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DESCRIPCION 

AntibiOtico 107891, sus factores, sales y composiciones farmaceuticamente aceptables, y uso de los mismos. 

El documento W02005/01468 da a conocer el antibiOtico 107891, sus factores componentes Al y A2, su 

preparaci6n y su uso. 

5 La presente invenciOn se refiere a una sustancia antibiotica de origen microbiano, arbitrariamente denominada 

antibi6tico 107891, que es un complejo. La invencion se caracteriza por los compuestos segun la reivindicaciOn 1. La 

invencion versa, edemas, sobre las sales farmaceuticamente aceptables de los mismos, composiciones 

farmaceuticas de los mismos y sobre su uso como agente antibacteriano. Tambien se da a conocer un 

procedimiento para preparar el antibiotic° 107891 que incluye el cultivo de Microbispora sp. 107891 (identificada en 

10 lo sucesivo como Microbispora sp. ATCC PTA-5024) o de una variante o mutante de la misma que mantenga la 

capacidad de producir dicho antibi6tico, recuperandose el antibiotic° de la invencion a partir del micelio y/o del caldo 

de fermentaciOn aislando la sustancia pura mediante medios cromatograficos. 

El antibi6tico 107891 es un agente antimicrobiano novedoso con una estructura peptidica que contiene lantionina y 

metilantionina como constituyentes. Estas son las caracteristicas tipicas de los lantibioticos y, en particular, del 

15 subgrupo que actua fundamentalmente en la biosintesis de la pared celular. 

Los lantibiOticos son peptidos que contienen el tioeter aminoacido lantionina, asi como varios aminoacidos 

modificados adicionales (H.G. Sahl y G. Bierbaum, (1998) "Lantibiotics: biosynthesis and biological activities of 

uniquely modified peptides from gram-positive bacteria", Ann. Rev. Microbiol. 52:41-79). La mayoria de los 

lantibiOticos conocidos tienen actividad antibacteriana, aunque se ha documentado la actividad de algunos en 

20 diferentes dianas farmacolOgicas. Los lantibiOticos antibacterianos pueden clasificarse a grandes rasgos en dos 

grupos con base en su estructura: los lantibiOticos de tipo A son, tipicamente peptidos anfifilicos alargados, mientras 

que los lantibiOticos de tipo B son compactos y globulares (0. McAuliffe, R.P. Ross y C. Hill, (2001): "Lantibiotics: 

structure, biosynthesis and mode of action", FEMS Microb. Rev. 25: 285-308). La nisina es el representante tipico del 

!antibiotic° de tipo A, mientras que la actagardina (gardimicina) y la mersacidina pertenecen a la subclase de 

25 lantibiOticos de tipo B. Tanto los lantibiOticos de tipo nisina como los de tipo mersacidina interactuan con el lipido II 

de los precursores peptidoglicano unidos a la membrana, aunque las dos clases difieren en los efectos que 

producen en el proceso de proffered& bacteriana. Los lantibiOticos de tipo nisina matan bacterias 

fundamentalmente mediante la permeabilizaciOn de la membrana citoplasmatica (H. Brotz, M. Josten, I. Wiedemann, 

U. Schneider, F. Gotz, G. Bierbaum y H.G. Sahl, (1998): "Role of lipid-bound peptidoglycan precursors in the 

30 formation of pores by nisin, epidermin and other !antibiotics", Mol. Microbiol. 30:317-27), mientras que los 

lantibioticos de tipo mersacidina matan la celula bacteriana fundamentalmente inhibiendo la biosintesis de la pared 

celular (H. Brotz, G. Bierbaum, K. Leopold, P.E. Reynolds y H.G. Sahl, (1998): "The lantibiotic mersacidin inhibits 

peptidoglycan synthesis by targeting lipid II", Antimicrob Agents Chemother. 42:154-60). 

 
 

 
 

El documento US 6.551.591 B1 describe dos antibi6ticos producidos por la cepa NRRLL 30420 de Microbispora  

35 corallina, identificados como los antibioticos MF-BA-1768a1 y MF-BA-1768131, respectivamente. Los datos  

fisicoquimicos documentados en la patente identificada anteriormente (por ejemplo, datos de espectroscopia de
  

masas, peso molecular, contenido de aminoacidos) y la compared& de los tiempos de retenci6n en analisis 

experimentales de LC-MS muestran claramente que el complejo antibiOtico 107891 este constituido por entidades  

quimicas diferenciadas de los antibiOticos MF-BA 1768ai y MF-BA-1768p1. .• 

40 El documento EP 0592835A2 describe los antibioticos antitumorales BU-4803TA1, A2, B, Ci, C2 y D. Los antibiOticos 

BU 4803TA1, A2 y B se recuperan del caldo de fermentaci6n de Microbispora ATCC 55327 (AA 9966), mientras que 

los antibi6ticos BU4803TC1, C2 y D son productos de transformaci6n de los antibiOticos BU 4803TA1, A2 y B, 

respectivamente, cuando estos productos se almacenan en sulfoxido de dimetilo. Los datos fisicoquimicos 

documentados en EP 0592 835 A para los antibiOticos anteriores (por ejemplo, aspecto, absorciOn UV, peso 

45 molecular, actividad antitumoral) muestran claramente que son sustancias quimicas diferenciadas del complejo 

antibiOtico 107891. 

Cepa y fermentaci6n 

Se aisle) Microbispora sp. 107891 en el entorno y se deposit6 el 27 de febrero de 2003 en la Coleccion 

Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Blvd, Manassas, Virginia 20110-2209, EE. UU. bajo la 

50 disposici6n del Tratado de Budapest. Se asign6 a la cepa el numero de acceso PTA-5024. 

La producci6n del antibiotic° 107891 se logra cultivando una cepa de Microbispora sp. capaz de producirlo, es decir, 

Microbispora sp. ATCC PTA-5024 o una variante o mutante de la misma que mantenga la capacidad de producir 

dicho antibiotico; aislando al antibiOtico resultante de todo el caldo de cultivo y/o del micelio separado y/o del caldo 

de fermentacion filtrado; y purificando el antibi6tico aislado a traves de medios cromatograficos. En cualquier caso, 

55 es preferible producir el antibiotic° 107891 en condiciones anaerobias en un medio nutriente acuoso que contenga 

fuentes facilmente asimilables de carbono, nitrOgeno y sales inorganicas. Pueden usarse muchos de los medios 

nutrientes habitualmente empleados en el campo de la fermentaciOn; sin embargo, se prefieren ciertos medios. 
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Las fuentes preferentes de carbono son la sacarosa, la fructosa, la glucose, la xilosa y similares. Las fuentes 
preferentes de nitrogen° son la harina de soja, la peptona, el extracto de cam, el extracto de melte, el extracto de 

levadura, la triptona, los aminoacidos, la caseina hidrolizada y similares. Entre las sales inorganicas que pueden 

incorporarse en el medio de cultivo hay las habituales sales solubles capaces de producir iones de sodio, potasio, 
5 hierro, cinc, cobalto, magnesio, calcio, amonio, cloruro, carbonato, sulfato, fosfato, nitrato y similares. 

Preferentemente, la cepa que produce el antibiOtico 107891 es cultivada de antemano en un tubo de fermentaci6n o 
en un matraz oscilante; luego se usa el cultivo para inocular tarros de fermentaciOn para la producciOn de cantidades 
sustanciales de sustancias. El medio usado para el precultivo puede ser el mismo que el empleado para 

fermentaciones mayores, pero tambien pueden emplearse otros medios. La cepa que produce el antibi6tico 107891 
10 puede ser cultivada a una temperatura entre 17°C y 37°C, estando las temperaturas Optimas alrededor de 28-30°C. 

Durante la fermentaci6n, la producci6n del antibi6tico 107891 puede ser monitorizada mediante bioensayo sobre 

microorganismos susceptibles y/o analisis de HPLC. La maxima produccion del antibi6tico 107891 ocurre 
generalmente despues de aproximadamente 90 horas y antes de las 200 horas de fermentaci6n. 

El antibiotic° 107891 es producido cultivando Microbispora sp. ATCC PTA-5024 o una variante o mutante de la 
15 misma capaz de producir el antibiOtico 107891, y se encuentra en los caldos de cultivo y/o en el micelio. 

En la presente descripci6n y en las reivindicaciones, la expresi6n "antibiOtico 107891", a no ser que se especifique 
otra cosa, identifica al complejo antibiOtico 107891. 

Caracteristicas morfolOgicas de la Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

La Microbispora sp. ATCC PTA-5024 se desarrolla bien en diversos medios sOlidos estandar. Las dimensiones 

20 microscOpicas fueron medidas usando el cultivo desarrollado sobre agar de acid° hOmico-sales de traza 
(composicion en g/I: acid° hilmico 0,5, FeSO4*7H20 0,001, MnC12*4H20 0,001, ZnSO4*7H20 0,001, NiSO4*6H20 
0,001, MOPS 2, agar 20) anadido con 1 m1/I de una soluciOn de vitaminas (clorhidrato de tiamina, 25 mg/I, 
pantotenato de calcio 250 mg/I, acid° nicotinico 250 mg/I, biotina 0,5 mg/I, riboflavine 1,25 g/I, cianocobalamina 6,25 
mg/I, acid° paraminobenzoico 25 mg/I, acid° fOlico 500 mg/I, clorhidrato de piridoxal 500 mg/I). 

25 En cultivo liquido (medio de V6, composici6n en g/I: dextrosa 22, extracto de malta 5, extracto de levadura 5, 
caseina 3, NaCl 1,5) no se observa fragmentaciOn alguna del micelio despues de 6 dies de cultivo a 28°C. El 
examen microscopic° en agar de acid° hurnico-sales de traza (despues de 21 dias de incubaciOn a 28°C) revela un 
sustrato ramificado no fragmentado de micelio y un micelio aereo ramificado de forma monopodal; tambien son 

visibles muchas hifas aereas lineales y ramificadas deficientemente. Los pares longitudinales caracteristicos de 
30 esporas son portados por espor6foros cortos que surgen lateralmente de las mamas o directamente de las hifas 

aereas principales. Las esporas son globulosas y carecen de motilidad. No se observan cuerpos de tipo esporangio 
ni otras estructuras particulares. 

Caracteristicas del cultivo de la Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

Se cultivo Microbispora sp. ATCC PTA-5024 durante seis dias en medio liquido AF/MS (vease el Ejemplo 1) a 28°C 

35 y 200 rpm, luego fue transferida (inoculo al 5%) a un nuevo medio liquido AF/MS y fue cultivada 6 dias mas y, por 
ultimo, inoculada (inOculo al 7%) en 100 ml de medio liquid° V6 (vease el Ejemplo 1). Despues de 6 dias de cultivo a 
28°C y 200 rpm, se cosech6 el micelio mediante centrifugaciOn y fue lavado tres veces con soluciOn saline esteril, 
luego se diluyo para proporcionar un inOculo adecuado. Se cultivaron en estrias alicuotas de la suspension en forma 
entrecruzada sobre diversos medios recomendados por Shirling y Gottlieb (E.B. Shirling y D. Gottlieb, (1966): 

40 "Method for Characterization of Streptomyces species", Int. J . Syst. Bacteriol. 16: 313-340) y medios recomendados 
por S.A. Waksman (1961): "The Actinomycetes", The Williams and Wilkins Co., Baltimore. Vol. 2:328-334). 

La capacidad de uso de varios hidratos de carbono como fuente de carbono y energia fue determinada usando un 
medio ISP4 sin almidOn, al que se afiadio 1 m1/I de la solucion de vitaminas descrita en lo que antecede como medio 

basal; se Media cada fuente de carbon° con la concentraciOn final del 1% (ply). 

45 La tolerancia al NaCI, el intervalo de pH de crecimiento, asi como la capacidad de desarrollarse a diferentes 

temperaturas fueron determinados sobre un medio de ISP2. Todos los medios fueron incubados a 28°C durante tres 
semanas; las descripciones se refieren a 21 dias, a no ser que se especifique otra cosa. El color fue evaluado con 
luz diurna natural usando el atlas de colores de Maerz y Paul (A. Maerz y M. R. Paul, 1950 - A Dictionary of Colour, 

2a edici6n. McGraw-Hill Book Co. Inc., Nueva York). La capacidad de reducir nitratos a nitritos fue evaluada en un 
50 medio acuoso con nitratos segun el procedimiento descrito por Williams y otros (S. T. Williams, M. Goodfellow, G. 

Alderson, E. M. H. Wellington, P. H. A. Sneath y M. J . Sackin, 1983 - Numerical classification of Streptomyces and 
related genera - J . Gen. Microbiol. 129, 1743-1813). 

El desarrollo, el aspecto de las colonias, el color del micelio del sustrato y aereo y la producci6n de pigmentos para 
la cepa Microbispora sp. ATCC PTA-5024 estan consignados en la Tabla I. Hay presente desarrollo vegetativo en la 

55 mayoria de los medios usados, a diferencia del micelio aereo, que este presente solo en algunos de ellos. No se 
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muestra ninguna pigmentaciOn evidente en ningun medio usado. La Tabla II presenta las caracteristicas fisiolOgicas 
de la cepa. El desarrollo y la producci6n de micelio aereo estan presentes a 17°C, pero no a 43°C. La produccion de 
micelio aereo en ISP2 esta presente con un pH mayor de 6, aunque esta ausente en presencia de NaCI al 1%. 

La Tabla III muestra la capacidad de uso de diversos hidratos de carbono para el cultivo. 

5 Tabla I: Caracteristicas de desarrollo de Microbis ora so. ATCC PTA-5024 

MED IO DESARROLLO Y MORFOLOG IA COD IGO DE COLOR I NVERSO 

I SP 2 Agar extracto de 

levadura-extracto de malta 

Desarrol lo abundante ; superfici e arrugada ; buena 

producci6n de m icel io aereo rosado (2A8) . Ligera 

producci6n de pigmento sol uble 

anaranjado/marrOn claro . 

5 E 1 2 anaranjado/rojo 

ISP 3 Agar de hari na de 

avena 

Desarrol lo abundante ; buena producci6n de 

m icel io aereo rosado (2A8) , part icu larmente en las 

ramas de las estrias entrecruzadas . L igera 

producci6n de pigmento solub le anaranjado . 

1 1 H 1 0 anaranjado/rosado 

I SP 4 Agar de sales 

i norgan icas-alm idOn 

Buen desarro l lo ; no se produce m icel io aereo 

a lguno . No se produce n i ngun pi gmento sol ub le . 

Alm idOn hid rol izado . 

1 1 I 9 naranja 

Glu/Asp Agar de glucosa- 

asparag i na 

Desarro l lo d iscreto ; producciOn de m icel io aereo 

beis/rosado (9B4) delgado en las ramas de las 

estrias entrecruzadas . No se produce n ingun 

p igmento soluble . 

1 2 K 1 2 anaranjado/marrOn claro 

I SP 6 Agar de peptona- 

extracto de levadura- 

h ierro 

Desarro l lo escaso , con colon ias a is ladas rosadas 

cu ltivadas en altu ra , retorcidas , con una superficie 

l isa ; no se produce m icel io aereo alguno . S i n 

oscurecim iento alguno del med io . 

nd 

ISP 7 Agar de ti ros i na Desarrol lo deficiente de un m ice l io 

anaranjado/marrOn claro en sustrato delgado . Sin 

oscurecimiento a lguno del med io . 

nd 

I SP3+YE Agar de hari na 

de avena /extracto de 

levadura al 1 % 

Desarrol lo abundante , superfi cie arrugada ; muy 

escasa producci6n de m icel io aereo rosado 

delgado . No se produce n ing6n pigmento soluble . 

4 B 1 2 anaranjado/rojo 

(ISP4 y el agar de glucosa-asparagina fueron afiadidos con 1 ml/L de la soluciOn de vitaminas) 

Tabla II: Caracteristicas fisio16 icas de la Microbis ora so. ATCC PTA-5024 

ENSAYO REACC ION 

H id ro l is is de alm idOn Positiva 

H id rO l is is de case ina Negat iva 

D igesti6n de ma leato de calcio Negat iva 

Peptonizacion de leche tornasol Negativa 

Coagu laciOn de !eche tornasol Negativa 

Licuefacci6n de gelati na Negat iva a l igeramente positiva 

Reacci6n de ti ros i na Negat iva 

Reducci6n de n itratos Posi tiva 

I ntervalo de pH del cu l t ivo ( 1 4 d ias) s i n desarrol l o a 4 ,2 , bueno a 5 ,5 a 8 , 8 ; no se prob6 fuera de este i nterva lo 

M icel io aereo ausente con pH 6,5 

clio de to lerancia al NaCI 2 ; ausencia de m icel i o aereo a ?. 1 

I n tervalo de temperatu ras del cu ltivo 1 7°C a 37°C . Presencia de m icel io aereo en todo el interva lo ; s in desarrol lo 
a lguna a 43°C 

Tabla III: Utilizacion de fuentes de carbono por parte de la Microbis ora so. ATCC PTA-5024 

Fuente de carbono Desarrol lo ( 1 4 d ias) 

Arabinosa ++ 

Celu losa - 

Fructosa ++ 

I nos ito l +1- 

Man ito l +++ 

Rafi nosa - 

Ramnosa - 

Sacarosa +++ 

Xi losa +++ 

G lucosa ++ 

G l icerol ++ 
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Fuente de carbono Desarrollo (14 dias) 

Sin azucar alguno 

+++ abundante; ++ buen desarrollo; + desarrollo moderado; +/- desarrollo escaso; - ningun desarrollo; el micelio 

aereo siempre esta ausente. 

Caracteristicas quimiotaxonOmicas de la Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

Se cultiv6 Microbispora sp. ATCC PTA-5024 en un medio de GYM (glucosa 4 g/I; extracto de levadura 4 g/I; extract° 

de malta 10 g/I) a 28°C en un agitador rotatorio y se cosecho el micelio, lavado dos veces con agua destilada esteril 

y, despues, secado por congelaciOn. Los analisis de aminoacidos se Ilevaron a cabo segun el procedimiento de 

5 Staneck y Roberts, (J.L. Staneck y G.D. Roberts, (1974): "Simplified approach to identification of aerobic 

actinomycetes by thin-layer chromatography", Appl. Microbiol. 28: 226-231). Se extrajeron las menaquinonas y los 

lipidos polares siguiendo el procedimiento de Minnikin y otros (D. E. Minnikin, A. G. O'Donnell, M. Goodfellow, G. 

Alderson, M. Athalye, A. Schaal y J. H. Parlett, (1984): "An integrated procedure of isoprenoid quinones and polar 

lipids", J. Microbiol. Meth. 2: 233-241). Los lipidos polares fueron analizados mediante cromatografia en capa 

10 delgada (D. E. Minnikin, V. Patel, L. Alshamaony y M. Goodfellow, (1977): "Polar lipid composition in the 

classification of Nocardia and related bacteria", Int. J. Syst. Bacteriol. 27:104-117), las menaquinonas mediante 

HPLC (R. M. Kroppenstedt, (1982): "Separation of bacterial menaquinones by HPLC using reverse phase RP18 and 

a silver loaded ion exchanger as stationary phase", J. Liquid. Chromat. 5:2359-2367; R. M. Kroppenstedt, (1985): 

"Fatty acid and menaquinone analysis of actinomycetes and related organisms", en: Chemical Methods in Bacterial 

15 Systematics. N° 20 SAB Technical Series pp.173-199, M. Goodfellow y D.E. Minnikin eds., Academic Press, 

Londres) y los esteres metilicos de acidos grasos por cromatografia gas-liquido, respectivamente (L. T. Miller, 

(1982): "A single derivatization method for bacterial fatty acid methyl esters including hydroxy acids", J. Clin. 

Microbio1.16: 584-586; M. Sasser, (1990): "Identification of bacteria by gas chromatography of cellular fatty acids", 

USFCC News Letters 20:1-6). La presencia de acidos micOlicos se verific6 mediante el procedimiento de Minnikin y 

20 otros (D. E. Minnikin, L. Alshamaony y M. Goodfellow, (1975): "Differentiation of Mycobacterium, Nocardia and 

related taxa by thin layer chromatographic analysis of whole organism methanolyzates", J. Gen. Microbiol. 88: 200- 

204). 

Los hidrolizatos de la colula completa de la cepa Microbispora sp. ATCC PTA-5024 contienen acid° meso-

diaminopimelico como acid° diaminico del peptidoglicano. Las menaquinonas predominantes son MK-9 (III, VIII-H4), 

25 MK-9 (H2) y MK-9 (Ho). El patr6n de lipidos polares se caracteriza por la presencia de fosfatidiletanolamina, 

metilfosfatidiletanolamina, fosfatidil-glicerol, difosfatidil-glicerol, fosfatidil-inositol, fosfatidil-inositolmanOsidos y N-

acetilglucosamina con contenido de fosfolipidos, es decir, fosfolipidos de tipo IV segun Lechevalier y otros (H.A. 

Lechevalier, C. De Brieve y M. P. Lechevalier, (1977): "Chemotaxonomy of aerobic actinomycetes: phospholipid 

composition", Biochem. Syst. Ecol. 5: 246-260). Los componentes fundamentales del patr6n de acidos grasos son 

30 anteiso 15:0, iso 16:0, n-16:0, anteiso 17:0, y 10-metil-heptadecanoico (10-Me-17:0), es decir, 3c segun 

Kroppenstedt (R.M. Kroppenstedt, (1985): "Fatty acid and menaquinone analysis of actinomycetes and related 

organisms", en: Chemical Methods in Bacterial Systematics. N° 20 SAB Technical Series, pp. 173-199. M. 

Goodfellow y D. E. Minnikin eds., Academic Press, Londres). No se detectan acidos micOlicos. 

Secuenciaci6n de ADNr 16S de Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

35 La secuencia parcial del gen ARNr 16 (ADNr 16S), es decir, 1443 nucleotidos, correspondiente al 95% de todo el 

ARNr de la cepa Microbispora sp. ATCC PTA-5024 se logrO siguiendo procedimientos publicados (P. Mazza, P. 

Monciardini, L. Cavaletti, M. Sosio y S. Donadio, (2003): "Diversity of Actinoplanes and related genera isolated from 

an Italian soil", Microbial Ecol. 5:362-372). Se documenta en la ID SEC N° 1. 

Se compar6 esta secuencia con la de la cepa Microbispora corallina NRRL 30420 (MF-BA-1768), segun aparece 

40 documentada en US 6.551.591 BI. Las dos secuencias fueron alineadas y se encontraron diferencias en 31 de 1456  

posiciones alineadas, que representaban una divergencia total de la secuencia del 2,13%. Normalmente, dos cepas

cualesquiera que comparan menos del 97,5% de identidad de secuencia pertenecen a especies diferentes 

(Stackebrandt, E. y Embley, M. T. (2000) "Diversity of Uncultered Microorganisms in the Environment". En: 

Nonculturable Microorganisms in the Environment, R. R. Colwell y D. J. Grimes (eds.). ASM, Press, Washington DC, 

45 pp. 57-75). Por lo tanto, un nivel del 2% de divergencia en la secuencia es bastante elevado (Rossello-Mora, R., y 

Amann, R. (2001), "The Species Concept for Prokaryotes". FEMS Microbiol. Rev. 25: 39-67) e indica que 

Microbispora sp. ATCC PTA-5024 y Microbispora corallina NRRL 30420 (ME-BA-1768) son cepas diferentes. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ldentidad de la cepa Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

La cepa que produce el antibiotic° 107891 esta asignada al genero Microbispora , familia Streptosporangiaceae , 

50 debido a las siguientes caracteristicas quimiotaxonOmicas y morfologicas: 

— presencia de acid° meso-diaminopimelico en la pared celular; 
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— cantidad importante de MK-9(III, VIII-H4) y de fosfolipido de tipo IV segun Lechevalier y otros (H. A. Lechevalier, 

C. De Brieve y M.P. Lechevalier (1977): "Chemotaxonomy of aerobic actinomycetes: phospholipid composition", 

Biochem. Syst. Ecol. 5:246-260); 

— perfil de acidos grasos de 3c segun Kroppenstedt (R. M. Kroppenstedt, (1992): "The genus Nocardiopsis", en: 

5 The Prokariotes, Vol II, pp. 1139-1156, A. Balows, H. Truper, M. Dworkin, W. Harder y K.H. Schleifer, eds.; Nueva 

York, Springer-Verlag); 

— ausencia de acidos micOlicos; 

10 — formaciOn de pares de esporas longitudinales caracteristicos sobre las puntas de esporoforos cortos que se 

ramifican lateralmente de hifas aereas. Esporas sin motilidad. 

— secuencia parcial del gen de ARNr 16 (ADNr 16S), es decir 1443 nucleOtidos, correspondientes al 95% del ARNr 

completo, documentada en la ID SEC N° 1, que muestra una identidad > 97% con respecto a las secuencias de 

15 ADNr 16S de especies de Microbispora descritas. 

Como ocurre con otros microorganismos, las caracteristicas de la cepa que produce el antibi6tico 107891 estan 

sujetas a variacion. Por ejemplo, pueden obtenerse variantes artificiales y mutantes de la cepa mediante tratamiento 

con diversos mutagenos conocidos, tales como rayos UV, y productos quimicos tales como acid° nitroso, N-metil-N'- 

nitro-N-nitrosoguanidina y muchos otros. Se considera que todas las variantes y mutantes naturales y artificiales de 

20 la cepa Microbispora sp. ATCC PTA-5024 capaces de producir el antibiotic° 107891 que son equivalentes para el fin 

de la presente invenciOn y, por lo tanto, estan dentro del alcance de la invenciOn. 

Extraccion y purificaci6n del antibiotic° 107891 

Tat como se menciono anteriormente, el antibiotic° 107891 se encuentra distribuido casi por igual en el micelio y en 

la fraccion filtrada del caldo de fermentaciOn. 

25 El caldo recogido puede tratarse para separar el micelio del sobrenadante del caldo de fermentaciOn y puede 

extraerse el micelio con un disolvente miscible con agua para obtener una disoluciOn que contiene el antibiotic° 

107891, tras eliminacion del micelio gastado. Este extract° de micelio puede tratarse entonces por separado o en 

combinaci6n con el sobrenadante segun los procedimientos documentados a continuacion en el presente 

documento para la fracciOn sobrenadante. Cuando el disolvente miscible con agua puede interferir con las 

30 operaciones para recuperar el antibiOtico del extract° de micelio, puede eliminarse el disolvente miscible con agua 

mediante destilaciOn o puede diluirse con agua hasta una concentraci6n que no interfiera. 

La expresiOn "disolvente miscible con ague", tat como se usa en esta solicitud, se pretende que tenga el significado 

dado actualmente en la tecnica a esta expresion y se refiere a disolventes que, en las condiciones de uso, son 

miscibles con agua en un intervalo de concentraci6n razonablemente amplio. Ejemplos de disolventes organicos 

35 miscibles con agua que pueden usarse en la extracciOn de los compuestos de la invencion son: alcanoles inferiores, 

por ejemplo alcanoles (Ci-C3) tales como metanol, etanol y propanol; fenil-alcanoles (Ci-C3) tales como alcohol 

bencilico; cetonas inferiores, por ejemplo cetonas (C3-C4) tales como acetona y etil metil cetona; eteres ciclicos tales 

como dioxano y tetrahidrofurano; glicoles y sus productos de eterificaci6n parcial tales como etilenglicol,  

propilenglicol, y etilenglicol monometil eter, amidas inferiores tales como dimetilformamida y dietilfornnamida; acid° 

40 acetic°, dimetilsulfoxido y acetonitrilo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
La recuperacion del compuesto a partir del sobrenadante del caldo de fermentacion del microorganismo productor se 

 

realiza segun tecnicas conocidas en si mismas que incluyen la extracciOn con disolventes, precipitaci6n mediante  
adici6n de no disolventes o cambio del pH de la disolucion, mediante cromatografia de particion, cromatografia de  

partici6n en fase inverse, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusiOn molecular y similares o 
 

45 una combinaciOn de dos o mas de dichas tecnicas. Un procedimiento para recuperar los compuestos de la invenciOn 

a partir del cultivo de fermentaciOn filtrado incluye la extracciOn del antibiOtico 107891 con disolventes organicos no 

miscibles con agua, seguido de precipitaciOn a partir de los extractos concentrados, posiblemente ariadiendo un 

agente de precipitacion. 

Tambien en este caso, la expresiOn "disolvente no miscible con agua", tal como se usa en esta solicitud, se pretende 

50 que tenga el significado actualmente dado en la tecnica a dicha expresi6n y se refiere a disolventes que, en las 

condiciones de uso, son ligeramente miscibles o practicamente no miscibles con agua en un intervalo de 

concentracion razonablemente amplio, adecuados para su uso previsto. 

Ejemplos de disolventes organicos no miscibles con agua que pueden usarse en la extracci6n de los compuestos de 

la invencion a partir del caldo de fermentaci6n son: 

55 alcanoles de al menos cuatro atomos de carbono que pueden ser lineales, ramificados o ciclicos, tales como n-

butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 1-hexanol, 2-hexanol, 3-hexanol, 3,3-dimetil-1-butanol, 4-metil-1- 

pentanol, 3-metil-1-pentanol, 2,2-dimetil-3-pentanol, 2,4-dimetil-3-pentanol, 4,4-dimetil-2-pentanol, 5-metil-2-hexanol, 

1-heptanol, 2-heptanol, 5-metil-1-hexanol, 2-etil-1-hexanol, 2-metil-3-hexanol, 1-octanol, 2-octanol, ciclopentanol, 2- 

6 

 



ciclopentiletanol, 3-ciclopentil-1-propanol, ciclohexanol, cicloheptanol, ciclooctanol, 2,3-dimetil-ciclohexanol, 4- 
etilciclohexanol, ciclooctilmetanol, 6-metil-5-hepten-2-ol, 1-nonanol, 2-nonanol, 1-decanol, 2-decanol y 3-decanol; 
cetonas de al menos cinco atomos de carbono, tales como metil isopropil cetona, metil isobutil cetona, metil n-amil 
cetona, metil isoamil cetona y mezclas de los mismos. 

5 Tal como se conoce en la tecnica, la extracciOn de producto a partir del caldo de fermentaci6n filtrado puede 
mejorarse ajustando el pH en un valor apropiado, y/o afiadiendo una sal organica apropiada que forme un par i6nico 
con el antibiOtico, que es soluble en el disolvente de extracciOn. 

Tal como se conoce en la tecnica, la separaci6n de fases puede mejorarse salando la fase acuosa. 

Cuando, tras una extraccion, se recupera una fase organica que contiene una cantidad sustancial de agua, puede 
10 ser conveniente destilar azeotr6picamente el agua de la misma. Generalmente, esto requiere afiadir un disolvente 

capaz de formar mezclas azeotr6picas minimas con el agua, seguido de la adicion de un agente de precipitaci6n al 
producto deseado, si es necesario. Ejemplos representativos de disolventes organicos que pueden formar mezclas 
azeotrOpicas minimas con agua son: n-butanol, benceno, tolueno, butil eter, tetracloruro de carbono, cloroformo, 
ciclohexano, 2,5-dimetilfurano, hexano, y m-xileno, siendo el disolvente preferido n-butanol. 

15 Ejemplos de agentes de precipitaci6n son eter de petroleo, eteres de alquilo inferior, tales como etil eter, propil eter y 
butil eter, y cetonas de alquilo inferior tales como acetona. 

Segt.in un procedimiento preferente para recuperar el antibi6tico 107891, el caldo de fermentaciOn filtrado puede 
ponerse en contacto con una matriz de adsorcion mediante elucion con un disolvente polar, miscible con agua o una 
mezcla de los mismos, concentraciOn hasta obtener un residuo aceitoso a presion reducida, y precipitaci6n con un 

20 agente de precipitaci6n del tipo ya mencionado anteriormente. 

Ejemplos de matrices de adsorciOn que pueden usarse convenientemente en la recuperaciOn de los compuestos de 
la invencion son poliestireno o resinas de poliestireno-divinilbenceno mixtas (por ejemplo M112 o S112, Dow 
Chemical Co.; Amberlite® XAD2 o XAD4, Rohm & Haas; Diaion HP 20, Mitsubishi), resinas acrilicas (por ejemplo 
XAD7 o XAD8, Rohm & Haas), poliamidas tales como policaprolactamas, tipos de nailon y polivinilpirrolidonas  

25 reticuladas (por ejemplo Poliamida-CC 6, Poliamida-SC 6, Poliamida-CC 6,6, Poliamida-CC 6AC y Poliamida-SC 
6AC, Macherey-Nagel & Co., Alemania; PA 400, M. WoeIm AG, Alemania); y la resina de polivinilpirrolidona PVP-CL, 
(Aldrich Chemie GmbH & Co., KG, Alemania) y dextranos reticulados de poro controlado (por ejemplo Sephadex® 
LH-20, Pharmacia Fine Chemicals, AB). Preferentemente, se emplean resinas de poliestireno, siendo 
particularmente preferida la resina Diaion HP 20. 

30 En el caso de resinas de poliestireno, resinas de poliestireno-divinilbenceno, resinas de poliamida o resinas acrilicas, 
un eluyente preferente es un disolvente miscible con agua o sus mezclas acuosas. Las mezclas acuosas pueden 
contener tampones con un valor de pH apropiado. 

Tambien en este caso, la expresiOn "disolvente miscible con agua", tal como se usa en esta descripciOn y en las 
reivindicaciones, se pretende que tenga el significado actualmente dado en la tecnica a dicha expresi6n, tal como se 

35 describi6 anteriormente. 

Los sucesivos procedimientos para el aislamiento y la purificaciOn del antibiotic° pueden Ilevarse a cabo en extractos 
combinados a partir del sobrenadante del caldo y del micelio. Por ejemplo, cuando la porciOn del producto de 
antibi6tico contenida en el caldo de fermentaciOn filtrado o el sobrenadante se recupera mediante absorci6n sobre 
una resina de absorci6n y la parte del producto de antibi6tico contenida en el micelio se extrae a partir del mismo 

40 con un disolvente miscible con agua, seguido por adsorci6n sobre una resina de absorci6n, pueden combinarse las 
fracciones eluidas de cada uno de los dos conjuntos de resinas de absorciOn, opcionalmente tras concentraciOn, y 
luego tratarse adicionalmente como un cultivo unitario. Alternativamente, cuando los dos conjuntos de resinas de 
absorciOn utilizados para las fases de extracciOn separadas son del mismo tipo y tienen las mismas caracteristicas 
funcionales, pueden combinarse juntos y puede someterse la mezcla a una etapa de elucion unitaria, por ejemplo, 

45 con un disolvente miscible con agua o una mezcla del mismo con agua. 

En cualquier caso, sea cual sea el procedimiento adoptado para recuperar el antibiOtico 107891 bruto, la etapa de 
purificaci6n sucesiva se Ileva a cabo normalmente sobre la mezcla de los materiales brutos resultantes de la 
combinaci6n de los productos que se originan de las fases de extracciOn separadas. 

La purificaciOn del antibiotic° 107891 bruto puede lograrse mediante cualquiera de las tecnicas conocidas por Si 
50 mismas, pero se realiza preferentemente por medio de procedimientos cromatograficos. Ejemplos de estos 

procedimientos cromatograficos son los documentados con respecto a la etapa de recuperaci6n y tambien incluyen 
cromatografia sobre fases estacionarias tales como gel de silice, alumina, silicato de magnesio activado y similares 
o cromatografia de fase inversa sobre gel de silice silanizado que tiene diversas derivatizaciones funcionales, y 
eluyendo con disolventes miscibles con agua o mezcla acuosa de disolventes miscibles con agua de la clase 

55 mencionada anteriormente. 
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Por ejemplo, puede emplearse cromatografia de HPLC preparative usando RP-8 o RP-18 como fase estacionaria y 
una mezcla de tampOn de HCOONH4: CH3CN como sistema de elucien. 

Las fracciones actives recuperadas de la etapa de purificaciOn se combinan, se concentran al vacio, se precipitan 
mediante adici6n de un agente de precipitaciOn de la clase mencionada anteriormente y se secan o liofilizan en 

5 rondas Cinica o iterativas. En el caso de que el producto contenga cantidades residuales de formiato de amonio u 
otras sales tamponantes, estas pueden eliminarse mediante absorcion del antibietico 107891 sobre una columna de 
extraccien de fase solida, por ejemplo, una columna de resina de fase inversa tal como la SPE Superclean LCP18 
Supelco (Bellefonte, Pensilvania, EE. UU.) seguido de lavado con agua destilada y elucion con una mezcla 
apropiada de disolvente acuoso, por ejemplo etanol:agua. Entonces se recupera el antibiotic° eliminando los 

10 disolventes de eluciOn. 

En consecuencia, se obtiene una preparaci6n seca del complejo antibiotic° 107891 purificado como un polvo blanco. 
Tal como es habitual en esta tecnica, la produccien, asi como las etapas de recuperaciOn y purificacien, puede 
monitorizarse mediante varios procedimientos analiticos que incluyen el ensayo inhibitorio frente a microorganisnnos 
sensibles y el control analitico usando HPLC o HPLC acoplada a espectrometria de masas. 

15 Una tecnica de HPLC analitica preferente se realize sobre un instrumento Waters (Waters Chromatography, Milford, 
Massachusetts) equipado con una columna Waters Symmetry-shield RP8, de 5p (250 x 4,6 mm) eluida con una 
velocidad de flujo de 1 ml/min y a una temperatura de 50°C. 

La eluciOn se realize con un programa de meltiples etapas: tiempo=0 (30% de fase B); tiempo=8 min (30% de fase 
B); tiempo=28 min (40% de fase B). La fase A era acetonitrilo:tampon de formiato de amonio 100 mM (pH: 5,0) 5:95 

20 (v/v) y la fase B era acetonitrilo. El detector UV funcionaba a 282 nm. 

Se dividio el efluyente de la columna con una proporci6n de 5:95 y se desvie la mayor parte (aproximadamente 950 
pl/min) hacia un detector con matriz de fotodiodos. Los 50 pl/min restantes se desviaron hacia la superficie de 
contacto de ESI de un espectremetro de masas de trampa i6nica Finnigan LCQ (Thermoquest, Finnigan MAT, San 
Jose, California). 

25 El analisis de espectrometria de masas se realize en las siguientes condiciones: 

Condiciones de entrada de muestra: 

Gas de impulsiOn (N2) 413,69 kPa; 

Gas auxiliar (N2) 34,47 kPa; 

Calentador capilar 250°C; 

30 Ajustes de potencial de entrada de muestra: 

Polaridad tanto positiva como negative; 

Potencial de pulverizacien de iones +/- 5 kV; 

Potencial capilar +/- 19 V; 

Condiciones de barrido: tiempo de iones maxim° 200 ms; 

35 Tiempo de iones 5 ms; 

Microbarrido completo 3; 

Segmento: duraci6n 30 min, acontecimientos de barrido positivos (150-2000 m/z) y negativos (150-2000 m/z). 

En estas condiciones de HPLC analitica, los factores Al y A2 del antibiotic° 107891 mostraron tiempos de retenciOn 
de 13,2 min y 13,9 min, respectivamente. En el mismo sistema de HPLC, el factor A2 de la ramoplanina (L. 

40 Geste[do, R. Ciabatti, F. Assi, E. Restelli, J. K. Kettenring, L. F. Zerilli, G. RomanO, M. Denaro y B. Cavalleri, (1992): 
"Isolation, structure determination and biological activity of A-16686 Factors A'1, A'2 and A'3 glycolipodepsipeptide 
antibiotics", J. Ind. Microbiol. 11:13-18) eluy6 con un tiempo de retencion de 7,5 min. 

Dado que el antibiotic° 107891, tal como se muestra por la titulacion acido/base en 2-metoxietanol (MCS):H20 12:3 
(v/v), contiene una fund& basica, es capaz de formar sales con acidos adecuados segen procedimientos 

45 convencionales y puede existir tambien en la forma de base libre. 

El antibiOtico 107891, cuando se obtiene en la forma de base libre, puede transformarse con acidos en las 
correspondientes sales, que incluyen sales farmaceuticamente aceptables no t6xicas. Sales adecuadas incluyen 
aquellas sales formadas mediante reaccion estandar con acidos tanto organicos como inorganicos, por ejemplo, 
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acidos clorhidrico, bromhidrico, sulfuric°, fosforico, acetic°, trifluoroacetico, tricloroacetico, succinico, citrico, 
ascOrbico, lactic°, maleico, fumarico, palmitico, cOlico, pamoico, mucico, glutamico, canfOrico, glutarico, glicolico, 
ftalico, tartaric°, laurico, estearico, salicilico, metanosulfonico, bencenosulfonico, sorbico, picrico, benzoico, cinamico 
y similares. Las sales de adiciOn del antibiOtico 107891 con acidos pueden prepararse segiin los procedimientos 

5 habituales comOnmente empleados. Por ejemplo, se disuelve el antibiotic° 107891, en forma de base libre, en la 
minima cantidad de un disolvente adecuado, tipicamente un alcanol inferior, o una mezcla de alcanol inferior/agua, 
se afiade gradualmente la cantidad estequiometrica de un ecido seleccionado adecuado a la disoluciOn obtenida y 
se precipita la sal obtenida mediante adici6n de un no disolvente. La sal de adiciOn que se forma se recupera 
entonces mediante filtraciOn o evaporacion de los disolventes. 

10 Alternativamente, estas sales pueden prepararse en una forma sustancialmente anhidra mediante liofilizacion; en 
este caso, se disuelve una sal del antibiOtico 107891 con acid° volatil con una cantidad adecuada de acid° no volatil. 
Luego se filtra la disoluciOn para eliminar cualquier resto insoluble y se liofiliza en rondas unicas o iterativas. 

Tambien puede obtenerse una sal de adici6n especifica a partir de una disoluciOn de otra sal del antibi6tico 107891 
cuando la sal deseada precipita con la adiciOn del ani6n apropiado. 

15 La transformaci6n del compuesto de la invencion que no este en forma de sal para dar las sales de adici6n 
correspondientes, y la inverse, es decir, la transformacion de una sal de adiciOn de un compuesto de la invenciOn 
para dar la forma que no es una sal estan dentro de la experiencia tecnica ordinaria y estan abarcadas por la 
presente invenciOn. 

La formaci6n de sales del antibi6tico 107891 puede servir para varios fines, incluyendo la separaci6n y la purificaciOn 
20 de dicho antibi6tico 107891 y su uso como agentes terapeuticos o promotores del crecimiento animal. Para fines 

terapeuticos, se emplean habitualmente las sales farmaceuticamente aceptables. 

La expresi6n "sales farmaceuticamente aceptables" identifica aquellas sales no t6xicas que pueden utilizarse en el 
tratamiento de animales de sangre caliente. 

Puede administrarse el complejo de antibiOtico 107891 como tal o en mezcla con vehiculos farmaceuticamente 
25 aceptables y tannbien puede administrarse junto con otros agentes antimicrobianos tales como penicilinas, 

cefalosporinas, aminoglucosidos y glucopeptidos. 

Por tanto, la terapia conjunta incluye la administraciOn secuencial, simultanea y separada del principio activo de una 
manera en la que los efectos terapeuticos del primero administrado no ha desaparecido completamente cuando se 
administra el siguiente. 

30 Los compuestos de la invenciOn, o sus sales de adiciOn farmaceuticamente aceptables, pueden formularse en 
formas adecuadas para administraci6n parenteral, oral o topica. Para la administraci6n i.v. en el tratamiento de 
cualquier infeccion que implique un microorganismo sensible al antibiotic°, una formulacion parenteral es, por 
ejemplo, en agua con un agente de solubilizaciOn apropiado tal como polipropilenglicol o dimetilacetamida y un 
agente tensioactivo (por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitano o aceite de ricino polietoxilado) o 

35 formulaciones basadas en ciclodextrinas o fosfolipidos en agua esteril para inyecciOn. Una formulaciOn inyectable 
tambien puede obtenerse con una ciclodextrina apropiada. 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
Tambien puede usarse el complejo antibi6tico 107891 en una forma farmaceutica adecuada tal como una capsule,  

 
un comprimido o una suspensi6n acuosa para administracion oral o con cremas o gelatines convencionales para  

 
aplicaciones topicas. Ademas de su uso como medicamentos en la terapia de seres humanos y veterinaria, los 

40 compuestos de la invenciOn tambien pueden usarse como promotores del crecimiento animal. Para este fin, un  
 

compuesto de la invenciOn se administra por via oral en un pienso adecuado. La concentraci6n exacta empleada es
la que se requiere para proporcionar el principio activo en una cantidad eficaz promotora del crecimiento cuando se 
consumen cantidades normales de pienso. 

La adici6n del principio activo de la invenciOn al pienso animal se logra preferentemente preparando una mezcla 
45 previa de pienso apropiada que contiene el principio activo en una cantidad eficaz e incorporando la mezcla previa a 

la raci6n complete. Alternativamente, puede combinarse un concentrado intermedio o un complemento alimenticio 
que contenga el principio activo en el pienso. La manera en la que pueden prepararse y administrarse tales mezclas 
previas de pienso y raciones completes se describen en libros de referencia (tales como "Applied Animal Nutrition", 
W. H. Freedman and Co., San Francisco, EE. UU., 1969 o "Livestock Feeds and Feeding", 0 and B books, Corvallis, 

50 Oregon, EE. UU., 1977). 

Caracteristicas fisicoquimicas del antibiOtico 107891 

A) Espectrometria de mesas: 

en experimentos de SM sobre un instrumento Thermofinnigan LCQ deca equipado con una fuente de 
55 electroaspersiOn, usando una mezcla de calibracion Thermofinnigan, el antibiOtico 107891 da dos iones doblemente 
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protonados a m/z=1124 y a m/z 1116, correspondientes a la composici6n isot6pica inferior de los Factores Al y A2 
del complejo, respectivamente. Las condiciones de electroaspersion fueron: potencial de pulverizaciOn: 4,7 kV; 
temperatura capilar: 220°C; potencial capilar: 3 V; modo de infusion 10 pl/min. Se registraron espectros a partir de 
una disolucion de 0,2 mg/ml en metanol/agua 80/20 (v/v) con acid° trifluoroacetico al 0,1% y se documentan en las 

5 Figuras 1A (espectro de baja resoluciOn de barrido completo) y 1B (espectro de alta resoluciOn de barrido ampliado). 

B) El espectro infrarrojo del antibi6tico 107891 grabado en KBr con un espectrofotOmetro Bruker FT-IR modelo 
IFS 48 presenta un maxim° de absorciOn a (cm-1): 3263; 2929; 1661; 1533; 1402; 1114; 1026. El espectro infrarrojo 
se documenta en la Fig. 2. Las bandas de absorciOn a 1631, 1596 y 1346 se atribuyen a cantidades residuales de 

10 formiato de amonio. 

C) El espectro UV del antibi6tico 107891, realizado en metanol/H20 (en una proporci6n de 80:20) con un 
espectrofotOmetro de Perkin-Elmer Lambda 16 presenta dos hombros a 226 y 267 nm. El espectro UV se 
documenta en la Fig. 3. 

D) El espectro 1H-RMN se registr6 en la mezcla metanol-d4:H20 (pH 4,3 HCI) 40:10 (v/v) a 40°C en un 
espectr6metro Bruker AMX 600 aplicando una secuencia de supresi6n de agua. Como patr6n interno se considero 
la serial residual de metanol-d4 a 3,31 ppm. El espectro 1H-RMN del antibi6tico 107891 se documenta en la Fig. 4. 
El espectro 1H-RMN del antibiOtico 107891 disuelto en metanol-d4:H20 (HCI 0,01 N) 40:10 (v/v) presenta los 

20 siguientes grupos de sefiales (en ppm) a 600 MHz usando Me0H-d4 como patr6n interno (3,31 ppm), [6=ppm, 
multiplicidad; (atribuci6n)]: 0,93 d (CH3), 0,98 d (CH3), 1,07 t (CH3 superpuestos), 1,18 t (CH3 superpuestos), 1,26s 
(CH3), 1,30 t (CH3 superpuestos), 1,62 - 1,74 m (CH2), 1,78 d (CH3), 1,80 d (CH3), 2,03 m (CH2), 2,24 m (CH), 2,36 
m (CH2), 2,72 - 3,8 m (CH alfa peptidicos), 3,8 - 5,2 m (CH alfa peptidicos), 5,53 - 6,08 s (CH2), 5,62 d (doble enlace 
de CH), 6,42 m (CH), 6,92 d (doble enlace de CH), 7,0 - 7,55 m (CH aromaticos), 7,62 - 10,4 d y m (NH aromaticos 

25 y peptidicos). 

E) El espectro 13C-RMN se registro en la mezcla metanol-d4:H20 (pH 4,3 HCI) 40:10 (v/v) a 40°C en un 
espectrOmetro Bruker AMX 600 usando como patrOn interno la sefial residual de metanol-d4 a 49,15 ppm. El 
espectro 13C-RMN desacoplado de bb (banda ancha) del antibi6tico 107891 se documenta en la Fig. 5. El espectro 

30 13C-RMN del antibiOtico 107891 disuelto en metanol-d4:H20 (HCI 0,01 N) 40:10 (v/v) presenta los siguientes grupos 
de sefiales (en ppm) a 600 MHz usando Me0H-d4 como patrOn interno (49,15 ppm), [6=ppm; (atribuci6n)]: 13,6 - 
23,2 (CH3 alifaticos), 26,16 - 73 (CH 2 alifaticos y CH alfa peptidicos), 105 - 136 (CH aromaticos y con doble enlace y 
carbonos cuaternarios), 164,3 - 176,3 (carbonilos peptidicos). 

35 F) Se disolvi6 el complejo antibiOtico 107891 en 2-metoxietanol (MCS):H20 12:3 (v/v) que contenia un exceso 
molar de acido clorhidrico 0,01 M. Entonces se volvio a titular la disoluciOn con una disolucion de hidr6xido de 
potasio 0,01 N. La curva de titulaciOn resultante mostr6 una funci6n ionizable basica. 

15 

Composici6n de aminoacidos del antibiOtico 107891 

A) DeterminaciOn de aminoacidos "resistentes a acidos" en el complejo antibi6tico 107891 

40 Se sometio al antibi6tico 107891 a una hidrOlisis acida completa (HCI 6 N, 105°C, 24 h) y se identificaron los 
componentes de aminoacidos del antibiOtico resistentes al tratamiento acid°. Los aminoacidos labiles en medio 
acid° no son detectables con este enfoque. Se estudio el hidrolizado mediante analisis de HPLC-MS y GC-MS, tras 
una derivatizacion adecuada, en comparaci6n con una mezcla de aminoacidos patr6n derivatizada de manera 
similar. Para el analisis de HPLC se trat6 la muestra hidrolizada con carbamato de 6-aminoquinolil-N-

45 hidroxisuccinimidilo (kit reactivo AccQ-Tag TM Fluor), para el analisis de GC con una mezcla de HCI 3N en metanol 
anhidro y anhidrido trifluoroacetico. 

Se Hew!) a cabo el analisis de HPLC cualitativa sobre un sistema de cromatografia de liquidos con detecciOn de DAD 
y MS simultanea. El procedimiento de HPLC tenia las siguientes condiciones: 

Columna: AccQ-Tag TM (Waters C18 NovoPak 4 pm 3,9 X 150 mm) 

50 Temperatura de columna: 37°C 

Flujo: 1 mUmin. 

Fase A: Acetato de amonio 140 mM pH 5 (acid° acetico) 

Fase B: Agua:acetonitrilo 60:40 (v/v) 

Programa de elucion 

Tiempo (min . ) 5 30 35 40 4 1 

%B 5 5 80 95 95 5 

1 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 



Detecci6n UV: 254 nm 

Las condiciones de MS fueron las siguientes: 

Espectr6metro: Finnigan LCQ Deca equipado con fuente de electroaspersiOn habitual. 

Temperatura capilar: 250°C 

5 Potencial de la fuente: 4,70 kV 

Corriente de la fuente: 80 pA 

Potencial capilar: -15 V 

Se Ilevo a cabo el analisis de GC cualitativa en un cromat6grafo de gases equipado con detecci6n MS-El. El 

procedimiento de GC tenia las siguientes condiciones: 

10 Columna: J & W Scientific DB-5, 30 m x 0,254 mm ID x 0,25 pm FT gas portador: helio 

Modo de inyecci6n: sin fraccionamiento 

Temperatura del inyector: 200°C 

Temperatura de la linea de transferencia: 300°C 

Programa de temperaturas: desde 50°C hasta 100°C a 2,5°C/min (10 min), desde 100°C hasta 250°C a 

15 10°C/min (15 min), 15 min a 250°C 

Volumen de inyecciOn: 1 pl 

Las condiciones de MS fueron las siguientes: 

EspectrOmetro: Finnigan TSQ700 

Modo de ionizaciOn: Impact° de electrones 

20 Ajuste de potencial: 

Corriente del filamento: 400 mA 

Multiplicador de electrones: 1400 V 

Energia de los electrones: 70 eV 

Modo de iones positivos 

25 Condici6n de barrido: 

Interval° de barrido: 40-650 amu 

Tiempo de barrido: 1 seg 

En los cromatogramas de LC/MS y GC/MS obtenidos en el hidrolizado del antibiotic° 107891, se identificaron los 
siguientes aminoacidos junto con otros picos no identificados: lantionina, metilantionina, glicina, prolina, valina, acid° 

30 aspartico (los estudios de RMN indican que este es un product° de transformaci6n de la asparagina, que genera 

acid° aspartico mediante hidrOlisis), fenilalanina y leucina. 

Se sometieron los factores Al y A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del antibiOtico 107891 a 

hidrOlisis acida completa en las mismas condiciones (derivatizaciOn y HPLC-MS) documentadas para el complejo. 
Se [levet a cabo el analisis de GC-MS en un instrumento Thermo Finnigan Trace GC-MS equipado con un inyector 

35 PTV. 

El procedimiento de GC tenia las siguientes condiciones: 

Columna: Restek RTX-5MS, 15 m x 0,25 mm ID x 0,25 pm FT 

Gas portador: helio 

Temperatura de la superficie de contacto: 250°C 

11 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 



Programa de temperaturas: 1,5 min a 50°C, desde 50°C hasta 100°C a 20°C/min, 1 min a 100°C, desde 100°C hasta 

135°C a 20°C/min, 1 min a 135°C, desde 135°C hasta 250° a 20°C/min, 1 min a 250°C 

Volumen de inyecci6n: 1 pl 

Inyector: modo sin fraccionamiento, temperatura base 50°C, temperatura de transferencia 280°C, tasa de 

5 transferencia 14,5°C/min 

Las condiciones de MS fueron las siguientes: 

Modo de ionizaciOn: Impact° de electrones 

Ajuste de potencial: 

Corriente del filamento: 149 pA 

10 Multiplicador de electrones: 200 V 

Energia de los electrones: 70 eV 

Modo de iones positivos: 

Condiciones de barrido: 

Intervalo de barrido: 33-500 amu 

15 Tiempo de barrido: 0,6 seg 

B) DeterminaciOn de 5-clorotript6fano en el complejo antibiotic° 107891 

Se realizO la hidrolisis completa del complejo 107891 purificado segun el procedimiento descrito por Simpson R J, 

Neuberger M R, Liu T Y, "Complete Aminoacid Analysis of Proteins from a Single Hydrolysate", Journal Biol. Chem 

(Estados Unidos), 10 de abril de 1976, 251 (7), 1936-40. 

20 Este procedimiento de hidrolisis evita la degradaciOn de aminoacidos normalmente inestables durante la digestion 

con acidos minerales y, por lo tanto, permite la determinacion de estos aminoacidos, incluyendo tript6fano, a partir 

de un hidrolizado de un peptido. Se compro una muestra convencional de 5-cloro-DL-tript6fano de Biosynt AG, 

Staad, Suiza y se confirm6 su estructura mediante analisis de RMN; se comprO el DL-triptOfano en Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemania. 

25 Los patrones de triptofano y 5-clorotriptofano eluyeron con tiempos de retenci6n de 8,1 minutos y 11,5 minutos, 

correspondientes a M+H+ a m/z 205 y 239, respectivamente. 

Pudo detectarse el tript6fano patron con el sistema cromatografico usado con un limite de detecciOn de 0,3 pg/ml. 

Este valor es inferior al valor que habria sido indicativo de la presencia de dicho aminoacido en la muestra de 

antibi6tico sometida a ensayo. 

30 Comparacion del Factor Al y del Factor A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del antibiOtico 107891 

con los antibiOticos MF-BA-1768a1 Y MF-BA-1768131 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

A) Se adquirio Microbispora coraNna NNRL 30420 (MF-BA-1768), descrita en el documento US 6.551.591 Bl, de   
la coleccion NNRL. En un experimento exploratorio, se fermento la cepa M. corallina NNRL 30420 (MFBA-1768) en

un matraz Erlenmeyer en las condiciones descritas en el documento US 6.551.591 B1. Se extrajo el caldo recogido  
35 mediante diluciOn con metanol. Tras la centrifugacion del micelio, se carg6 el sobrenadante sobre una resina de

absorci6n de poliestireno HP20, se eluyo con una mezcla de metanol:agua 70:30, quo se redujo hasta un volumen 

pequerio y entonces se liofilizO. 

En el cromatograma dos picos mostraron senates de 1091 y 1108 [M+2H]2+, correspondientes al [M+2H]2+ 

40 documentado en el documento US 6.551.581 B1 para MF-BA-1768131 y MF-BA-1768a1, respectivamente. 

B) En un experimento adicional, se realizo una fermentaci6n en tanque de 30 I de la cepa NRRL 30420 (MFBA-

1768) de Microbispora sp. y se trat6 el caldo recogido siguiendo la descripcion del documento US 6.551.591 131. 

Tras las etapas de purificacion secuenciales sobre resina de poliestireno HP20 y resina de poliamida CC 6 0,1-0,3 

45 mm (Macherey-Nagel), se obtuvieron dos sustancias individuales en forma pura mediante HPLC preparativa sobre 

una columna C18 Phenomenex Luna (250 x 12,2 mm) (Torrance, California, EE. UU.) de 10 p de tame° de 

particula eluida con una velocidad de flujo de 27 ml/min con el siguiente programa de multiples etapas: tiempo = 0 

min (un 32% de la fase B); tiempo = 8 min (un 32% de la fase B); tiempo = 20 min (un 36% de la fase B); tiempo = 

32 min (un 90% de la fase B). La fase A era acid° formic° al 0,05% (v/v) en agua, la fase B era CH3CN. 
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Estas sustancias mostraron actividad antibacteriana contra estafilococos y enterococos, tal como se muestra en la 
Table IV. En experimentos de LC-MS las dos sustancias mostraron seriales de iones protonados doblemente 

[M+2Hr correspondientes a los antibi6ticos ME-BA-1768ai y MF-BA-176801, tai como se describe en la patente 

estadounidense 6.551.591 BI. 

5 Table IV 

CEPA 
C I M (pg/m l ) 

MF-BA-1 768a1 MF-BA- 1 76813 1 107891 A l 1 0789 1 A2 Complejo 1 0789 1 

1 400 Staphylococcus aureus a is l . cl . Met r 0 , 1 3 0 , 5 0 , 1 3 0 , 1 3 0 , 1 3 

568 Enterococcus faecium a is l . cl . 4 1 6 1 2 2 

569 Enterococcus faecium a is l . cl . Van A 4 8 1 2 2 

559 Enterococcus faecalis a is l . c l . 4 8 1 2 1 

560 Enterococcus faecalis a is l . cl . Van A 4 8 0 , 5 1 0 , 5 

Las condiciones experimentales de los ensayos antimicrobianos fueron las mismas que las utilizadas para los 

ensayos documentados en la Table VI a continuacien. 

Los analisis de LC-MS de los antibi6ticos aislados MF-BA-1768a1 y MF-BA-1768131 se realizaron en una columna 

Symmetry C18 (5:m) de 4,6 x 250 mm (Waters; Milford, Massachusetts, EE. UU.) equipada con una precolumna 
10 Symmetry C18 (5:m) de 3,9 x 20 mm (mantenidas ambas en un horno a 50°C de temperatura). Se realize) la eluciOn 

con una velocidad de flujo de 1 ml/min con el siguiente programa de eluciOn de maniples etapas: tiempo = 0 min (un 

30% de la fase B); tiempo = 8 min (un 30% de la fase B); tiempo = 20 min (un 45% de la fase B); tiempo = 24 min 

(un 90% de la fase B); y tiempo = 28 min (un 90% de la fase B). La fase A era tampon HCOONH4 25 mM pH 4,5: 

CH3CN 95:5 (v/v) y la fase B era CH3CN. El equipo de HPLC estaba acoplado a un espectr6metro de masas de 
15 trampa i6nica Finnigan LCQ (Thermoquest, Finnigan MAT, San Jose, California, EE.UU.). Se desviaron 100 ml/min 

de los efluyentes de la columna hacia la superficie de contacto de ESI del espectrometro de masas LCQ. Se realize 
el analisis de MS en las siguientes condiciones: entrada de muestra: flujo del gas de impulsiOn (N2) 172,37 kPa, flujo 
del gas auxiliar 34,47 kPa; calentador capilar: 210°C; polaridad del potencial de entrada de muestra tanto positivo 

como negativo; potencial de pulverized& de iones: +/-4,75 kV; potencial capilar: +1-12 V; condiciones de barrido: 
20 tiempo de iones maxim° 50 ms; microbarrido completo 3. 

Se analizaron los factores de antibi6tico individuales MF-BA-1768a, y MF-BA-1768(31 y los factores Al y A2 (no 

dentro del alcance de la presente invencion) del antibiOtico 107891 de manera individual y en mezcla. Los resultados 

se resumen en la Table V siguiente. 

TABLA V 

T iempo ret . (min) [M+2Hr 

MF-BA- 1 768 13 1 1 2 , 86 1 09 1 

Anti b iOt ico 1 0789 1 A l 1 6 , 3 1 1 24 

Anti b i6tico 1 0789 1 A2 1 6 ,8 1 1 1 1 6 

MF-BA- 1 768a1 1 8 , 1 1 1 08 

25 En el mismo sistema cromatograflco, se eluy6 el factor A2 de ramoplanina (L. GesteIdo, R. Ciabatti, F. Assi, E. 

Restelli, J. K. Kettenring, L. F. Zerilli, G. Romano, M. Denaro y B. Cavalleri, (1992): "Isolation, structure determination 
and biological activity of A-16686 Factors Al, A'2 and A'3 glycolipodepsipeptide antibiotics", J. In  Microbiol. 11:13-
18) con un tiempo de retenciOn de 11,00 min. 

Espectroscopia de RMN del factor Al y el factor A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del antibietico 
30 107891 

Se registraron espectros de 1H-RMN de factor Al y factor A2, no dentro del alcance de la presente invencien, del 
antibiOtico 107891 en la mezcla de CD3CN:D20 (1:1) a 298 K en un espectremetro Bruker AMX 600 aplicando una 
secuencia de supresi6n de agua. Como patr6n interno se considere) la serial residual de acetonitrilo-d3 a 1,94 ppm. 

A) El espectro de 1H-RMN del factor Al (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del antibiOtico 107891 se 
35 documenta en la Fig. 8. 

B) El espectro de 11-I-RMN desacoplado de bb del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del 

antibiOtico 107891 se documenta en la Fig. 9. Los espectros de 13C-RMN del factor Al y el factor A2 (no dentro del 
alcance de la presente invencion) del antibiotic° 107891 se registraron en la mezcla de CD3CN:D20 (1:1) a 298 K 

40 en un espectr6metro Bruker AMX 600 usando como patron interno la serial residual de acetonitrilo-d3 a 1,39 ppm. 

C) En la Fig. 10 se muestra el espectro de 13C-RMN del factor Al (no dentro del alcance de la presente invencion) 
del antibiOtico 107891. 
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D) En la Fig. 11 se muestra el espectro de 13C-RMN desacoplado de bb del factor A2 (no dentro del alcance de la 

presente invenciOn) del antibiotic° 107891. 

Espectros UV e IR del factor Al y del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del antibiOtico 

5 107891 

A) El espectro infrarrojo del factor Al, no dentro del alcance de la presente invenciOn, del antibiOtico 107891 

registrado en KBr con un espectrofotOmetro Bruker FT-IR modelo IFS 48 esta documentado en la Fig. 12. 

B) El espectro UV del factor Al (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del antibi6tico 107891 registrado 

10 en metanol:H20 80:20 (v/v) con un espectrofotOmetro Perkin-Elmer Lambda 16 esta documentado en la Fig. 13. 

C) El espectro infrarrojo del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del antibi6tico 107891 

registrado en KBr con un espectrofotOmetro Bruker FT-IR modelo IFS 48 esta documentado en la Fig. 14. 

15 D) El espectro UV del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del antibiotic° 107891 registrado 

en metanol:H20 80:20 (v/v) con un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 16 esta documentado en la Fig. 15. 

Con base en los datos fisicoquimicos documentados en lo que antecede, puede asignarse la siguiente formula 

estructural al antibiOtico 107891: los compuestos segun la reivindicacion 1: 

en los que X es un halogen° (F, Cl, Br, I) y en los que R1, R2, R3 y R4 estan seleccionados independientemente del 

20 grupo constituido por H, OH; R5, R6, R7 y R8 estan seleccionados independientemente del grupo constituido por H, 

OH, alquilo (ramificado o no ramificado, sustituido o no sustituido) y arilo (sustituido o no sustituido), con la condiciOn 

de que cuando R2 sea OH o R1 y R2 sean OH, at menos uno de R3 a R8 sea diferente de H o X no sea Cl. En una 

realizacion alternativa, R1, R2, R3 y R4 pueden ser H u OH. 

Por lo tanto, las combinaciones posibles de R1, R2, R3 y R4 incluyen las siguientes. 

Ri R2 R3 

H H H H 

OH H H H 

H OH H H 

H H OH H 

H H H OH 

OH OH H H 

OH H OH H 

OH H H OH 

H OH OH H 

H H OH OH 

H OH H OH 

OH OH OH H 

OH OH H OH 

OH H OH OH 

H OH OH OH 

OH OH OH OH 

25 De manera similar, R5, R6, R7 y R8 pueden ser H u OH. Por lo tanto, las combinaciones posibles de R5, R6, R7 y R8  

incluyen las siguientes. 
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R5 Rg R7 Rg 

H H H H 

OH H H H 

H OH H H 

H H OH H 

H H H OH 

OH OH H H 

OH H OH H 

OH H H OH 

H OH OH H 

H H OH OH 

H OH H OH 

OH OH OH H 

OH OH H OH 

OH H OH OH 

H OH OH OH 

OH OH OH OH 

Actividad biologica in vitro del antibiotic° 107891 

Se determine) la actividad antimicrobiana del antibiotic° 107891 mediante el procedimiento de microdisoluciOn de 

caldo segiin las recomendaciones del Comite Nacional para las Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS, 

documento M7-A5). 

5 Las cepas usadas fueron aislados clinicos o cepas de la Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC). El 

resultado de las pruebas se documenta en la Tabla VI y la Tabla VII. 

Se disolvi6 antibi6tico 107891 en DMSO para obtener una disoluciOn madre de 1000 pg/ml, y posteriormente se 

diluyo en agua para obtener una disoluciOn de trabajo. Los medios usados fueron caldo Mueller Hinton ajustado con 

cationes (CAMHB) para Staphylococci, M. catarrhalis, Enterococci y L. monocytogenes; caldo Todd Hewitt (THB) 

10 para Streptococci; medio GC + Isovitalex al 1% + hemina al 1% para Neisseria spp. ; infusi6n de cerebro y corazon + 

complemento C al 1% para H . influenzae ; caldo de lactobacilos para Lactobacilli; Middlebrook 7H9 enriquecido con 

Middlebrook OADC para M. smegmatis ; medio RPMI 1640 para C. albicans. Caldo Wilkins Chalgren + oxirasa (1:25 

v/v) para Clostridia ; caldo Brucella que contiene cisteina (0,5 g/L) para Propionibacteria . Los inOculos para las 

bacterias fueron de 105 UFC/ml. El inOculo de C. albicans fue de 1 x 104 UFC/ml. Todos los ensayos se realizaron 

15 en presencia de alburnina de suero bovino (BSA) al 0,02%. Se incubaron los cultivos a 35°C en aire excepto las 

cepas de Clostridia y Propioniobacteria que necesitaban atm6sfera anaerobia. Tras 18-24 horas se realizaron 

lecturas visuales y se determinaron las CIM. La CIM se definie) como la menor concentraciOn de antibi6tico a la que 

no hay crecimiento visible. 

TABLA VI: Actividad antimicrobiana del antibiotic° 107891 

M icroorgan ismo 
C IM (pg/m l) 

1 07891 

8 1 9 Staph. aureus Smith ATCC 1 9636 5 0 , 1 3 

406 1 Staph. aureus LIM 1 .5 0 , 1 3 

3798 Staph. aureus aislado d in . VI SA 2 

1 400 Staph. aureus aislado d in . Met-R 5 0 , 1 3 

6 1 3 Staph. aureus aislado d in . Met-R 5 0 , 1 3 

3797 Staph. aureus aislado d in . VISA Me 2 

4064 Staph. aureus LIM2 G ISA Met-R 0 ,5 

1 729 Staph. haemolyticus Met-R 8 

1 730 Met-S 2 

1 47 Staph. epidermidis ATCC 1 2228 5 0 , 1 3 

1 1 39 4 

44 Strept pneumoniae Pen-S 5 0 , 1 3 

2868 Pen- I 5 0 , 1 3 

49 Strept pyogenes 0 , 1 3 

559 Ent. faecalis Van-S 1 

560 Ent. faecalis Van-A 0 , 5 

A333 Ent. faecalis Van-A 1 

568 Ent. faecium Van-S 2 

569 Ent. faecium Van-A 1 

B5 1 8 Ent. faecium Van-A 2 

A6345 Ent. faecium Van-A Lnz-R 4 

3754 Mycobacterium smegmatis 32 
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Microorgan ismo 
C IM (pg/m l) 

' 1 0789 1 

884 Listeria garviae 5 0 , 1 3 

1 48 Listeria delbrueckii ATCC4797 4 

1 450 Listeria monocytogenes 0 , 1 25 

833 Haemophilus influenza° 32 

970 Haemophilus influenza° ATCC 1 94 1 8 32 

3924 Moraxella catharralis 1 

76 Moraxella catharralis ATCC8 1 76 0 ,25 

1 6 1 3 Neisseria meningitidis ATCC 1 3090 0 , 5 

997 Neisseria gonorrhaea 0 ,25 

47 Escherichia coil > 1 28 

1 45 Candida albicans > 1 28 

TABLA VII: Actividad antimicrobiana del antibiOtico 107891 contra bacterias anaerobias 

Microorgan ismo 
C IM (pg/m l) 

Anti b iotic° 1 07891 

ATCC 27520 Propionibacterium amphophilum 0 ,0 1 5 

ATCC 25564 Propionibacterium granulosum 0 ,03 

ATCC 1 4 1 57 Propionibacterium propionicus 4 

P9 Propionibacterium acnes 0 , 1 25 

1 329 Propionibacterium acnes 0 ,5 

ATCC 25746 Propionibacterium acnes 0 ,0 1 5 

ATCC 691 9 Propionibacterium acnes 0 , 1 25 

ATCC 6922 Propionibacterium acnes 0 , 0039 

ATCC 1 348 Propionibacterium acnes 0 ,25 

40 1 8 Clostridium difficile 5 0 , 1 25 

4025 Clostridium difficile 5 0 , 1 25 

4022 Clostridium difficile 5 0 , 1 25 

4032 Clostridium perfringens 5 0 , 1 25 

4043 Clostridium butyricum 0 , 1 25 

4009 Clostridium beijerinckii 5 0 , 1 25 

4052 Clostridium septicum 5 0 , 1 25 

6060 1 Peptostreptococcus anaerobius > 1 28 

El antibi6tico 107891 presenta una buena actividad antibacteriana frente a bacterias gram-positivas. 

El intervalo de CIM frente a Staphylococcus spp., incluyendo cepas resistentes a meticilina (MRSA) e intermedio de 

glucopeptidos (GISA), es = 0,13-4 pg/ml y frente a aislados clinicos recientes de Enterococcus spp., incluyendo 

5 resistentes a la vancomicina (VRE), es de 0,5-4 pg/ml. Frente a Streptococcus spp., las CIM son 5 0,13 pg/ml. 

El antibiOtico 107891 tambien es activo frente a cepas gram-positivas anaerobias; las CIM son 5 0,13 pg/ml frente a 

Clostridia y 0,004-4 pg/ml frente a Propionibacteria . Se mostraron actividades antimicrobianas frente a cepas de L . 

monocytogenes (CIM de 0,125 pg/ml) y Lactobacilli (intervalo de CIM 5 0,13-4 pg/ml). Algunas bacterias gram-

negativas son sensibles al antibi6tico 107891; las CIM son de 1-0,25 pg/ml frente a M. catharralis, 0,5-0,25 pg/ml 

10 frente a Neisseria spp. y 32 pg/ml frente a H. influenzae. 

El antibiotic° 107891 no es activo frente a las cepas de E. coil y C. albicans sometidas a ensayo. 

En los experimentos de letalidad con respecto al tiempo, el antibiOtico 107891 presenta actividad bactericida frente a 

las cepas S . aureus GISA y E. faecalis VanA; a las 24 horas la concentracion bactericida es el valor de CIM en caldo 

de Mueller Hinton. 

15 El S . aureus puede provocar infecciones potencialmente mortales y MRSA es de significacion clinica particular 

porque es resistente a todas las penicilinas y las cefalosporinas y tambien a muchos otros antibioticos; adernas, se 

extiende facilmente de paciente en paciente, provocando brotes de infecci6n con importantes implicaciones para las 

instalaciones de atenciOn sanitaria ON. Witte, (1999): "Antibiotic resistance in Gram-positive bacteria: epidemiological 

aspects", Journal of Antimicrobial Chemotherapy 44: 1-9). El Sistema de Vigilancia de lnfecciones Nosocomiales 

20 Nacional (NNIS) de los Centros para el Control de las Enfermedades (CDC) ha documentado que la resistencia a la 

meticilina en el S . aureus en hospitales de EE. UU. aumento desde el 2,4% en 1975 hasta el 29% en 1991, con un 

grado superior de resistencia en unidades de cuidados intensivos (L. Archibald, L. Philips, D. Monnet, J. E. Jr Mc 

Gowan, F. Tenover, R. Gaynes, (1997): "Antimicrobial resistance in isolates from inpatients and outpatients in the 
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United States: increasing importance of the intensive care unit", Clinic Infect. Dis. 24: 211-5). Las infecciones 

nosocomiales por estafilococos estan asociadas con una morbilidad y una mortalidad considerables, prolongando la 

duraciOn de la estancia y aumentando los costes de hospitalizacion. La mayoria de las cepas de MRSA son 

resistentes frente a varios de los agentes antimicrobianos mas comOnmente usados, incluyendo macrolidos, 

5 aminoglucosidos, y los antibi6ticos de 13-lactamas en uso actualmente, incluyendo la ültima generaci6n de 

cefalosporinas. 

Los patOgenos adquiridos en hospitales resistentes a la vancomicina responsables de infecciones (tales como 

endocarditis, meningitis y septicemia) presentan un reto terapeutico creciente (Y. Cetinkaya, P. Falk y C. G. Mayhall 

(2000): "Vancomycin-resistant enterococci", Clin. Microbiol. Rev. 13:686-707; L. B. Rice, (2001): "Emergence of 

10 vancomycin-resistant enterococci", Emerg. Infec. Dis. 7:183-7). 

S. pneumoniae y M. catarrhalis son pat6genos importantes reconocidos de seres humanos. Son causas comunes de 

infecciones de las vias respiratorias, particularmente otitis media en nilios e infecciones de las vias respiratorias 

inferiores en ancianos. Recientemente se han aceptado M. catarrhalis y S. pneumoniae como los patogenos mas 

comunes de las vias respiratorias (M.C. Enright y H. McKenzy, (1997): "Moraxella (Branhamella) catarrhalis. Clinical 

15 and molecular aspect of a rediscovered pathogen", J. Med. Microbiol. 46:360-71). 

Los Clostridia son responsables de diferentes enfermedades: gangrena gaseosa e infecciones de heridas 

relacionadas, tetanos, botulismo, diarrea asociada con antibiOticos (CDAD) y colitis seudomembranosa. La mayoria 

de estos microorganismos producen exotoxinas que desempetian un papel importante en la patogenesis de las 

enfermedades. C. difficile es el agente causante responsable del 25% de los casos de CDAD y de casi todos los 

20 casos de colitis seudomembranosa. A lo largo de los Ciltimos afios, la aparicion de coinfecci6n por C. difficile se ha 

producido en pacientes con colonizaciOn o infeccion por enterococos resistentes a vancomicina (J. G. Bartlett, 

(1992): "Antibiotic associated diarrhea", Clinic. Infect. Dis. 15: 573-581). 

Actividad biolOgica in vitro de los factores Al Y A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del antibi6tico 

107891 

25 La Tabla VIII documenta las actividades antimicrobianas de los factores Al y A2 individuales (no dentro del alcance 

de la presente invencion) del antibiOtico 107891. Se determinaron las CIM mediante un procedimiento de diluciOn de 

microcaldo tal como se ha descrito en lo que antecede. 

TABLA VIII: Actividad antimicrobiana de los factores Al y A2 del antibiOtico 107891 (no dentro del alcance de la 

presente invenc 6n) 

M icroorgan ismo 
C IM (pg/m l) 

Factor Al Factor A2 

8 1 9 Staph. aureus Met-S .5 0 ,03 < 0 ,03 

1 524 Staph. aureus Met-R 5. 0 ,03  5 0 ,03 

2235 Staph. aureus Met-R 0 ,06 0 ,06 

3894 Staph. epidermidis Met-R 5 0 ,03 0 , 06 

388 1 Staph. epidermidis Met-R 0 ,06 5 0 ,03 

602 Staph. haemolyticus Met-R 0 ,25 0 , 25 

39 1 9 Strept. pneumoniae Pen-R 5 0 ,00 1 5 5 0 ,00 1 5 

39 1 5 Strept. pneumoniae Pen-S 5 0 ,00 1 5 _5 0 ,001 5 

4323 Ent. faecalis Van A 5 0,03 5 0 ,03 

J 1 Ent. faecalis Van A 1 1 

434 1 Ent. faecalis Van B 0 , 5 0 ,5 

4397 Ent. faecalis Van B 1 1 

434 1 Ent. faecalis Van B 2 2 

6349 Ent. faecium Van A LNZ-R 2 2 

4 Ent. faecium Van A 1 1 

3 Ent. faecium Van A 0 , 5 0 , 5 

D56 1 Ent. faecium Van A 2 2 
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Microorgan ismo 
C IM (pg/m l) 

Factor Al Factor A2 

A8 Ent. faecium Van A 0 ,5 0 ,5 

4339 Ent. faecium Van D 0 ,25 0 , 25 

4 1 74 Ent. gallinarum 1 1 

997 Neisseria gonorrhaea 0 ,5 0 , 25 

1 6 1 3 Neisseria meningitidis 0 , 25 0 , 25 

1 0 1 6 Propionibacterium acnes 5 0 ,03 0 , 06 

Actividad biolOgica in vivo de antibiOtico 107891 

Se usaron ratones ICR hembra (Harlan Italia SpA - S. Pietro al Natisone, Italia) que pesaban 23-25 g en 

experimentos de infecci6n letal aguda en ratones inmunocompetentes o neutropenicos. Se indujo neutropenia 

mediante dos administraciones intraperitoneales de ciclofosfamida, 200 y 100 mg/kg, a los cuatro dias y un dia, 

5 respectivamente, antes de infectarse los ratones. 

Se indujo la infecci6n inoculando por via intraperitoneal en ratones inmunocompetentes (8 animales/ dosis/grupo de 

tratamiento) una suspension bacteriana o bien de aislado clinico de estafilococos resistentes a meticilina (Staph. 

aureus SA3817) o bien una cepa estandar sensible a meticilina (Staph. aureus Smith ATCC19636), o bien 

inoculando en ratones neutropenicos un aislado clinic() de enterococos resistentes a glucopeptidos (Ent. faecalis 

10 A533). Las exposiciones bacterianas (aproximadamente 106 celulas/raton) se facilitaron suspendidas en 0,5 ml de 

mucina bacteriolOgica al 5% (Difco). Los animales no tratados murieron en un plazo de 24-72 h tras la infecciOn. El 

tratamiento con antibi6tico comenz6 en un plazo de 10-15 min tras la exposici6n. Se administr6 antibi6tico 107891 

una vez por via intravenosa o por via subcutanea en diferentes formulaciones acuosas. La dosis eficaz al 50% 

(DE50) y los limites de confianza al 95% se calcularon mediante el procedimiento de Spearman-Karber (D. J. Finney, 

15 (1952): "The Spearman-Karber method", en: Statistical methods in biological assay. pp. 524-530, Charles Griffin & 

Co., Ltd., Londres) a partir del porcentaje de animales que sobrevivieron al dia 7. Los resultados se documentan en 

la siguiente Tabla IX. 

El antibi6tico 107891 no es tOxico hasta la dosis maxima objeto de ensayo de 200 mg/kg. 

Tabla IX DE50 del antibiotic° 107891 en infecciones agudas letales en ratones 

20 

25 

I. MSSA: Staph. aureus Smith 819 ATCC19636 

II. MRSA: Staph. aureus 3817, aislado clinico 

30 III. VanA: Ent. faecalis A533, aislado clinico, en ratones neutropenicos 

Breve descripciOn de los dibujos 

Las Figuras 1A (espectro de baja resoluciOn de barrido completo) y 1B (espectro de alta resolucion de barrido 

ampliado) representan los espectros de masas del antibiotic° 107891 que muestran un ion doblemente protonado a 

m/z 1124 y m/z 1116. 

 

 

 

 

 

 

 

Formu lacion Cepa Via DE50 mg/kg L im ites de confianza al 95%  

A MSSA iv 2 , 1 1 , 7 - 2 , 7 
 

sc 2 , 1 1 , 7 - 2 , 7 

A VanA iv 3 , 2 2 , 7 - 3 ,9 
 

 

sc 1 1 , 1 9 , 2 - 1 3 ,5 
 

 

MRSA sc 4 , 2 3 , 5 - 5 , 1 

VanA iv 3 , 7 2 , 8 - 4 ,9 

sc 1 2 , 7 1 0 , 7 - 1 5 ,0 
 

 

 

 

Formulaciones :   
 

 
 

 

A: 1 0% (v/v) de DMSO, 1 0% (p/v) de beta h id roxi-propi l ciclodextri na (S igma) , 80% (v/v) de g l ucosa a l 5% (p/v) en  

H20 
 

 

B : 1 0% (v/v) de DMSO , 40% (v/v) de PEG 400 i n CH3COOH 0 , 1 M acuoso 

C : 50% (v/v) de PEG 400 en H20 

Cepas : 

18 

 



La Fig. 2 representa el espectro de absorciOn IR del antibiOtico 107891 dispersado en KBr. 

La Fig. 3 representa el espectro de UV del antibiOtico 107891 disuelto en metanol:H20. 

La Fig. 4 representa el espectro de 1H-RMN registrado en la mezcla metanol-d4:H20 (pH 4,3 HCI) 40:10 (v/v) a 40°C 

en un espectrOmetro Bruker AMX 600 aplicando una secuencia de supresion de agua. 

5 La Fig. 5 representa el espectro de 13C-RMN registrado en la mezcla metanol-d4:H20 (pH 4,3 HCI) 40:10 (v/v) a 

40°C en un espectrometro Bruker AMX 600. 

Las Figuras 6A (espectro de baja resoluciOn de barrido completo) y 6B (espectro de alta resoluciOn de barrido 

ampliado) representan espectros de masas del factor Al (no dentro del alcance de la presente invencion) del 

antibiotic° 107891 que muestran un ion doblemente protonado [M+2H]2+ a m/z 1124. 

10 Las Figuras 7A (espectro de baja resolucion de barrido completo) y 7B (espectro de alta resoluciOn de barrido 

ampliado) representan espectros de masas del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del 

antibiotic° 107891 que muestran un ion doblemente protonado [M+2F1]2+ a m/z 1116. 

La Fig. 8 representa el espectro de 1H-RMN del factor Al (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del 

antibiOtico 107891 registrado en la mezcla CD3CN:D20 (1:1) a 298 K en un espectrOmetro Bruker AMX 600 

15 aplicando una secuencia de supresion de agua. 

La Fig. 9 representa el espectro de 111-RMN del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invencion) del 

antibiotic° 107891 registrado en la mezcla CD3CN:D20 (1:1) a 298 K en un espectrOmetro Bruker AMX 600 

aplicando una secuencia de supresi6n de agua. 

La Fig. 10 representa el espectro de 13C-RMN del factor Al (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del 

20 antibiotic° 107891 registrado en la mezcla CD3CN:D20 (1:1) a 298 K en un espectrOmetro Bruker AMX 600. 

La Fig. 11 representa el espectro de 13C-RMN del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invenciOn) del 

antibi6tico 107891 registrado en la mezcla CD3CN:D20 (1:1) a 298 K en un espectrOmetro Bruker AMX 600. 

La Fig. 12 representa el espectro de absorci6n IR del factor Al (no dentro del alcance de la presente 

antibiOtico 107891 dispersado en KBr. 

25 La Fig. 13 representa el espectro de UV del factor Al (no dentro del alcance de la presente invenciOn) 

107891 disuelto en metanol:H20. 

La Fig. 14 representa el espectro de absorciOn IR del factor A2 (no dentro del alcance de la presente 

antibi6tico 107891 dispersado en KBr. 

La Fig. 15 representa el espectro de UV del factor A2 (no dentro del alcance de la presente invenciOn) 

30 107891 disuelto en metanol:H20. 

Ejemplos 

invencion) del 

 

 

 

del antibiOtico  
 

invencion) del 

del antibiOtico 

Ejemplo 1: Procedimiento de fermentaci6n de Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

Se mantuvo la cepa Microbispora sp. ATCC PTA-5024 sobre tubos de cultivo inclinados de agar de harina de avena 

durante 2-3 semanas a 28°C. Se rasc6 el contenido microbiano de un tubo de cultivo inclinado con 5 ml de agua 

35 esteril y se inocule) dentro de matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 100 ml de medio de cultivo para 

siembra (AF/MS) que estaba compuesto por (g/I): dextrosa 20, extracto de levadura 2, harina de soja 8, NaCl 1 y 

carbonato de calcio 4. Se prepar6 el medio en agua destilada y se ajustO el pH hasta 7,3 antes de la esterilizaciOn a 

121°C durante 20 min. Los matraces inoculados fueron cultivados a 28°C, sobre un agitador giratorio que funcionaba 

a 200 rpm. Tras 4-6 dias, se inoculo el 5% de este cultivo dentro de una segunda serie de matraces que contenian el 

40 mismo medio de fermentaciOn. Tras 72 horas de incubaciOn, se transfirieron 200 ml al interior de un biorreactor de 4 

I que contenia 3 I del mismo medio vegetativo. 

Se neve) a cabo la fermentaci6n a 30°C, con una agitaciOn a 700 rpm y una aireaci6n de 0,5 vvm. Tras 72 horas se 

transfiri6 el cultivo (1,5 I) al interior de un biorreactor de 20 I que contenia 15 I del mismo medio vegetativo. Se Ilevo a 

cabo la fermentaci6n durante 48 horas a 30°C, con una agitaciOn a 500 rpm y una aireaci6n de 0,5 vvm y luego se 

45 transfiri6 al tanque de producci6n. Se realize) la producciOn de antibiOtico 107891 en un fermentador de 300 I que 

contenia 200 I del medio de producci6n M8 compuesto por (g/l): almidOn 20, glucosa 10, extract° de levadura 2, 

caseina hidrolizada 4, extract° de came 2 y carbonato de calcio 3. Se prepar6 el medio en agua desionizada y se 

ajusto el pH hasta 7,2 antes de la esterilizaciOn a 121°C durante 25 min. Tras enfriar, se inocularon en el 

fermentador aproximadamente 14 I (7%) de cultivo previo. Se hizo funcionar el fermentador a 29°C, con una 

50 agitaci6n de 180 rpm y una aireaci6n de 0,5 vvm con una presi6n de descarga de 36 kPa. Se realizO la recoleccion 

del fermentador tras 98 horas de fermentacion. 
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Se monitorizo la producci6n del antibiOtico 107891 mediante HPLC tal como se ha descrito anteriornnente, tras la 

extracci6n del caldo de cultivo completo con el mismo volumen de metanol. Se realizO la extraccion a temperatura 

ambiente con agitacion durante una hora. 

Ejemplo 2: Procedimiento de fermentacion alternativo de Microbispora sp. ATCC PTA-5024 

5 Se inoculo Microbispora sp. ATCC PTA-5024 en matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 100 ml de medio de 

crecimiento (01) constituido por g/I: glucosa 10, maltosa 10, aceite de soja 10, harina de soja 8, extract° de levadura 

2 y carbonato de calcio 4. Se prepare) el medio en agua desionizada y se esterilizo a 120°C x 20 min. sin ajuste de 

pH. Se incubaron los matraces inoculados durante 120-168 horas a 28°C, con una agitacion de 200 rpm hasta que 

se observe) un buen desarrollo. Entonces se usaron los matraces para inocular (3%) un biorreactor de 4 I que 

10 contenia 3 I de medio de cultivo para siembra AF/MS, que esta compuesto segt:in se ha descrito en el Ejemplo 1. 

Tras 120 horas de fermentaci6n a 30°C, agitaciOn a 700 rpm y aireaciOn de 0,5 vvm, se transfirieron 1,5 I del cultivo 

a un biorreactor de 20 I que contenia 15 I del mismo medio vegetativo. Se Ileve) a cabo la fermentaci6n durante 96 

horas a 30°C, agitaci6n de 600 rpm y aireaciOn de 0,5 vvm, y entonces se transfiri6 al tanque de producci6n. 

Se obtuvo la producciOn de antibiOtico en un fermentador de 300 I que contenia 200 I del medio productivo (V6) 

15 constituido por (g/1): dextrosa 20, extract° de levadura 5, extracto de came 5, caseina hidrolizada 3, peptona 5 y 

NaCl 1,5. Se prepar6 el medio en agua desionizada con un pH ajustado a 7,5 con NaOH, y se esterilizo a 121°C 

durante 20 min. 

Se inocularon en el fermentador 14 I del cultivo de siembra (7%) y se Ileve) a cabo la fermentacion a 29°C, con 

agitacion a 180 rpm, aireado con 100 I de aire convencional por minuto (0,5 vvm). Se monitorizO la producci6n de 

20 antibiotic° 107891 mediante HPLC tal como se ha descrito anteriormente. Se recogi6 la fermentacion tras 

aproximadamente 160 horas. 

Ejemplo 3: Recuperaci6n del antibiotic° 107891 

Se filtro el caldo de fermentaciOn descrito en el Ejemplo 1 mediante un sistema de filtrado tangencial (nnembrana de 

0,1 pm de tamatio de poro, Koch Carbo-Cor, Koch Wilmington, EE.UU.) para obtener 170 I de sobrenadante y 30 I 

25 de nnicelio concentrado. Se encontrO el complejo antibiotic° 107891 tanto en el filtrado (A) como en el micelio (B). 

(A) Se agit6 el caldo filtrado durante una noche a temperatura ambiente en presencia de resina de poliestireno 

Diaion HP-20 (4 l). A continuaci6n, se recupere) la resina, se lavO con 10 I de metanol:agua 4:6 (v/v) y se eluy6 de 

manera continua inicialmente con 10 I de metanol:agua 9:1 (v/v) y luego con 10 I de metanol:butanol:agua: 9:1:1 

(v/v). Se concentraron las fracciones eluidas combinadas que contenian antibi6tico 107891 hasta lograr un pequerlo 

30 volumen sobre un evaporador giratorio y luego se liofilizaron, dando 32 g de material de partida. Se disolvie) este 

material de partida en n-butanol (1 I) y luego se extrajo secuencialmente tres veces con 800 ml de agua. La capa 

organica fue concentrada a presiOn reducida, dando un residuo aceitoso, que se disolvio en metanol. Con la adiciOn 

de eter de petroleo, se obtuvieron 5 g de preparaci6n de antibi6tico bruto mediante precipitaci6n. 

35 (B) Tras la adici6n de 25 I de metanol, se agit6 la fracci6n retenida que contenia el micelio durante 1 hora y se 

filtrO, obteniendose 45 I de extract° de micelio. Entonces se diluyo esta disoluciOn con agua (20 I) y se agit6 durante 

una noche a temperatura ambiente con resina de poliestireno Diaion HP-20 (1 l). A continuaciOn se recuper6 la 

resina, se lava con 2 I de metanol:agua 40:60 (v/v) y se eluy6 secuencialmente en tandas con 3 I de metanol:agua 

85:15 (v/v) y luego con 2 I de metanol:agua 90:10 (v/v). Las fracciones eluidas fueron monitorizadas para 

40 determinar la presencia de antibi6tico 107891 mediante un ensayo de difusi6n de agar sobre Staphilococcus aureus 

y mediante un procedimiento de HPLC analitica, tal como se ha documentado anteriormente. 

Se combinaron las fracciones eluidas que contenian antibiOtico 107891, se concentraron a presion reducida y se 

liofilizaron, dando 8,1 gramos de antibiOtico 107891 bruto. 

Ejemplo 4: Recuperaci6n alternativa del antibiOtico 107891 

45 Se Ilevo el caldo recogido de la fermentacion en tanque de 200 I descrito en el Ejemplo 2 hasta un pH de 6,8 y se 

filtro el caldo mediante filtracion tangencial (membrana de 0,1 p de tamatio de poro, Koch Carbo-Cor). Se agitO el 

permeado (180 I) en tandas durante toda la noche a temperatura ambiente con 2 I de resina Diaion HP20 (Mitsubishi 

Chemical) y luego se recogi6 la resina. 

Se ariadio metanol (25 I) a la fracci6n retenida en el equipo de filtracion tangencial (aproximadamente 20 I) que 

50 contenia el micelio concentrado. Se agit6 esta suspension durante 1 hora y luego se filtro con el sistema de 

microfiltracion para dam un volumen retenido residual de aproximadamente 20 I. Entonces se ariadiO metanol 

adicional (25 I) y se repiti6 el procedimiento anterior secuencialmente durante un total de 5 ciclos. Se diluyeron los 

extractos de metanol combinados (aproximadamente 125 I) con 160 I de agua desmineralizada y se agitaron en 

tandas durante toda la noche a temperatura ambiente con 3 I de resina Diaion HP 20. Entonces se recogiO la resina, 

55 y se combine) con la resina Diaion HP 20 usada para extraer el permeado del caldo segOn el procedimiento descrito 

anteriormente. Se lavO la resina combinada dentro de una columna cromatografica con 20 I de agua:metanol 6:4 
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(v/v). Se eluyO el antibiOtico 107891 con 23 I de metanol:tampOn de formiato de amonio 50 mM pH 3,5:n-butanol 

9:1:1 (v/v). Entonces se concentr6 al vacio este eluato hasta un volumen final de 3 I. Entonces se carg6 la disolucion 

concentrada a pH 4,5 en una columna de 2,5 I de poliamida CC 6 0,1-0,3 mm (Macherey-Nagel) condicionada con 

agua:metanol 7:3 (v/v). Se lavO la columna con agua:metanol 7:3 (v/v) y luego con tampon de formiato de amonio 25 

5 mM pH 3,5:metanol 7:3 (v/v). Se eluyo el antibiOtico con agua:metanol 3:7 (v/v) y luego con una mezcla 1:9 (v/v). Se 

complete) la eluciOn con tamp6n de formiato de amonio 25 mM pH 2,8:metanol con una proporciOn de 1:9 (v/v). Se 

combinaron los eluatos que contenian antibiOtico 107891 y se concentraron al vacio hasta un volumen final de 1 I. 

Se IlevO el pH de la disolucion concentrada desde 4 hasta 5,7 con hidr6xido de amonio 7 M y luego se centrifugO la 

mezcla para recoger el precipitado. Se suspendi6 este sOlido en agua y se liofilizO, dando 6,96 g de preparaci6n de 

10 antibi6tico 107891. 

Ejemplo 5: PurificaciOn del antibiotic° 107891 

Se purific6 antibi6tico 107891 bruto (3,6 g), preparado segun se ha descrito en el Ejemplo 3, mediante cromatografia 

a presion media sobre 100 g de fase inversa C8 (EC) 40-70 pm de tamano de particula, 60A de tamario de poro, 1ST 

(International Sorbent Technology, Mid-Glamorgan, Reino Unido) usando un sistema de cromatografia de presi6n 

15 media Buchi B-680 (Birch' laboratoriums-technik AG, Flawil, Suiza) equipado con un formador de gradiente B-687, 

colector de fracciones B-684, columna de vidrio B-685 70 x 460 mm. Se condiciono previamente la resina con una 

mezcla de fase A:fase B 8:2 (v/v) y entonces se eluyo a 25 ml/min con un gradiente lineal de 60 min desde el 20% 

hasta el 60% de la fase B en 60 min. 

La fase A fue acetonitrilo:tampOn de formiato de amonio 20 mM (pH 6,6) 10:90 (v/v); y la fase B fue 

20 acetonitrilo:tampon de formiato de amonio 20 mM (pH: 6,6) 90:10 (v/v). 

Se combinaron las fracciones que contenian el antibiOtico 107891, se concentraron al vacio y se liofilizaron dos 

veces a partir de agua, dando 430 mg de antibiOtico 107891 purificado. 

Ejemplo 6: PurificaciOn del antibiotic° 107891 nnediante HPLC preparativa 

Se purifice) adicionalmente el antibiotic° 107891 mediante HPLC preparativa sobre una columna LiChrosorb RP8 

25 preempaquetada de Hibar (7 pm de tamano de particula) RT 250-25 mm, de Merck, usando una eluciOn en 

gradiente lineal de 25 minutos desde el 30% hasta el 45% de la fase B, con una velocidad de flujo de 30 ml/min. La 

fase A fue tampOn de formiato de amonio 25 mM pH 4,5:acetonitrilo 95:5 (v/v) y la fase B fue acetonitrilo. 

Se disolvie) una muestra de antibiotic° 107891 del Ejemplo 5 (300 mg) en 1,5 ml 350:1 de DMSO:acido formic° 95:5 

(v/v) y se trataron 300 pl por tanda cromatografica. Tipicamente, se eluy6 el antibiOtico 107891 a los 15-16 minutos. 

30 Se combinaron las fracciones eluidas de 5 tandas cromatograficas, que contenian antibiOtico 107891, y se 

concentraron al vacio. Se liofilizo secuencialmente la disoluciOn residual a partir de agua tres veces, dando 31 mg de 

antibi6tico 107891 como un polvo blanco. 

Ejemplo 7: Separaci6n y purificaci6n de los factores individuales Al y A2 del antibi6tico 107891 

Se separaron los factores Al y A2 (no dentro del alcance de la presente invenciOn) y se purificaron del complejo 

35 antibiOtico 107891 del Ejemplo 5 mediante HPLC preparativa en una columna Symmetry Prep C18 (7 pm de tamalio 

de particula) 7,8 x 300 mm Waters (Mildford, EE. UU.) usando dos programas de elucion diferentes. 

A) Se purific6 el factor Al (no dentro del alcance de la presente invencion) mediante una eluciOn en gradiente 

lineal de 25 minutos desde el 30% hasta el 45% de la fase B, con una velocidad de flujo de 3,5 ml. La fase A fue 

tampon de formiato de amonio 25 mM pH 4,5:acetonitrilo 95:5 (v/v) y la fase B fue acetonitrilo. Se disolviO el 

40 complejo antibi6tico 107891 purificado (15 mg) en 350 pl de DMSO:acido f6rmico 95:5 (v/v) y se trate) por tanda 

cromatografica. Los factores Al y A2 fueron eluidos normalmente en un marco temporal de 11-13 minutos. A 

continuaci6n, se analizaron las fracciones eluidas mediante HPLC en las condiciones analiticas descritas 

anteriormente. Se combinaron las fracciones de 14 tandas cromatograficas, que contenian factor Al (no dentro del 

alcance de la presente invencion) de antibi6tico 107891 puro, y se concentraron al vacio. Se liofilizO 

45 secuencialmente la disoluciOn resultante a partir de agua tres veces, dando 15 mg de factor Al puro (no dentro del 

alcance de la presente invencion) como un polvo blanco. 

B) Se purifice) el factor A2 (no dentro del alcance de la presente invenciOn) mediante elucion isocratica con una 

velocidad de flujo de 7 ml con tampon de formiato de amonio 100 mM pH 4:acetonitrilo 82,5:17,5 (v/v). Se disolvi6 el 

50 complejo antibi6tico 107891 purificado (5 mg) en 250 pl de mezcla acid° acetico:acetonitrilo:tampOn de formiato de 

amonio 100 mM pH 4 50:120:80 (v/v) y se trat6 mediante serie cromatografica. Tipicamente, los factores Al y A2 

(no dentro del alcance de la presente invenciOn) eluyeron en un marco temporal de 9-10 minutos. Entonces se 

analizaron las fracciones eluidas mediante HPLC en las condiciones analiticas descritas anteriormente. Se 

combinaron las fracciones de 20 tandas cromatograficas, que contenian factor A2 (no dentro del alcance de la 

55 presente invenciOn) de antibi6tico 107891 puro, y se concentraron al vacio. Se liofilizO la disoluciOn residual dos 

veces a partir de agua dando 8 mg de factor A2 puro (no dentro del alcance de la presente invencion) corn° un 

polvo blanco. 

21 

 

 

 

 

 

 

 

 



REIVINDICACIONES 

1. Un compuesto de la fOrmula 

en la que X se selecciona del grupo constituido por F, Cl, Br y I; 

5 y en la que R1, R2, R3 y 114 se seleccionan independientemente del grupo constituido por H, OH y R5, R6, R7, y R8 se  
seleccionan del grupo constituido por H, OH, alquilo y arilo, con la condici6n de que cuando R2 sea OH o R1 y R2  

sean OH, al menos uno de R3 a R8 sea diferente de H o X no sea Cl. 

2. El compuesto de la reivindicaciOn 1 

3. El compuesto de la reivindicaciOn 1 

10 4. El compuesto de la reivindicacion 1 

5. El compuesto de la reivindicaciOn 1 

6. El compuesto de la reivindicaciOn 1 

7. El compuesto de la reivindicacion 1 

en el que R1 es H, R2 es H, y R3 es H, R4, R5, Rs, R7 y R8 son H. 

en el que R1 es H, R2 es H, y R3 es OH, R4, R5, Rs, R7 y R8 son H. 

en el que R1 es H, R2 es OH, y R3 es OH, R4, R5, R6, R7 y R8 son H. 

en el que R1 es OH, R2 es OH, y R3 es OH, R4, R5, Rs, R7 y R8 son H. 

en el que R1 es OH, R2 es H, y R3 es H, R4, R5, R6, R7 y R8 son H. 

en el que R1 es OH, R2 es H, y R3 es OH, R4, R5, Rs, R7 y R8 son H. 

8. Una composiciOn farmaceutica que comprende un antibiOtico seleccionado de los compuestos segOn la 
15 reivindicaciOn 1 o una sal farmaceuticamente aceptable de los mismos con un acido. 

9. La composiciOn farmaceutica seg6n la reivindicacion 8 que, ademas, comprende un vehiculo 

farmaceuticamente aceptable. 

10. Los compuestos segun la reivindicacion 1 o una sal farmaceuticamente aceptable de los mismos con un acid° 

para su uso como medicamento. 

20 11. El uso de los compuestos segun la reivindicaciOn 1 o de una sal farmaceuticamente aceptable de los mismos 

con un acid° para la fabricaci6n de un medicamento para el tratamiento o la prevenciOn de infecciones bacterianas. 

12. El uso de los compuestos segun la reivindicaciOn 1 y de una sal no toxica de los mismos con un acid° como 

promotor del crecimiento animal. 
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