinaria varigbilidad, con la consiguiente dunliéacidn
y sinonimia. Hiitter (1967) cita 25 eSpe01es como sinénimas

del S, olivaceus, incluido el 8. fulvoviridis. Para resolver

la confusién en nomenclatura y clasificacidn, -se inicid en
1962 el International Streptomyces Project, Shirling y cola-
voradores, Int.J.Syst.Bacteriol, 18, 69~189 (1968). Los cola-

boradores de este proyecto han realizado una serie de estu~
dios dlrlgldos a producir descripcilones prec;sas de las espe-

cies de Streptomvces bajo condiciones normalizadas. En este
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flexibiles. Cadenas de esporas maduras mecderadamente 2srtas

de cepas de unas 400 especies citadas inclufdos el Strentomy-

ces clivaceus y el Streptomyces fulvoviridis.,

La descripcidn I,.S.P. de S, olivéceus‘y S. Pulvovi-
ridis difiere solamente en dos caracteres: (1) la forma del
espofof&ro y (iij la capacidad para utilizar el inositol como
Unicg fuente de carbono.

El 5. olivaceus es descrifto como sigue:

Morfologia -de la cadena de esporas: Seccién Spirales!

con espirsles abiertas que se intergradan a través de cadenas

de esporas onduladas que sugierea la Seccidn Rectiflexibiles.

Cadenas de esporas maduras generalmente largas, con Trecusn-
cig con mds de 50 esporas por cadena. -
Utilizacién de carbono: se utilizan par;'el creci-
miento la D-glucosa, L-arabinosa, D-xilosa, i-inositol, D-ma~
nitol, D-fructosa y ramnosa. Sin crecimiento o solaménte tra—

zas de crecimiento sobre sacarosa y rafinosa.

El 5. fulvoviridis es dGescrito como sigue:

lMorfologia de la cadena de esporas: Seccidn Hecti-

con 10-50 esporas por cadena. Utilizacidn de carbono?=aé uti-
lizan para el crecimiento la D-glucosa, L-arabinosa,i?igilosa
D~manitol, D-fructosa y ramnosa;la utilizacidn de sacarosa es
dudosa. Creciﬁiento nu16 o solamente trazas de crecimiento so
bre i-inositol o rafinosa.

'La caracterizacién de un mimero de cultivos denominado

o como sindnimos de 8. olivaceus o S. fu%yoviridig,y otras

—

especies afines ha side deverminada utilizando los métodos y
medios normalizados (Shirling y colaboradores, In%.J.Sys%.
Bacteriol, 16, 313-340 (1966», recomendadcsen el International

Streptomyces Project (ISP).

7]
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Ios cultivos derivan de diferentes fuentes. Los

{
; ATCC 21379, 21380, 21381 y 21382 fueron aislados del suelo
{ sobre 1la base de producir I 4550 (complejo). Las otras ce-

i pas fueron obtenidas de diversas colecciones de cultivos con

fines comparativos.,

Los resultados de los ensayos para la prodﬁccién de

| MM 4550 (complejo), color del micelio aéreo soluble, forma

%del gsporoforo, color del micelio substrato, produccidén de
%pigmenta soluble, produccién de melanina y utilizacién de
ééfuen‘ces de carbono se encuentran en las Tablas IV-VIII. Parg
todas las ceﬁas, la superficie de las esporas, observada DpOT
microscopia electrénipé, es lisa.

De la descripecidn ISP resulta evidente que el cre-
cimiento espiral del esporoforo en el S. olivaceus es un ca-
rdcter variable, Se observan verdaderss espirales con una frg
cuencie variable en la especie tipo de S. olivaceus, es deciy
ATCC 3335. Ia mayoria de los esporoforos son largos. o se
observa ninguna espiral verdadera en los cultivos ATCCI2i379,
21380, 21381 o 21382, aunque los-esporoforos son largos ¥ Pr§
sentan una tendencia a la espiral entfe un fondo de tipes
Rectiflexibiles, Sin embargo, en dos cepas de 5. g}giégggg,
NCIB 8238 y NCIB 8509, la mayoria de los esporoforos son del
tipo Rectiflexitiles, En el NCIB 8238 son de longitud media
mientras que las del NCIB 8509 son largas.

Lﬁs esporoforos observados a partif de ATCC 15863, la

especie tipo de S. fulvoviridis, son mis cortos que los ob-

servados en los aisladds ATCC 21379, 21380, 21381, 21382 y
31126 y solamente son de los tipos Rectiflexibiles. Conres=—
pecto a este carédcter, por lo tanto, los aislados ATCC 21379

21380, 21381, 21782 y 31126 corresponden bastente bien -pero
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| no exactamente a la descripecién del S. olivaceus.

. presentan cierta variabilidad con respecto a la utilizacidn

sobre la base de su capacidad para utilizar un solo hidrato

31126 son apropiadamente denominados S. Slivaceus. . -

- 40~

e

Los aislados ATCC 21379, 21380, 21381, 21382 y751126

del inositol que es el otro cardcter diferenciante de acuer
do con las descripciones de las especies tipo I.S.P. entre

las especies S. olivaceus y 8, fulvoviridis (Tabla VIII).

El ATCC 21126 y el ATCC 21380 utilizan inositol, que es ca-
racteristico del S. olivaceus, mientras que las otras cepas
presentan una utilizacién dudos o negativa. Sin embargo, en

general no se considera satisfactorio separar una especie

de carbono. Esta diferencia puede ser el resultado ds una
simple mutacién de genes y con frecuencia se considera de
significacién de cepas solamente. La diferencia en utiliza-
cidn de azicares 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 1g

especie. Por lo tanto, el ATCC 21379,21380,21381, 21282 y

Hasta que nuevos estudios descubran diferencies még
importantes entre los cultivos actualmente llamados S, oliva-

ceus v S. fulvoviridis, es posible que finalmente sean reco-

nocidos internacionaliente como especies Unicas. En este ca-
so, el nombre correecto por orden de prioridad sera S. oli-
vaceus v éste incluird también los cultivos citados por

Hitter como sinénimo del S. olivaceus.

El examen de los Ffiltrados de cultivos de las cepas
de S. olivaceus y especies afines para la produccidn de
¥M 4550 (complejo) puede llevarse a cabo como sigue:

Se depositan unas manchas de filirados de cultivos
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| dos sistemas al mismo tiempo, como control.

Streptomyces olivaceus ATCC 21379 o R

41 -

de las cepas citadas sobre tifas de papel Vhatman n? 1 a

20 pl por origen y se cromatografian en nmbutanol/isoprépa—
nol/agué (7:7:6) durante-la noche, en frio. Ofra serie de ti-~
ras se pasan por n-butanol/dcido acético glacial/agua (12:3:5
$ambién en frio, durante la noche. También se bace-pasar una

muestra pércialmente purificada de MM 4550 (complejo) en los

Alternativamente, es posible extraer 25 ml de caldo
clarificado con 12,5 ml dé cloruro de cetilbencilamonio at
0,2.% en diclorbmetano,>separar las fases, retener la fase
orgdnica, afiadir 2,5 ml de solucidén de yoduro sédico (0,5 %),
sacudir, separar las fases, retener la fase acuosa v utiliza:
ésta cromatogriaficamente, por ejémplo depositandé 5 p sobre
tiras de cromatografia en capa fina y haciendo pasar n-buba-
nol/isopropanol/agua 7:7:6.

TABLA V

Capacidad de log cultivos de Strevtomyces olivaceus, Strepto-s

myces fulvoviridis y especies afines’para produciyr MM 4550

(complejo)-

' Produccidn de MM
Cultivo : 4550 (complejo)

" i ATCC 31126

" " ATCC 21380

o "o ATCC 21381

" "o ATCC 21382

" " NCIB 8238

" " NCIB 8509
Streptomyces flavovirens AICC 3320
Streptonyces flavus ATCC 3369
Streptomyces fulvoviridis ATCC 15863
Streptomyces argenteolus ATCC 11009
Streptomyces sicyaensis ATCC 13989

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

Sirantonyces olivaceus, Streptomyces fulvoviridis y especies afines — col

lanté mesduro sobre medios I,S.P, después de 14 dias de crecimiento

Cultivo ' SS ' M GA

ATCG 21379 - gris gris B gris/blanco
ATCC 31126 gris/marrén gris/marrdn gris
ATCC 21380- gris - .gris S gris
ATCC 21381 | gris ' 'gris . gris pdlido
ATCC 21382 B gris/blanco ¢ gris ‘ . gris
NCIB 8238 gris/blanco _ gris ’ gris -
NCIB 8509 _ gris o gris : {; - gris

ATGC 21549 gris . gris gris

"ATCC 12019 gris' gris- ) gris )
ATCC 3335 gris gris .+ gris

ATCC 15863 gris/blanco gris gris/blanco
ATCC 3326 gris/azul gris .- gris/verde
ATCC 3369 7 7 gris gris 2{:, . gris
ATCC 11009 gris pdlido ' gris/marrén .- gris/blancoA
ATCC 13898 blanco/gris j . blanco ‘~,?7; Ylanco/amaril:
SS = dgar de sales inorgédnicas - almidén (Medio ISP 4) .
YM = dgar extracto de levadura - extracto de malta (Medio ISP 2)
GA = dgar glicerol-asparagina (Medio ISP 5)
OM = 4gar de avena.(Médio ISP 3)
RF = rectiflexibiles
RA = retinaculiaperti
S = espirales
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IABLA VI

smyees Tulvoviridis y especies afines — color y morfologia del micelio aéreo esporu-

5 1,5.P, despuds de 14 dias de crecimiento

Morfologia de las es
poroforas, btamado

3 Y M GA 4 O . medio
gris gris/blanco gris RF largo

én gris/marrdén gris gxis RF largo
-gris ) ‘ . ng:.s | gris RE largo
:gris gris pdlido gris/blanco RF largo

co ¢ gris ’ . gris gris RP largo

o _ gris gris - d _ ¢ gris RF medio -
gris ) " : gris - gris RF ~1ar:go
gris ‘ gris gris 8 largo
gris- , gris ’ gris RF largo/S
gris R gris . gris RF largo/S '

co gris ‘ gris/bianco gris . RF medio
gris , gris/verde . gris\ RF largo
gris o ’ gris gi‘is pdlido/  RF medio/RA

: T narrén
do " gris/marrén gris/blanco A gris/verde BF medio/RA
is blanco blanco/amarillo gris/blanco S corto

s - alpiddn (Medio ISP 4)

v ~ extracto de malta (HMedio ISP 2)

(HeGio ISP 5)

3)
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(Ios Streptomyces olivaceus ATCC 21549, ATCC 1201G y AICC 3333
' no producen MM 4550 (complejo). EL ATCC 15863 también ha sido
dGPOSi’GadO como RIA ©€0). (Streptomices Lipmanii NRRL. 3584

TABIA VII

Streptomyces olivaceus, Streptomyces fulvoviridis y especies

afines - color del micelio de substrato observado desde el

YEeverso

Cultivo 58 paL] GA R, |
ATCC 213':('9 oliva - pardo oliva  gris/merxdnverde olive
ATCC 31126 pardo oliva pardo oliva marrén parao olive
ATCC 21380 oliva .verde oliva  pardo oliva ammilio dive
ATCC 21381 marrdn oscuré marrén oscuro verde oliva verde olive
ATCC 21382 " oliva oliva marrén ~ verde olivg
NCIB 8238 marrdn olive/marrén marréni enaj':'lla olive
NCIB 8509 marrdén oliva pardo oliva ewayiilo olive
ATCC 21549 ante/negro marrén/negro marrdn/nego 511&/5133
ATCC 12019  ante ante antbe ante
ATCC 3335 marrdn ma:tjrén marrén gris
ATCC 15863 marrdn/gris marrdn oscuro pard diva amrillo olivh,
ATCC 3320 gmrilo/merrén - olve/arrén  clive/marrdn n:aranja/mn"i‘;
ATCC 3369 ante/gris pardo ama-— ante/gris smarillo |

, rillento

ATCC 11009 negro negro/amerillo negry/arzilh gris/verde
ATCC 13989 naranja amarillo amarillo incoloro
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TABLA VIII
Streptomyces olivacevs, Streptomyces fulvoviridis y especies
afines - produccidn de pigmentos en medios de.cultivo
Pigmentos no melanoides solubles Produc-
T cidén ds
Cultivo SR GA OM  melspina’}
ATCC 21379 - - - + -
. ' amarillo
pélido
ATCC 31126 T - - - - -
ATCC 21380 =~ - - -
ATCC 21381 - - - - -
ATCGC 21382 - . - - - e
KCIB 8238 + - . + -
marron marrdn marrdn
Paliido palido palido
NCIB 8509 - - - C s -
. amarillo |
pdlido . . -
ATCC 21549 * + - + + .
: marrén rojo pid- marrdn
pélido lido/ﬁanﬁf padlido
ATCC 12019 - 'y - ‘ - ——
ATCC 3335 . - - .-
ATCC 15863 - - - - -
ATCC 3320 + - & - -
rosa pg )
lido _
ATCC 3369 ' - - - -~ -
ATCC 11009 - 4 - - -
:  marrén
palido
ATCC 13989 - + - - -
neranja
palido
+ = produccidn de pigmento
- = no se produce pigmento
i ensayado sobre dgar pepbtona-levadura-hierro (ISP 6),
dgar tirosina (ISP 17) y caldo de triptona~levadurs (ISP1
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ATCC 21380 + - - + o+ 4 4 "
ATGC 21381 + =~ = = 4+ # T
ATCC 21382 + - + ST s .
NCTB 8238 + - = = 4+ 4 * +
NCIB 8509 + 4 = - = .+ o+ % £,
ATCG 21549 -~ = = 4 4w+t F
ATCC 12019 + + + + + + + +
ATCC 3335 + - + + + + + + "
ATGC 15863 + - = = o+ 4+ o+ F e
ATGC 3320 + .- T - .+ o+ o+ +
ATCC 3369 + - + i- + + + + +
ATCC 11009 + = = F o+ 4+ +

| ATCC 13989 - 4+ + £+ o+ b =

4+ indica que el compuesto es utilizado

+ indica que la utilizacidn es dudosa o muy escasa

45

TABLA IX

Streptomyces olivaceus, Streptomyces fulvoviridis y especcies |

afines - ensayos de utilizacidn de carbono

Ram- Rafi Saca Ino- Glu- Xi- Fruc- Kani Arabi-
Cultivo nosa nosa rosa sitol cosa loca tosa tol nosa

ATCC 21379 + - - + + + + + +
ATCC 31126 + - - + + + + + *.

- indica que el compuesto no es utilizado

EJEI‘EPLO 3

Procedimlepno preferido ¢e alslamlento para 1a, prenaraclon

de @1 13902

L e R . )

Uns reserva de esporas de S. olivaceus ATCC 3112¢

se mantiene en almscenamiento en tubos de tierra seca en ul

; tura de 20°C
envase cerrado, con un desecador, a una ltemperatura ae .

Se transfiere una pequela cantidad de la tierra de reserva
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(aproximadasmente 20 mg) asépticamente a un Erlenmeyer de
500 ml gue contiene 100 ml del siguiente medio:

Constituyente Cantidad (g/litrg

- Konohidrato de glucocsa 20,0
Hariﬁa de soja _ 10,0
Agua desionizada hasta _ 1 1itro

El pH se ajusta a 6,5 antes de la esterilizacidn.’

Iz harinz de soja es "Arkasoy 50" suministrada por la Brivish
Axkady Co. Itd., 014 Strafford, Manchester, Inglaterra.

El mgtraz se incuba en un sacudidor rotatorio
(240 rpm) durente unas 30-horas a 28°C. Entonces se utilizan
2 ml del caldo vegetaiivo resultante para inocular un cultivd
inclinado de dgar sélido en una botella Roux. Elrmedio de

dgar tiene la siguiente composicidn:

Constituyente . Cantigad
Jugo de vegetales V-8 20;6 ml
Agar - 20,0 g
Agua desionizada hasta ' 1. :l

El pH se ajusta a 6,0 antes de la esterilizacidn,
(E1 jugo V-8 puede adquirirse de la Campbell's Soups Itd.,
Kings Iynn, Norfolk, Ing}aterra).

Ia.inoculacidn se extiende sobre la superficie dg
4dgar haciendo oscilar el frasco que después se incuba de pie
a 30°C, Al cabo de ‘2 dfas de incubacidn, se sepafa mediante
une pipeta el exceso de ifquido en el frasco y se contindg 14
incubacidn durante otros 4 dias.

Previamente se habia encontrado que el desarro-
1lo de actinofagos en el cultive inclingdo es suprimido si
se adépta este método de preparacidn del culbtivo en el fras-

co Roux.

p—y
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Se afladen 50 ml ée,agua desionizada esterilizada
que contiene 0,02 % de Tween 80 a un cultivo en un fraéco de |
Roux y las esporas se suspenden sacudiendo. Esta suspensidn
de esporas se afiade después como inoculum a 75 litros de un
medio esterilizado en fase de siémbra contenido en un fermensy
tador de acero inoxidable de 100 litros. Ia composicidn del

medio de fase de siembra es la siguiente:

Constituyente Cantidad (g/1)
Harina de_soja ("Arkasoy 50%) 10.0
Moﬁohidrato de glucosa 20,0

Agua corriente hasta 1 litro

Para controlar la formacidn de espuma, se afiaden
al medio de fermentacidn, antes de la esﬁerilizacién,VSO ml
de "Pluronic I81" al 10 % en volumen/volumen én aceite de
soia. v

El medio se esteriliza a vapor en el fernéntador
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 digmetro) y se introducen 75 litros/minuto de
aire estéril a través de un rociador de extremo abierto.

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

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

mentacién tiene la siguiente composicidn:

Constituyente Cantidad (z/1)
Harina de soja ("Arkasoy 50") 10,0
Nonohidrato de glucosa " 20,0
Greda (carbonato cdlcico preci- 0,2

pitado)
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" Constituyente ' Centidad (g/1)

. Cloruro de cobalto (00012.6H20) 0,001
Sulfato sédico (anhidro) ' 1,0
Agua corriente hasta ‘1500 litros

El pH se ajusta a 6,0 con hidréxido sédico antes de
la esterilizacidn. Antes de la esterilizacidn, para evitar
1la formacidén de espuma, se afdaden 3 litros de "Pluronic
181" gl 10 % en aceite de soja. Después de eéteriliza? se
ajusta el pﬁ de muevo a 7,0 con solvcidn estéril de hidréXi~
do sédico. Ia Tementacidn 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 épntrola
a 30°C y el camdal de aire a 1200 litros/minuto. Ia fermen-
centrifugacidn.

- Al material asi producido se le asigna arbitr;fiamente
una actividad de 340 unidades/ml. Los ensayos fueron deter-
minados en la forma indicada,en la Descripcidén 2. : 7

Se extraen 1050 1 (340 uni@ades/ml) de filtrado del

cultive a 102C y pH 8 con 310 1 ge diclorometano a 109C con-
teniendo 1200 g de cloruro de cetildimetilbencilamonio, bom-
beando los 2 litros a caudales predeterminados a través de un
mezclador incerporado. Se sepéran las fases en una cenbtrifu-
ga continva Sharples, habiendo sido mezeladas durante unos
2 minutos. Ia fase de diolorometaho (300 1) se retroexirae
con yoduro sédico acuoso. la retroextraccidn se realiza en
~cuatro lotes; wutilizando vn total de 7 1 de agua contenien-
do 210 g de yoduro sédico. Las fases se separan por la ac;
cidn de la gravedad. La fase acuosa se ajusta desde pH 7,7

a pH 7,0 con dcido clorhidrico y se filtra. El exfracioen yo-
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| quro sédico (7 1) contiene 21.9OQVunidades/m1. Se prepara

4, (suninistrada por Rohm and Haas Ltd) hasta una altura de

- 40~

una columna cambisdora de idn rellenandc QAE Sephadex A2

(obtenido de Pharmacia Ltd) en solucidn reguladora de fosfa
to apH 7 (0,05M) conteniendo clamro sédico (0,3M) en una co-
lumna de vidrio de lb'cm de didmetro, hasta una altura de
40 cm. El extracto en yodurp sbédico (7 1) es percolado a
50C a través del QAE Sephadex a 50 ml/minuto. La columna se
eluye con NaCl 0,7M en solucidén reguladora de fosfato C,05H
también a pH 7, a 59C°y a un caudal de 25 ml/mimuto. Se dest
precian 2 1 de eluato y se recogen 90 fraéciones (10C ml).
TLas fracciones se estudian en un espectrofctémetro ultravig
leta y las fraccioﬁes qﬁe presentan un méximo de abscrcidn
a 305 nm aproximadamente se reunen y se ajustaﬁ.a oH 7
(fracciones 50-62, volumen reunido 1440 ml, 71.000 unidades
/ml). Previamente se ha demostrado que las fracciones con
un méximo en esta regidn contienen M 13902. |

Se aflade cloruro sédico (5 g/100 ml) a las frascciones
reunidas que después son percoladas a 520 a través'de'una cq

lumna de 6,% cm de didmetro rellena con resina Amberlite XAL

30 cm, a un csudal Qe 20 ml/minuto. E1 MM 13902 es adsorbido
sobre la resina bajo estas condiciones mientras gque las im-
purezas inorgénicas no lo son. El MY 13902 se eluye a la

temperatura amxbiente con agué destilada (200 ml) seguido de
metanol acuoso al 50 %. Se evapora el eluato (1L 1) por deba-
jo de 202C bajo presibén reducida hésta 70 ml, se ajusta a
pH T yss liofiliza hasta formar 1,62 g de un s6lido pardo que
es una sal parcialmente purificada de I 15992 con una acti-
vidad de 37.C00 unidades/mg.

La sal disbddica de MM 13802 parcialmente purificada
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cireular para la sal disédica de KM 13302 fueron determinados

5o

(1,0 g, 37.000 unidades/mg) ée'croﬁatografia sobre una colum-~
na de celulosa (3,8 cm x 30 cm; celulosa Whatqan ¢C31) eluida.
con n-propanol/agua (4:1 en volumen/volumen) a un candal de
2,5 ml/minuto. Se desprecian 170 ml de eluato y se recogen
100 fracciones de 15'mi. Se reunen las fracciones que contie-
nen la sal disddica de MM 13902 (mimeros 37-43) determinado
por absorcidn ultravioleta (89 ml), se evaporan por debajo

de 30°C bajo presidn reducida para separar el n-propanol ¥

se liofilizan para dar 219 mg de un polvo amarillenid con

uvna actividad de 73.000 unidades/mg.

El material anterior presenta un médximo de absorcidn

1%

ultravioleta 2.308 nm aproximadamente, con un g'lcm

de 343

aproximadamente. Este mgterial tiene los espectrés infrarro-
jo y de resonancia magnética nuclear indicados.en las Figuras
2y 3, respectivamente. La actividad antibacteriang Qe; nmate—
rial se encuentra en la Tabla X. El anglisis elementéidde es-
te material indica gue contiene, entre otros, nitrdgeno, azu-

fre y sodio, probablemente en la relacidn N:S:Na de 2:2:2,

Los méximos positivos y negativos de las curvas de dicroismo

en un espectropolarimetro registrador Cary-61 a concentracio-
nes de 0,37 mg/ml, para una longitud de la trayectoria de

1 cm; los resultados fueron los siguientes:

A (mm) A E/m

186 : + 67,24 x 1074
221 ©- 67,24 x 1074
286 - 3,3 x 107%
323 - 8,2 x 107%
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TABLA X

hctividad entibacteriena de la sal dis

bddica de MM 13907 (mé

todo ¢el microtitulo - inoculum wesado, caldo de una noche

1/100)

Qrzanismo

CML (pg/ml)

Bacillus subtilis &

Staph. gureus Oxford

Staph. aureus Russell

Strep. Faecalls

Enterobacter cloacae Ni

E. coli 10418
E. coli JT410

Kleb. serogenes A

Proteus Mirabilis 13

Proteus vulgaris WO 90

Prov. Stuertii

Ps. aeruginosa A
Salmonella Lyphimezium CT 10

Srratia marcenses US 39

Shigeila sonnel

Haemophilugs influenzsae PG

Neisseria gonorrhoese

2,2
0,15

=
T

0,03

0.6

0,6

0,07

50 .- |

0,5

2,5

0,6 - 0,3
0,08

0,08

En pesumen, La Patente de Invencién que se solicita

deberd recaer sobre las siguilentes:

\ .
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REIVINDICACTONES

1. Un procedimiento para la preparacidén de una sal sus
tancialmente pura de un compuesto Acido carboxilico antibac-
terial,ente activo designado como MM 13902, cuya sustancia

MM 13902 tiene la £érmula

-S"'C.\~ oy . .
= (IJ—-.'.H—(J()w(,H

i

3

cuyo procedimiento consiste en separar por cromatografia una
solucidén gue dontiene la IM1 12902 y otros agentes antibacte-
rianos en fracciones gue consisten esencialmente en una sal
de MM 13902 y otras fracciones y aislar la sal de:Mﬁ'i3902

de la solucidn.

2. Un prbcedimiento segin la reivindicacidbn 1, égractg
rizado porque la separacién se logra utilizando una solucién
acuoéé de un electrolito ajﬁsﬁado hasta pH aproximadamente
neutro-ycse utiliza una combinacién con un material &e sopoxr
te polar. : . .

5. Un procedimiento segin la reivindicacidbnes 1 6 2,
caracterizado porque fa separacidén se logra utilizando una sg
lucidén acuosa de clorurc de sodio ajustado a un pH de 7, en
combinacidén con un material dé soporte conteniendo grupos amil
no terciarios o cuaterciarios. .

4. Un procedimiento segin la feivindicacién 1, caractesy
rizado porgue la separacidén se logra utilizando un sistema dil
Solvente formado por una wmezcla de agué con un alcanol infe-~

rior en combinacidén con un material de scporte inerte.

5. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 a &,
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lsica de MM 13902 donde M es sodio o potasio.

-l|dio o di-potasio de MM 13902.

LI

caracterizado porque el sisteﬁa.disolvente es una megcla de
agua e isopropanol y el material dé soporte inerte es gel de
silice o celulosa. .

6. Un procedimiento segin cualquiera de las reivindica
ciones 1 a 5, caracterizado porgue la solucibén que contiene
MM 13902 y'otros agentes antibacterianos se prepara mediante

el cultivo de Streptomycen olivaceus ATCC 21379, 2138C, 21381,

21382 6 31126 en presencia de fuentes asimilables de carbono
nitrdgeno, azufre y sales nineral és en un uedio nutrifivo so|.
lido o semi-sélido o en un medio liguido en el cual los nu-
trientes de disuelven o suspenden a una bTemperatura de 28520
C durante 2 o 3% dias y porteriormente se thractan los agen-
tes antibacterianos presentes del medio de cultivb;'jé‘sea
por absorcidén inicial y después mediante elucidén del carbdn
activo ¢ una resina de intercambio de ién contenienﬁ&iérupos
amino terciarios o grupos amonio cuaternarios o mediante ex
traccién en una solucién de una sal de amonio lipofilica en
un disolvente no miscible en agua a una %emperatura ﬁo supe-
rior a 209C, |

7.'Un procedimieﬁto segin cualguiera de las reivindica-
¢iones 1 a 6 adaptadas para la preparacién de una sal de MM
13902 gue es por lo menos 80 % pura.

8. Un procedimiento segin cualguiera de las reivindica

ciones 1 a ¥, adaptadas para la preparacién de una sal dibé-

9. Un procedimiento segin cualquiera de las-reivindica-

ciones 1 a 8 adaptadas para la preparacidén de sales de di-sp

10. Se reivindice por dltimo como cbjeto sobre el que




" 10

15

20

25

30

ha de recaer la patente de invencidén que se solicita: UN PRO

" ICEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE UNA SAL SUSTANCIALMENTE PU

RA DE- UN COMPUESTO ACIDO CARBOXILICO ANTIRACTERIAIMENTE ACTI
VO, - 7 |
Todo confﬁrme éueda descrito y reivindicado en la pre~
sente memoria descriptiva que consta de cincuenta y cuatro
paginas mecanografiadas y dibujos adjuntos.
Madrid, 26 Marzo de 1975

RERNARDO JAIGRIA
p - p “
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