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|y por un crecimiento parcial dentro de las zonas de inhibi-

) Hoju ntam. 1

La presente invencidn se refiere a una preparacién
i .

-

de ﬁimidina~fosforilasa para incorgporacidn en medios de
cultivo usados para ensayar la susceptibilidad de bacterias
a agentes antimicrobiancs antifolato tales como sulfameto-
xazol (SMX) y/o trimetropin (THP), y en particular se re-
fiere a wuna preparacidén perfeccionada de timidina-fosfori-
lasa estabiligada.

. Se ha sabido desde hace un cierto mimero de afios
que los medios de cultivo de uso comin son a henudo inade-
cuados para determinar la sensibilidad de baeterias a sul-
fonamidas o trimétoprim, es decir, égentes gue- interfieren
con la sintesis de folatos en estos organismos, Esta falta
de idoneidad se manifiesta dando puntos finales de larga
amortiguacidn cuando se usa el método dendilucién en serie,
cibén cuando se emplea el método de difusién. Se ha Tostrado
por Bushby, Hed.J.Austr.Special Supplement, 1973, 1, 10, ¥
Kock y Burchall, Applied Microbiology, 1971, 22, 812, qgé:
la timidina es un agente inversor muy potentc de las adtii
vidades inhibidoras de las sulfonamidas y el trimetoprim.

En 1945, Havper y Cawston, J,Path.Bact. 57, 597"
mostfaron que cuando seﬁaﬁadia sangre de caballo someti&é}
a ligis, a un modio do ;nsayo de sumeeplibilidad doficiénfc,
podfa convertirlo en satisfactorio. Desde este trabajoléﬁ;
tiguo, y el de varios otros investigadores, se ha converti-
do en prdctica comin la inciﬁsidn de sangre de caballo so-
metida a lisis en medios de ensayo de susceptibilidad an-
tibacteriana, para reducir él crecimiento parcial que se

observa a menudo dentro de las gzonas de inhibicién produ-

cidas por las sulfonamidas. Ids recientemente se ha mostra-
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do que este méfodo es también similarmente eficaz cn ensa-
Cyos reSpectd al trimetoprim (Bushby, Postgraduate Med.J.,
1969, 45 10; y Darrel y, otros, J.Clin.Path., 1968, 21, 202),
Harper y Cawston establecieron que la sangre de cag
ballo somebidz a lisis contenia un factor que neutraliza
las sustancias antagnnistas .de sulfonamida, y que'éste, 11a
mado Factor Harper-Cawston,solo es eficaz con medios que
contienen wn nivel moderado de timidina; es decir, de apro-
ximadamente 9,1 a lSJpg/ml. Por debajo de aproximadamente
O,J.f@jhl no hay antagonismo a la actividad de lag drogas,
y de esto mancra la eliminacion de una cantidad tan pequeila
de timidina no tiene efecto sobre la inhibicidén observada
de la droga. A niveles muy altos de timidina, es decir, mds
de aproximadamcnle 15‘pg/mi, la actividad del factor Har-
per-Cawston ne es suficiente para superar la inversidn de
las actividades de las sulfonamidas y trimetoprim, posible-
mente debido a gue la alta concentracidu de timina produci-
da, como resuliedo de la escisidn de la timidina, puede
reemplazar a la timidina, mucho mds activa, en la invencidn.
Se ha indicado que el factor Harper—Cawston,es'ti—
midina~fosforilasa (Bushby, en Trimethoprin/Sulphamethoxa~
zole (Trimetropim/Sulfametoxazol), en Bacterial Infections:
A Wellcome Foundation Symposium (Infecciones bacterianas:
Simposio de la Fundacidén Vellcome), ed. Bermstein & Salter,
Churchill Livingston, Edimburgo y Londres, 1973, 1, 10-18;
Ferone y otros, Antimicrobiél Agents and Chemotherapy (1975)
N 91). Se ha sefialado en la primera referencia que "aunque
la timidina interfiere con la actividad in vitro de trimeai
tropim/sulfemetoxazol, no estd usualmente presente en los

animales en concentraciones suficientemente altas para afeg

-
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tar a la actividad en vivoY,

[~ .~ Las desventajas de inclufr sengre de caballo so-

metida a lisis en un medio de cultivo son que comunica al
medio wn éolor pardo rojizo, ¥y que el requisito de afiadir-
la a medios de cultivo bacterianoe significa que los medios
son virtualmente imposibles de definir. Otra desventaja
de usar sangre de caballo estéril es qué'esté disponible
comercialmente en cantidad muy limitada, y solo de muy po-
éos suministradores mundialmente.

Ya estd establecido que la adicién de la enzima
timidina~fosferilasa aislada y purificada, de origen bac~
teriano,a ampliia variédad de medios de éultiVo'comﬁnmen—
te usadog; perfecciona a esos medios en cumto a ensayos
de svsceptibilidsd de bacterias a las drogas anti-folato,
como se exponc en la solicitud de natente espafiola Ne
444.643. Sin embaréo, el uso préctico de la enzima estd
limitade por lag formas en que se ha sabido que es estable.
Es sabido per la técnica anterior que las soluciones de” {;_
midina~fosforilasy de origen bacheriano son estables a —?OQC
pero a 42C¢ la actividad disminuye a velocidad significaﬁia
va. Asf, pars superar esta dificultad, la solicitud de pa-.
tente antes mencionada describe formulaciones estables de
la enzima que comprende suspensioncs en sulfato aménicoo i
soluciones concentradas, pero no diluidas (> 5 mg de pi@?}

tefna/ml), de la enzima en sulfato aménico @l 10% (Schwarts,

Eur.d.Biochem, (1971), 21, 191). Sin embargo, hay wn cierto

nimero de desventajas asociadas con estos tipos de formu-

| Lacidn. Por ejemplo, las suspensiones sedimentsa rdpidam

te, son diffciles de dosificar cvantitabivemente, y también

son diffeciles de esterilizer sin desnaturalizar la enzima,
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ya que.no se pueden usar métodos de filtracidén. Las solucig
—nes concentradas de Ja enzima en sulfato aménico al 10% son
desvéntajosas, no golo por su cosbe y por el riesgo de con-
taminacidn microbiana por emvascs dg usos miltiplesd, sino
también debido a que, a las concentraciones con due se con-
sigue una estabilidad razonable ( ~ 2,000 U,I./ml), 1 ml de
la enzima pucde tratar sproximadamente 100 Litros de medio.
Por estas razonés, era deseable descubrir condiciones bajo
las gque esta enzima Tuese estable en solucién dilufda, asi
como concentrada,

Un andlisis cinético de timidina~fosforilasa puri-

ficada a nartir de Bucherichia coli sugirié que bajo ciertas

condiciones la tinmina,el fosfato y la timidina-~fosforilasa
pueden Formaxr wa complejo de via muerta, es decir, un com-
plejo que por si mismo no es catallticemente activo, pero
cuya formacid: ha de ser invertida antes de que la enzima
pueda formar complejos cataliticamente activos. Bste hallag
g0 sugirid aue el complejo de via muerta pudiera ser mds egs
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 shora que una combinacién de uraci-
lo y fosfato inorgénico, por ejemplo fosfalo potdsico, es un
estabilizador muy eficaz de la timidina-fosforilasa, en so-
luciones tanto concentradas como dilufdas.

Segin un aspecto de la invencién, se proporciona

una preparacién de timidina-fosforilasa estabiliszada que conl

La timidina~fosforilasa a usar en la presente in-

vencidén se pucde obtener por purificacién a partir de un

D e N P ot e ey 2 ae e e
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1 cierto ntmero de bacterias, tales como Salmonella typhimu-

—riwn; Bacillus cereus, Bacillus stearothormophilus, Haemo-
%

philus influenzae, y particularmente de una cepa de Esche-

richia coli que requiere btimina y metionina para su creci-

5 miento. La purificacidén se puede éfectuar por el método des
érito por Schwartz, Eur,Jd, Biochem., (1971), 21, 191-198, mé
todo que imﬁlica un procedimiento alge largo, de precipita
cibn, fraccionamiento, cromatografia y diflisis. Un proce-
dimiento mds preferido es el deserito en la solicitud de

10 patente espafiola Ne 444,643, solicitud que expone que cierts

cepa de E. coli produce cantidades desproporcionadas de ti-

midina—quforilasa bajo condiciones apropiadas de crecimien
t0y ¥y gue se puede aislar y purificar aplicando el extrac-
to de células a adsorbentes especificos y eluyéndola de
15 alli; dando un rendimiento y pureza mucho mayores que el mé
todo de Schwartz.

© Ia vigilaﬁcia de los elufdos en todas las etapas~:
del procedimiento de purificacién empleado se puede efee~"
tuar usando una determ1nac16n espectrofotométrica a wna_ lon
20 | gitud de onda sele001onada, para cstablecer la actividad .
enzimdtica, que se expresa en wnidades internacionales (U,..
I.), siendo une wnidad internacional equivalente a la canti-
dad de enzima que fosfogiliza un micromol de timiding a ti-
mina, bajo las condiciones de determinacién usadas (véaéé:j
25 Ejemplo 1). Se eligen los picos que muestran la concentra-
cién’y purezs méximas, '

Tia enzima purificada como antes se deja dispuesta

| luego, como se ha indicado anteriormente, cn wna forma es-

table por adicién de una combinacidn de uracilo y fosfato

30 inorgénico., Aungue se pucde usar uvna variedad de sales fos-
21068 :
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fato, se prefieren el fosfato potdsico o amduico.
B Ia concentracidn de timidina~fosforiiasa incorpo=-
~rada en los mudios estd comprendida preferiblemente entre
aproximadamente 0,01 y 1,000 unidades internaéionales/ml, y
mds preferiblemente entre 0,02 y 10 unidades internaciona-~

les/ml. .

' Log limites de concentracidén Utiles para que el
uracilo y fosfato produzcan una preparacién esbtabilizada de
timidina~fosforilasa son 0,5 ml hasta saturacién, preferi-
blemente 1 a 20 mil, para ei uracilo, y C,1 wh hasta satura-
¢ibn, preferivlemente 0,1 o 1,0 N, pars el fosfato inorgd-
nico.,

En ciertos casos, la filtrecidén de lz formulacidn
de enzima tendrd como resultado une pérdiida de actividad en
zimdtica, Sin embargo, se ha hallado que la adicidén de al-
bimina de suero, por ejemplo albﬁmina de suero bovino, su-~
perd esta dificultad,

Segin otro aspecto de la presente invencidn, se
proporciona una preparacién estabilizuda de timidina-fos—
forilasa que coﬁtiene uracilo y fosfabto, a la que se afiade
alblmina de suero para evitar la pérdida de actividad enzi-
mitica por filtracidn.

La alblmina de suero se afiade preferiblemente a una
concentracién de 0,2 a 5%,

Ia esterilidad de las formulaciones antes descri-
tas tiene gran importancia, en vista de su aplicacidén al en
sayo de las sensibilidades de las bacterias a los antifola-
to, Por tanto, a menudo es deseable aijadir wm agente anti-

microbiano a la formulacidn, para asegurar la esterilidad.

Sin embargo; es importante que los antimicrobianos emplea~

Camr ey oAy T tme e Aspans E oz AR s el ea ey ek st s seie e
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dos sean capaces de esterilizor la formulacidn sin afectar
e la estabilidad de la enzima. Se ha hallado que las azidas
de métal alcalino, tales como la azida sédica o azida potéd-
sica; son antimicrobianos excelentes para los fines de la
presente in&enoién, ya que no interfieren con la actividad
eqzimética, ¥y en Ql uso de las formulaciones de la presente
invencidén son diluidas hasta ser ineficdces como azgentes an
timicrdbiénos.

Segmin adn otro aspecto de la presente invencidn,
se proporciona una preparacidn estabilizada estéril de ti-
midina~fosforilasa que contiene una combinacidn de uracilo
y fosfate, y un agenﬁe'antimicrobiano‘que es capaz de este-
rilizar a dicha preparacidn éin.afectar a la estabilidad
de la engima, .

El agenie anbtimicrobiano, segin se ha definido an-
tes, se puede incorporar en la preparacidén a una concenff"?
cibén de 0,001 a 0;4%, preferiblemente 0,002 a C,2%. '

Se ha hallado ademds que la estabilidad de'la tf;‘
midina-fosforilasa en la preparacidn, segin se ha descri¥53
antes, ec funcién del pH, consiguiéndose la mayor estabili-
dad en el inbtervalo de pH 6 a pH 8, mds preferiblemente pH.
T, . .

.

Tas formulaciones de timidina fosforilasa prepara-

das de la manera de la presente invencidn hacen posible un’

fécil envasado estéril de cantidades de enzima que estén
dentro del campo de lo prdctico, para uso en tratamiento
de medios en laboratorios de diagndstico individual.

Los siguiéntes ejemplos ilustren 15 invencidn; pe-—-

ro no estdn destinzdos a limitarle en modo alguno.
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EJEMPLO 1

' Se efectud un experimento para investigar la esta-
bilidad de preparaciones de timidina-fosforilasa que con-
tienen diversas concentraciones iniciales de énzima que ha-
bia sido pﬁrificada a partir de E. coli y estabilizada con
sulfato aménico, Cada solucidn de enzima contenia sulfato
aménico (700 mb), tampén de fosfato pof&sico (83 mM) y al-
bimina de suerc bovino (2,5%), a pH 6,8. Ia actividad enzi-
mética se vizild & 250¢ y 290 nm (/\ E= 1000 i Yem™)
200 mM de fosfato potdsico, pH 7,4 y 1 mM de timidina, Se

em )y ¥ oa

obbuvieron los siguientes resultados:

Timidina~fosforilass ¢ de la actividad origi-
(U.I./ml inicinles) nal tras 110 dfas a 59C
1300 98
460 90
40 19
4 ' 40
0,4 | 3

Qoo se puede ver por lo anterior, esta Tormula-
cidn, seglin ia solicitud de patente espafiola N¢ 444.643,
solo estabiliza eficazmente.la preparacién de timidina-fon-
forilasa a concentraciones relativamente albtas de la enzi~
ma.,
EJELPLO 2

Se ofectud un experimento para investigar la es-

tabilidad de una preparacidn de timidina-fosforilasa puri-

ficada a partir de E. coli en solucidn dilufda (1,5 U.T./ml)

vy que ¢ bien se dejd sin estavilizar, o se estabilizé con

diversas combinaciones de uracilo y fosfato, y uracilo o
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Yosfato solos, a diversos valores del pH. Cada solucidén con
—tenia también albimina Ge suero bovina (2,5%) y azida sédica)
i

(0,024). De nuevo, la actividad enzimdtica.se vigild como

en el Ejemplo 1. Se obtuvieron los resuliados siguientes:

I
vl

% de la achtividad original®

Egtabiligadores afindidos tras 32 dfas a 37°C
Pl 6 pH 7 PH O
Ninguno 0 0 0,6
50C mii Tosfsto 43 T2 ) 70
17,5 mi uwracilo 19 1 0,9
17,5 mi uracilo y 500 mii fos—~ :
fato 100 100 93
0,5 mi uracilo y 500 mM fos- ’
fato - 85 -

* = 1,5 v.I./ml

Como se puede ver por lo anterior, el uracilo,solo,
o el fosfato potés;co s0l0o, no son eficéces para estabilizar
la enzima como su. ¢ombinaci6n. Adem4s, esta combinacidn és'
mucho mds eficaz con bajas concentraciones de enzima qué

la formacidn usada en el Fjemplo 1.
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— _ RETIVINDICACTIONSS

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre-—
sentan para que secan objeto de estz golicitud de Patente de
Invencién en Espaiia, por VEINTE afios, son 1los que se¢ reco-—
gen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ IM8todo para la obbencidn de waa preparacidn
de timidina~-fosforilasa estabilizada, caracterizado porque
una timidina-fosiorilasa se estabiliza por interaccién con
uracilo y wn fosfato inorgdnico.

28, Iiétodo segin la reivindicacién 12, caracteri-~
zado porque el fosfato inorgdnico estd presente en el inter
valo de concenirucidn de 0,1 mM hasta saturacidn.

3&,~ Niétodo segin la ieivindicacién 28, caracbcri-
zado porgue el fosfqto inorgdnico estd presente en el intar
valo de concentracidén de 0,1 ¥ hasta 1,0 I,

48,~ iévodo seguin cualquiera de las reivindicacio-
nes preccdenteé, caracterizado porque el fosiato inorzdni-
co es focfato potédsico.

58, Método segln cualquiera de las reivindicacio-
nes 12 a 32, caracterizado porque el fosfato inorgdnico g
fosfato aménico.

628,~ Nétodo segin cualquiera dc las reivindicacio-
nes 1& a 58, caracterizado porque el uracilo estd presente
en el intervalo de concentracidén de 0,5 md hasta satura-
cidn.

78,~ Kétodo megin la reivindicacidn G, caracte-—
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rizado porque el uracilo estd presente en el intervalo. de

68, Método segin cualquiera de las reivindicacio-
nes 18 a 72, caracterizado porque la preparacidén también
comprende alblmina de suero.

98, Kétodo seglin la reivindicacingSQ, caracteri-
zado porque lz alblmina de suero es aiblUmina de suero bo-
vino,

102, Méltodo segin la reivindicacién ga 6 92, ca-
racterizado porque la albimina de.suero estd presente en el
intervalo de ccncentracién de 0,2 a 5%.

112,- HMétodo segdn cualquiera de las reivindicacio-
nes precedentes, caracterizado porque 1la preparacidn compreq
de también wn agenbe antimicrobiano.

128, Método segin la reivindicacidén 118, caracte-
rizadg.porque el agente antimicrobiano es una azida de ﬁe;>
tal alecalirio.

138,- Método segin la reivindicacién 128, caract-

rizado porqua la azida de metal alcalino eétd presente er -
el intervalec de concentracidén de 0,001 a 0,4%,

142,~ Nébodo segin la reivindicacidn 138, caracte-
rizado porque 1avazida de metal alcalinc estd presente enf;
el intervalo de concentracién de 0,002 a 0,2%.

15&,~ Método segin cualquiera de las reivindicacic;
ﬁes 118 a 148, caracterizado porque el agente antimicrobig
ne es azida sédica. 4

162,- HMétodo segln cualquiera de las reivindicacio-
nes 112 a 14&, caracterizado porgue el agente antimicrohia
no es agzida potdsica. .

17&,~ K&todo se cualquiera de las reivindicacio-
q
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nes precedentesm caracterizado porque el pH de la prepara-
;cidmiestd comprendido entre pH 6 y pH 8.

182, Kétodo semin la reivindicacién 178, caracte-
rizado porque el pH de la preparacién es pl 7.

198,~ Nétodo segin cualquiera de las rcivindicacio
nes precedentes, caracterizado porque la preparacién se
encierra en un envase estéril,

208,~ Método para la obbencidn de una preparacién
de timidina-Tosforilasa estabilizada. |

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

Eela Nemoria conste de DOCE hojas escritas o mi~
quina por una sola cara.

1a, 2001978
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