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La presente invención se refiere a una preparación!
de timidina-fosforilasa para incorporación en medios de 
cultivo usados para ensayar la susceptibilidad de bacterias 
a agentes antimicrobianos antifolato tales como sulfameto- 
xazol (SMX) y/o trimetro'pin (TMP), y en particular se re­
fiere a una preparación perfeccionada de timidina-fosfori­
lasa estabilizada.

Se ha sabido desde hace un cierto número de años 
que los medios de cultivo de uso común son a menudo inade­
cuados para determinar la sensibilidad de bacterias a sul- 
fonamidas o trimetoprim, es decir, agentes que interfieren 
con la síntesis de folatos en estos organismos. Esta falta 
de idoneidad se manifiesta dando puntos finales de larga 
amortiguación cuando se usa el mótodo de.dilución en serie, 
y por un crecimiento parcial dentro de las zonas de inhibi­
ción cuando se emplea el método de difusión. Se ha mostrado 
porBushby, Bled.J.Austr.Special Supplement, 1973; 1; 10;'y 
Kock y Burchall, Applied Microbiology, 1971, 22, 812, que 
la timidina es un agente inversor muy potente de las acti­
vidades inhibidoras de las sulfonamidas y el trimetoprim'.

En 1945, Harper y Cawston, J.Path.Bact. 57, 5%' "  
mostraron que cuando se^añadía sangre de caballo sometida 
a liáis, a un modio do ensayo de susceptibilidad deficiente, 
podía convertirlo en satisfactorio. Desde este trabajo,añ! 
tiguo, y -el de varios otros investigadores, se ha converti­
do en práctica común la inclusión de sangre de caballo so­
metida a lisis en medios de ensayo de susceptibilidad an­
tibacteriana, para reducir el crecimiento parcial que se 
observa a. menudo dentro de las zonas de inhibición produ­

cidas por las sulfonamidas. Más recientemente se ha mostra-
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do que este método es también similarmente eficaz en ensa­
yos respecto al trimetoprim (Bushby, Postgradúate Ncd.J., 
1969^ 10; y Darrel y otros, J.Clin.Path., 1968, 21, 202),

Harper y Cawston establecieron que la sangre de ca 
bailo sometida a lisis contenía un.factor que neutraliza 
las sustancias antagonistas de sulfonamida, y que éste, lia 
mado Factor Harper-Cawston,solo es eficaz con medios que 
contienen un nivel moderado de timidina, es decir, de apro­
ximadamente 0,1 a 15 ̂ tg/ml. Por debajo de aproximadamente 
0,1 ̂ ig/ml no hay antagonismo a la actividad de las drogas, 
y de esta manera la eliminación de una cantidad tan pequeña 
de timidina no tiene efecto sobre la inhibición observada 
de la droga. A n.1 veles muy altos de timidina, es decir, más 
de aproximadamente 15 ̂ g/ml, la actividad del factor Har- 
per-Cawstcn no es suficiente para superar la inversión de 
las actividades de las sulfonamidás y trimetoprim, posible­
mente debido a que la alta concentración de timina produci­
da, como resultado de la escisión de la timidina, puede 
reemplazar a la timidina, mucho más activa, en la invención.

Se ha indicado que el factor Harper-Cawston es ti- 
midina-fosforilasa (Bushby, en Trimethoprim/Sulphamethoxa- 
zole (Trimetropim/Sulfametoxazol), en Bacterial Infections:
A Wellcome Foundation Symposium (Infecciones bacterianas: 
Simposio de la Fundación Viaticóme), ed. Bemstein & Salten, 
Churchill Livingston, Edimburgo y Londres, 1973, 1, 10-18? 
Ferone y otros, Antimicrobial Agents and Chemotherapy (1975)y 
7, 91). Se ha señalado en la primera referencia que "aunque 
la timidina interfiere con la actividad in vitro de trime- 
tropim/sulfametoxazol, no está usualmente presente en los 
animales en concentraciones suficientemente altas para afee
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Las desventajas de incluir sangre de caballo so­
metida a lisis en un medio de cultivo son que comunica al 
medio un color pardo rojizo, y que el requisito de añadir­
la a medios de cultivo bacteriano significa que los medios 
son virtualmente imposibles de definir. Otra desventaja 
de usar sangre de caballo estéril es qué está disponible 
comercialmente en cantidad muy limitada, y solo de muy po­
cos suministradores mundialmente.

Ya está establecido que la adición de la enzima 
timidina-fosíorilasa aislada y purificada, de origen bac­
teriano, a amplia variedad de medios de cultivo comúnmen­
te usados, perfecciona a esos medios en cuanto a ensayos 
de susceptibilidad de bacterias a las drogas anti-folato, 
como se expone en la solicitud de patente española Ns 
444*643. Sin embargo, el uso práctico de la enzima está '* 
limitado por las formas en que se ha sabido que es estableé 
Es sabido por la técnica anterior que las soluciones de'tl- 
midina-fosforilasn de origen bacteriano son establos a -2*0RC, 
pero a 4^0 la actividad disminuye a velocidad significati­
va. Asi, para superar esta dificultad, la solicitud do pa­
tente antes mencionada describe formulaciones estables de * 
la enzima que comprende suspensiones en sulfato amónico'o. - 
soluciones concentradas, pero no diluidas ( >  5 mg de pro-- 
teina/ml), de la enzima en sulfato amónico al 10% (Schwartz, 
Eur.J.Biochem. (1971), 21, 191). Sin embargo, hay un cierto 
número de desventajas asociadas con estos tipos de formu­
lación. Por ejemplo, las suspensiones sedimentan rápidamen­
te, son difíciles de dosificar cuantitativamente, y también 

son difíciles de esterilizan sin desnaturalizar la enzima,30
210678
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ya que no se pueden usar mótodos de filtración. Las solucio, 
-nes concentradas de la enzima en sulfato amónico al 10% son 
desventajosasy no solo por su coste y por el riesgo de con­
taminación microbiana por envases dp usos múltiples, sino 
tambión debido a que, a las concentraciones con que se con­
sigue una estabilidad razonable ( 2.000 U.I./ml), 1 mi de
la enzima puede tratar aproximadamente ICO litros de medio. 
Por estas razones, era deseable descubrir condiciones bajo 
las que esta enzima fuese estable en solución diluida, asi 
como concentrada.

Un análisis cinótico de timidina-fosforilasa puri­
ficada. a partir'de Escherichia coli sugirió que'bajo ciertas 
condiciones la timina,el fosfato y la timidina-fosforilasa 
pueden formar ira complejo de vía muerta, es decir, un com­
plejo que por sí mismo no es catalíticamente activo, pero 
cuya formación ha de ser invertida antes de que la enzima 

pueda formar complejos catalíticamente activos. Este hallaba 
go sugirió que el complejo de vía muerta pudiera ser más es. 
table que la enzima libre. Dado que la timina es un aditivo 
indeseable para los medios, como se ha explicado antes, se 
buscaba un sustituto de ella.

Se ha hallado ahora que una combinación de uraci- 
lo y fosfato inorgánico, por ejemplo fosfato potásico, es un 
estabilizador muy eficaz de la timidina-fosforilasa, en so­
luciones tanto concentradas como diluidas.

Según un aspecto de la invención, se proporciona 
una preparación de timidina-fosforilasa estabilizada que con 
tiene uracilo y fosfato inorgánico.

La timidina-fosforilasa a usar en la presente in­
vención se puede obtener por purificación a partir de un
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cierto námero de bacterias, tales como Salmonella typhimu- 
-rium, Bacillus cereus, Bacillus stearothormophilus, Haemo- 
philus influenzae, y particularmente de una cepa de Esche- 
richía coli que requiere timina y metionina para su creci­
miento. La purificación se puede efectuar por el método des 
crito por Schwartz, Eur.J. Biochem. (1971), 21, 191-198, mé 
todo que implica, un procedimiento algo largo, de precipita 
ción, fraccionamiento, cromatografía y diálisis. On proce­
dimiento más preferido es el descrito en la solicitud de 
patente es parióla, NfS 444.643, solicitud que expone que cierta 
cepa de E. coli produce cantidades desproporcionadas de ti- 
midina-fosforilasa bajo condiciones apropiadas de crecimien 
to, y que se puede aislar y purificar aplicando el extrac­
to de células a adsorbentes específicos y eluyéndola de 
allí, dando un rendimiento y pureza mucho mayores que el mé 
todo de Schwartz.

- La vigilancia de los eluídos en todas las etapas- 
del procedimiento de purificación empleado se puede efec-' 
tuar usando una determinación espectrofotomótrica a una^Ion 
gitud de onda seleccionada, para establecer la actividad - 
enzimátioa, que se expresa en unidades internacionales (.U,,. 
I.), siendo una unidad internacional equivalente a la canti- 
dad de enzima que fosforiliza un micromol de timidina a ti­
mina, bajo las condiciones de determinación usadas (véase ' 
Ejemplo 1). Se eligen los picos que muestran la concentra-* 
ción'y pureza máximas.

La enzima, purificada como antes se deja dispuesta 
-luego, como se ha indicado anteriormente, en una forma es­
table por adición de una combinación de uracilo y fosfato 
inorgánico. Aunque se puede usar una variedad de sales fos-
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fato, se prefieren el fosfato potásico o amónico.
La concentración do timidina-fosforilaoa incorpo­

rada en los medios está comprendida preferiblemente entre 
aproximadamente 0,01 y 1.000 unidades internacionales/ml, y 
más preferiblemente entre 0,02 y 10 unidades internaciona­
les/ml.

Los límites de concentración útiles para que el 
uracilo y fosfato produzcan una preparación estabilizada de 
timidina-íosforilasa son 0,5 mH hasta saturación, preferi­
blemente 1 a 20 ml.1, para el uracilo, y C,1 ni'! hasta satura­
ción, preferiblemente 0,1 a 1,0 M, para e3 fosfato inorgá­
nico.

En ciertos casos, la filtración de la formulación 
de enzima tendrá como resultado una pérdida de actividad en 
zimática. Sin embargo, se ha hallado que la adición de al­
búmina de suero, por ejemplo albúmina, de suero bovino, su­
peró esta dificultad.

Según otro aspecto de la presente invención, se 
proporciona, una preparación estabilizada de timidina-foa- 
forilasa que contiene uracilo y fosfato, a la que se añade 
albúmina de suero para evitar la pérdida de actividad enzi- 
mática por filtración.

La albúmina de cuero se añade preferiblemente a una 
concentración de 0,2 a 5%.

La esterilidad de las formulaciones antes descri­
tas tiene gran importancia, en vista de su aplicación al en 
sayo de las sensibilidades de las bacterias a los antifola- 
to. Por tanto, a menudo es deseable añadir un agente anti­
microbiano a la formulación, para asegurar la esterilidad.

Sin embargo, es importante que los antimicrobianos emplea-
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**a la estabilidad de la enzima. Se ha hallado que las azidas 
de metal alcalinoy tales como la azida sódica o azida potá­
sica, son antimicrobianos excelentes para los'fines de la 
presente invención, ya que no interfieren con la actividad 
enzimática, y en el uso de las formulaciones de la presente 
invención son diluidas hasta ser ineficaces como agentes an 
timicróblanos.

Según aún otro aspecto de la presente invención, 
se proporciona una preparación estabilizada estéril de ti- 
midina-fcsforilasa que contiene una combinación de uracilo 
y fosfato, y un agente antimicrobiano- que es capaz de este­
rilizar a dicha preparación sin afectar a la estabilidad 
de la enzima.

El agente antimicrobiano, según se ha definido an­
tes, se puede incorporar en la preparación a una concentra­
ción de 0,001 a 0,4%t preferiblemente 0,002 a 0,2%. '

Se ha hallado además que la estabilidad de la ti- 
midina-fosforilasa en la preparación, según se ha descrito 
antes, es función del pH, consiguiéndose la mayor estabili­
dad en el intervalo de pH 6 a pll 8, más preferiblemente pH 
7.

Las formulaciones de timidina fosforilasa prepara­
das de la manera de la presente invención hacen posible úif 
fácil envasado estéril de cantidades de enzima que están 
dentro del campo de lo práctico, para uso en tratamiento 
de medios en laboratorios de diagnóstico individual.

Los siguientes ejemplos ilustran la invención, pe­
ro no están destinados a limitarla en modo alguno.

30
210678
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EJEMPLO 1
Se efectuó un experimento para investigar la esta­

bilidad de preparaciones de timidina-fosforilasa que con­
tienen diversas concentraciones iniciales de enzima que ha­
bía sido purificada a partir de E. coli y estabilizada con 
sulfato amónico. Cada solución de enzima contenía sulfato 
amónico (700 mM), tampón de fosfato potásico (83 mM) y al­
búmina de suero bovino (2,5%)y a pH 6,8. La actividad enzi- 
mática se vigiló a 25 se y 290 nm ( A n =  1000 M^cm"^), y a 
200 mM de fosfato potásico, pH 7;4 y 1 nM de timidina. Se 
obtuvieron los siguientes resultados:

Timidina-fosforilasa 
(U.I./ml inician es)

% de la actividad origi­
nal tras 110 días a 5^C

1300 98
400 90
40 79
4 40

0,4 3

Como se puede ver por lo anterior, esta formula­
ción, según la solicitud de patente española N& 444.643; 
solo estabiliza eficazmente la preparación de timidina-for.-- 
forilasa a concentraciones relativamente altas de la enzi­
ma.
EJEMPLO 2

Se ofectuó un experimento para investigar la es­
tabilidad de una preparación de timidina-fosforilasa puri­
ficada a partir de E. coli en solución diluida (1,5 U.I./ml) 
y que o bien se dejó sin estabilizar, o se estabilizó con 

diversas combinaciones de uracilo y fosfato, y uracilo o
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fosfato solos, a diversos valores del pH. Cada solución con 
"tenía también albúmina de suero bovina (2,5%) y azida sódica 
(0,02%). De nuevo, la actividad enzimática.se vigiló como 
en el Ejemplo 1 . Se obtuvieron los resultados siguientes:

Estabilizadores añadidos
% de la actividad original"** 

tras 32 días a 37SC
pH 6 pH 7 pH 8

Ninguno 0 0 0 ,6
500 mM fosfato 43 72 70
17,5 mM uracilo 19 1 0,9
17,5 mIR uracilo y 500 mí.1 fos­

fato 100 ICO 93
0,5 mM uracilo. y 500 mM fos­

fato - 85 -

* = 1,5 U.I./ml
Como se puede ver por lo anterior, el uracilo solo,

o el fosfato potásico solo, no son eficaces para estabilizar 
la enzima como su combinación. Además, esta combinación és 
mucho más eficaz con bajas concentraciones de enzima qué 
la formación usada en el Ejemplo 1.

30
210678



1'

5

10

15 -

20

25

30
210678

) t o j a  n ú t t -̂0

Los puntos de invención propia y nueva, que se pre­
sentan. para que sean objeto de esta solicitud de Patente de 
Invención en España, por VEINTE años, son los que se reco­
gen en las reivindicaciones siguientes:

IB.- Método para la obtención de una preparación 
de timidina-fosforilasa estabilizada, caracterizado porque 
una timidina-fosforilasa se estabiliza por interacción con 
uracilo y mi fosfato inorgánico.

23.- Método según la reivindicación 13, caracteri­
zado porque eü fosfato inorgánico está presente en el ínter 
valo de concentración de 0 ,1  mM hasta saturación.

33.- Método según la reivindicación 23, caracteri­
zado porque el fosfato inorgánico está presente en el ínter 
valo de concentración de 0 ,1  M hasta 1 ,0  M.

43.- Método según cualquiera de las reivindicacio­
nes precedentes, caracterizado porque el fosfato inorgáni­
co es fosfato potásico.

53.- Método según cualquiera de las reivindicacio­
nes IB a 33, caracterizado porque- el fosfato inorgánico es 
fosfato amónico.

63.- Método según cualquiera de las reivindicacio­
nes 13 a 53, caracterizado porque el uracilo está presente 
en el intervalo de concentración de 0,5 mM hasta satura­
ción.

73.- Método según la reivindicación 63, caracte-
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rizado porque el uracilo está presente en el intervalo de 
-concentración de 1 mM hasta 20 rnE.

8^.- Método según cualquiera, de las reivindicacio­
nes 13 a 7-y caracterizado porque 1.a preparación también 
comprende albúmina de suero.

93.- Método según la reivindicación 83, caracteri­
zado porque la albúmina de suero es albúmina de suero bo­
vino .

103.- Método según la reivindicación 83 6 93, ca­
racterizado porque la albúmina de suero está presente en el 
intervalo de concentración de 0,2 a 5%.

3.13.- Método según cualquiera de las reivindicacio­
nes precedentes, caracterizado porque la preparación compren 
de también un agente antimicrobiano.

123.- Método según la reivindicación 113, caracte­
rizado porque el agente antimicrobiano es una azida de mo­
ta! alcalino. , -

133,- Método según la reivindicación 128, caracte­
rizado porque la azida de metal alcalino está presente en 
el intervalo de concentración de 0,001 a 0,4%.

1^8.- Método según la reivindicación 133, caracte-, 
rizado porque la azida de metal alcalino está presente en* 
el intervalo de concentración de 0,002 a 0,2%.

153.- Mótodo según cualquiera de las reivindicacio­
nes 113 a 143, caracterizado porque el agente antimicrobia 
no es azida sódica.

163.- Método según cualquiera de las reivindicacio­
nes 118 a 143, caracterizado porque el agente antimicrobia 
no es azida potásica.

173.- Método según cualquiera de las reivindicacio-
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1* nes precedentesm caracterizado porque el pH de la prepara- 
" ción, está comprendido entre plí 6 y pH 8.

18a.- Método según la reivindicación 170, caracte­
rizado porque el pH de la preparación es pH 7.

5 19a.- Mótodo según cualquiera de las roivindicacio 
nes precedentes, caracterizado porque la preparación se 
encierra en un enva.se estúril.

20s.- Mótodo para la obtención de una preparación 
de timidina-fosforilasa estabilizada.

10 Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante­
cede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de DOCE hojas escritas a má­
quina por una sola cara.

Madrid, 2 7. JUM1978
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