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‘Vynalez se tyka zplisobu vyroby nového
antibiotika, Kkyseliny 78-(D-5-amino-5-kar-
boxyvaleramido)-3-karbamoyloxymethyl-
-7-methoxy-3-cefem-4-karboxylové.

Vynaélez se tedy tykd nového druhu anti-
biotik cefalosporinového typu, které nesou
methoxyskupinu v poloze 7 jddra. Tato an-
tibiotika jsou strukturdlng p¥ibuzna znamym
antibiotik@im cefalosporinové Fady, av8ak na
rozdil od cefalosporinu C, ktry obsahuje
v poloze 7 skupinu D-5-karboxyvaleramido-

O

HOoOC - cl‘u (CH)-c NH

NH,

vyznatujici se tim, Ze se p&stuje pii teplo-
t& 20 aZ 37 °C a pf¥i pH 6,0 aZ 8,0 ve vodném
Zivném prostiedi, které obsahuje 1 aZ 6
hmotnostnich % uhlohydratd a 0,2 aZ 6
hmotnostnich % dostupného dusiku za ae-
robnich podminek Streptomyces lactamdu-
rans NRRL 3802, nafeZ se ziskané antibio-
tikum izoluje chromatograficky.
Antibiotikum je produkovdno novym kme-
nem Actinomycet, jehoZ vzorek byl uloZen
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vou, obsahuji také methoxyskupinu v polo-
ze 7. Cefalosporin C je mimoto substituo-
van v poloze 3 skupinou acetoxymethylo-
vou, kdeZto slouCeniny podle vynalezu ob-
sahup v této poloze hydroxymethylovou sku-
pinu.

Predmeétem vyndlezu je zplsob vyroby no-
veho antibiotika, kyseliny 73-(D-5-amino-
-5- karboxyvaleroamldo] 3-karbamoyloxy-
methyl-7-methoxy-3-cefem-4-karboxylové .
‘obecného vzorce I,

OCH,
s

—N#\CH,0CNH,
COOH (1)

ve sbirce kultur Merck a Co., Inc., Rahway,
New Jersey pod cislem MA-2908, jakoZ i ve
sbirce kultur Northern Utilization Research
and Development of Agriculture at Peoria,
Illinois pod ¢€islem NRRL 3802. Mimo svou
antibiotickou afinnost je produkt vzorce I
také meziproduktem, vhodnym Xk vyrob& od-
povidajicich 3-hydroxyderivatdi, 3-acyloxy-
derivdtd a karbamoyloxyderivatl. Zpiasob
vyroby t€chto slouCenin bude ddle popsén.
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Produkt o vzorci I bude ddle nazyvan anti-
biotikem 842A.

Antibiotikum 842A je charakterizovano
zvySenou Ufinnosti proti gramnegativnim
mikroorganismim. Produkt je udinny in vi-
vo, piitemZ jeho uGfinnost je obecn& vyS$si
neZ udinnost cefalotinu. Vysokou ud€innost
maé antibiotikum zejména proti Proteus mor-
ganii, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis, Proteus morganii, Salmo-
nella schottmuelleri, Klebsiela pneumoniae
AC, Klebsiella penumoniae B a Paracolobac-
trum arizoniae.

Antibiotikum 842A je vyhodnou slouce-
ninou podle vynédlezu. Mimo obvykle velmi
vysokou udinnost proti gramnegativnim
mikroorganismim a zvy3enou odolnost pro-
ti cefalosporindzdm je toto antibiotikum vy-
hodné i pro svou nizkou toxicitu a snadnost
dosaZeni vysokych hladin antibiotika v
krevnim ob&hu. V priib&hu 6 hodin po podé-
ni je pFibliZné 100 % antibiotika vyloueno
moti. Toto antibiotikum je odolngjsi vaci
enzymiim neZ cefalosporin C, rezistence vii-
¢i antibiotiku vznikd velmi pomalu a anti-
biotikum mé i baktericidni dfinky. PFi per-
oralnim podéni je Gfinné zejména Paraco-
lobactrum arizoniae 3270, Proteus vulgaris
1810 a Salmonella schottmuelleri 3010. V
pfipad& podkoZniho podédni je dvakrdt aZ
desetkrat ucfinn&jSi neZ cefalotin pri stej-
ném pouziti.

Antibiotikum 842A a mikroorganismus, ktery
je schiopny tofo antibiotikum produkovat

Mikroorganismus, ktery produkuje anti-
biotikum 842A, je d¥ive nezndmy kmen Ac-
tinomycet. Plivodn& byl kmen izolovdn z
plidy na Sikmém agaru a byl ddle pé&stovén
v prostfedi nésledujictho sloZeni:

Prostiedi By -

extrakt z kvasinek

10,0 g
glukéza 10,0 g
fostatovy pufr 2,0 ml
MgSO04 .7 H20 0,05 g
destilovana voda pH 6,5 1000,0 . mi

4
fostdtowy pufr:
KH2PO4 91,0 g
NagHPO4 950 g
destilovand voda 1000,0 ml

Po nékolika dnech riastu nedoslo ke spo-
rulaci, Mikroorganismus produkoval anti-
biotikum, které bylo odli§né od jinych znéa-
mych antibiotik, jak bylo proké&zéno biolo-
gickymi i chemickymi zkouSkami. Srovnéani
vysledkdl t&chto zkouSek bylo antibiotikum
prokazano jako nové a oznaCeno 842A.

Taxonomie mikroorganismu produkujiciho
antibiotikum 842A

Mikrobrganismus, ktery produkuje anti-
biotikum 842A (kultura MA-2908), je novym
druhem Actinomycet. K jeho uréeni bylo
uZito zptsobu, ktery byl popsén v ,,Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology", 7.
vydani, a v ,,The Actinomycetes", sv. 2, ,,Cla-
ssification, Identification and Description
of Genera and Species”, S. A. Waksman
(1961). Timto zplisobem bylo zjiSt&no, Ze
kultura patii do rodu Streptomyces a jejl
vlastnosti jsou podobné vlastnostem znamé-
ho druhu Streptomyces fradise. Biochemic-
Ky je tento kmen zcela ve shodé& se svrchu
uvedenym mikroorganismem, morfologicky
se v3ak -od n&ho 1i§i, napfiklad béZové zbar-
venym myceliem, kdeZto Streptomyces fra-
diae vytvari mycelium rdZové. Oba kmeny
se rovnéZ 1li¥1 tvorbou pigmentu na riz-
nych Zivnych prostfedich a rozdilem ve spo-
rulaci. Na zdkladé t&chto rozdild byla kul-
tura prohlaSena za nodvy druh a nazvana
Streptomyces lactamdurans. V tabulce III
jsou uvedeny biochemické vlastnosti druhu
Streptomyces lactamdurans ve srovndni se
zndmym Streptomyces fradiae. VeSkeré uda-
je v tabulce III byly ziskdny po tFitydenni
inkubaci pti teplotd 28 °C, neni-li jinak uve-
deno.

pH prostredi, které bylo v tomto piipadé
uZito, bylo pribliZné neutrdlni v rozmezi pH
6,7 aZ 7,2. Fyziologické testy byly provadé-
ny na konci sedmého a na konci jedenadva-
c4tého dne.

TABULKA I1I

842A — Dbiochemické srovnéani

Streptomyces fradiae

Test Streptomyces lactamdurans
mycelium na vzduchu pFimé, ponékud vétvené pfimé, vétvend vldkna
konidie Zadné ty¢inkovité
rozpustny pigment Zadny Zaddné
optimélni teplota 28 °C 25°C
invertdza negativni negativni
redukce dusiénant negativni negativni
zkapalné&ni Zelatiny pozitivni pozitivni
vyuZiti celulézy negativni - negativni

lakmusové mléko

alkalickd peptonizace

alkalickd peptonizace
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Morfologie kmenge produkujiciho
antibiotikum 842A

V pripadé, Ze kmen byl péstovén na svr-
chu uvedenych prostredich, nebyla pozoro-
védna tvorba sporoforlt ani po 8 tydnech.
Byla w$ak pozorovana tvorba dlouhych vla-
ken, Ktera byla segmentovana na zlomKky
rlznych rozmérd, od 0,9 do 1,7 mikroni.

Mycelium je. mdélo vétvené, na vzduchu
ma pfibliZné stejny rozmér jako vegetativni
mycelium, uniformni je zvlasté Sifka, kterd
se pohybuje okolo hodnoty 0,9 u. Mycelium
je lehké, mé popréaSeny vzhled a da se snad-
no odlou¢it. Je grampozitivni, v nékterych
pripadech zanofené do agarové plotny. By-
la pozorovdna fregmentace na tylinky v
pripadég, Ze kultura byla péstovana v tfepa-
cich lahvich. Mycelium z lahvi, které tfepé-
ny nebyly, vytvarely kratké, pomérné silné
segmenty, k'teré wsak nebyly pocetné a je-
jichZ vyznam neni zndm.

Agar s rajskym protlakem a ovesnou

moukou:

Kultura zvrésnénd, suchého vzhledu, plo-
ché, na zadni stran& oranZova.

Mycelium na vzduchu pomérng chudé,
béZové.

Nevytvall se Zadny rozpustny plgment

Czapek-Doxlv agar:

Kultura plochd, béZové barvy.

Mycelium na vzduchu popraseneho vzhle-
du, béZovobilé.

Rozpustny pigment se netvofi.

Agar s glycerolem a asparaginem:
Kultura plochd, na zadni strané zlatoZlu-
t4 aZ oranzZova.
Mycelium na vzduchu popréSeného vzhle-
du, béZové se slab& broskvovym ndde-
chem.
Rozpustny pigment je zlatohnédy.

Agar s vajeCnym albuminem:
Kultura plochd, béZova aZ Zluta.
Mycelium na vzduchu popréaSeného vzhle-
du, béZové.
Rozpustny pigment se nevytvari

Agar s maleinanem véapenatym:
Kuultura plocha, na zadni strané Zluté
s oranZovymi okraji.
Mycelium na vzduchu popraseného vzhle-
du, bilé aZ béZové s broskvovymi okraji.
Rozpustny pigment se nevytvari.

Zivny agar s tyrosinem:
Kultura plochad, oranzova,
Mycelium na vzduchu béZovobilé.
Rozpustny pigment se netvori.
Krystalky tyrosinu jsou rozkladény.

Agar s melasou a extraktem z kvasinek:
Kultura plochd, na zadni strané oranZova.
Mycelium na vzduchu popraSeného vzhle-
du, béZovobilé.

Rozpustny pigment se netvori.
Zivny agar:
Kultura 'plochad, zlatoZluta.
Myealivm na vzduchu poprédeného vzhle-
du, béZové barvy.

Rozpustny pigment se netvoli
Lakmusové mléko:
Vytvari se prstenec, ktery zna€i velmi
chudy vegetativni rlist, bez mycelia na
vzduchu.
Peptonizace se uskutecnu]e pri alkallcke
reakeci.
pH 7,3 aZ 7,4 (u kontrol pH 6,7]).
Odstiedéné mléko:
Vytvari se prstenec, znamenajici slaby
rst, barvy Sedé aZ oranZovaé.
Mycelium na vzduchu se netvoli.
Tvorl se svétle Sedy rozpustny pigment,
K peptonizaci dochazi pfi alkalické reak-
ci.
pH 7,2 (pH kontrol 6,6].
Agar s odstredénym mlékem:
Kultura plocha, oranZova.
Mycelium na vzduchu slabé& vyvinuté, bé-
Zové aZ slabé kordlové riZové.
Rozpustny pigment slabé SedortiZovy.
Kasein je hydrolyzovéan.
Zelatinové bloky:
Kultura béZova aZ oranZova.
Rozpustny pigment se netvori.
Dochézi k Gplnému zkapalng&ni.
Zivny agar s Zelatinou:
Kultura plochd, oranZova.
Mycelium chudé, popraSeného vzhledu,
béZove. ' .
Rozpustny pigment se netvofi.
Dochézi k Gplném zkapalnéni Zelatiny.
Zivny agar se S§krobem:
Kultura ploché, oranZova.
Mycelium chudé, popraseného vzhleduy,
béZové barvy.
Rozpustny 3krob je slabé hydrolyzovdn.
Synteticky agar se Skrobem:
Kultura plochd, na zadni strané béZov4,
s oranZovymi okraji.
Mycelium na vzduchu popréaSeného vzhle-
du, broskvové barvy.
Rozpustny pigment se netvofi.
Dochéazi k mirné hydrolyze Skrobu.
Loefflertiv agar s krevnim sérem:
Kultura béZova aZ oranZova.
Mycelium na vzduchu se netvofii
Rozpustny pigment se netvoii.
Nedochédzi ke zkapalnéni.
Agar s peptonem, Zelezem a extraktem
z kvasnic:
Kultura béZova.
Mycelium chudé, bélave.
Rozpustny pigment se netvoii

Mikroaerofilni rist:

K této zkouSce bylo uZito dextrézovych
¢epl s extraktem z kvasnic, pii€emZ hloub-
ka Cepu byla 40 mm. Byl pozorovdn dobry
rist na poyrchu ¢epu a podél horni ctvrtiny
rozhrani.

Zkouska na rhst p¥i rlznych teplotéch:

Ke zkouSce bylo uZito Sikmého agaru s
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dextrozou a extraktem z kvasnic. Kultura
rostla dobfe pfi 28 °C, slabé pifi 37 °C, vi-
bec nerostla pil 50 °C.

Agar s dextrozou a extraktem z kvasnic:
* Kultura plochéd, zlatoZluta.
Mycelium na vzduchu popraSeného vzhle-
du, béZové aZ slabé fialové.
Rozpustny pigment se netvoii.
Bramborovy blok:
Kultura plochd, béZové aZ oranZové bar-
vy, suchého vzhledu.
Mycelium chudé, béZové.
Rozpustny pigment se netvofi.

Redukce dusi¢nand na dusitany byla ne-
gativni. VeSkerd odetitani provddéna po t¥i-
ty‘denm inkubaci pii teplot& 28°C, neni-li
jinak uvedeno. Fyziologické testy byly pro-
vadény 7. a 21. den.

Morfologické rozdily mezi Streptomyces
. lactamdurans a Streptomyces fradiae jsou
uvedeny v tabulce IV. Pozorovéni byla pro-
vddéna na prostfedich uvedenych v této
tabulce po tydnu pé&stovéani, po 3 tydnech
a 8 tydnech. Mycelium na wzduchu vytva-
fené kmenem Streptomyces lactamdurans
je kratké a p¥imé, se slabym vé&tvenim. Je
téméF stejného rozméru jako vegetativni
mycelium, méa $itku 0,9 u. Je svétlé, popra-
3eného vzhledu a dd se snadno seskrabat.

Vegetativni mycelium je grampozitivni, Ine
k Zivnému prostfedi, do ngkterych Zivnych
prostiedi se zanofuje. Lze pozorovat frag-
mentaci do ty€inek, je-li kultura pé&stovéna
v tFepacich lahvich. Vegetativni mycelium
z téchto lahvi pfi p&stovani 4 aZ 6 dni p¥i
28 °C vytvarelo kratké, silné segmenty, kte-
ré vSak nebyly piili§ €etné. Viechna odedi-
tani v tabulce IV byla provédé&na po 3 tyd-

.nech inkubace. pH prost¥edi bylo vZdy p¥i-

bliZné neutrédlni, 6,8 aZ 7,2. Barvy uZité v
pokuse jsou v souhlase s ndvrhem publika-
ce ,Color Harmony Manual®, 4. vydéni,
1958, Container Corporation of America.

Vyu#iti uhlohydratt

Kultura Streptomyces lactamdurans MA-
-2908 byla zkouména i na svou schopnost
vyuZit rizné uhlohydraty pfi pé&stovani na
zdkladnim syntetickém prostfedi (T. G.
Pridham and D. Gottlieb, 1948), které ob-
sahovalo 1 % uhlohydréatu, a to p¥i teplot&
28°C 3 tydny. V tabulce V je uvedeno vy-
uZiti téchto uhlohydréatovych zdrO]ﬁ uvede-
nou kulturou.

V tabulce V znamené:

-+ dobry rist
+ slaby rist
—.Zadny rtst na uvedeném uhlohydrétu

TABULKA 1V

842A: Morfologické srovnani Streptomyées lactamdurans a Streptomyces fradiae

Prostredi

Streptomyces lactamdurans

Streptomyces fradiae -

Czapek-Doxlv agar

Agar Zivny

Agar s glycerolem
a asparaginem

Agar s dextrozou
a extraktem z kvasnic

Synteticky agar se Skrobem

Kultura ploch4, béZova.
Mycelium popraSeného vzhle-
du, béZovobilé.

Zadny rozpustny pigment.

Kultura plochéd, béZova aZ
zlatoZlutd.
Mycelium popréseného vzhle-
du, béZové.

Zadny rozpustny pigment.

Kultura plochd, zadni strana
zlatoZlutd aZ oran¥ova.
Mycelium popréSeného vzhle-
du, béZové s nddechem

“broskvovym.
Rozpustny pigment svétle
hnédy.

Kultura plochd, zlatoZluta.
Mycelium popréSeného vzhle-
du, béZové aZ riZové.
Z&dny rozpustny pigment,
Kultura plochéa, okraje zadni

® strany oranZové.
Mycelium popréaSeného vzhle-
du s bilymi okraji.
Zadny rozpustny pigment.
Mirné hydrolyza §krobu

Kultura bezbarva.
- Mycelium svétle fialové.

Kultura oranZové Zluta.

Kultura jasn& Zlutotervena.

Kultura jasné ZlutoCervené.

Kultura bezbarva.

Mycelium sv&tle fialové.



198108

Y 10
Prostredi Streptomyces lactamdurans Streptomyces fradiae
Bramborov§ blok Kultura plochd, béZové az Kultura oranZova.
Qranzova.
Mycelium chudé, bézove.
Zadny rozpustny pigment.
Zelatinovy blok Kultura béZova aZ oranZovd Kultura béZova aZ hnéda.
: po celém bloku.
Zadny rozpustny pigment.
Upliné zkapalnéni Zelatiny. _
Lakmusové mléko Kultura oceloveé Seda, Kultura béZova.
_ prstenec. :
Z&ddné mycelium na vzduchu.
Peptonizace: alkalickd reakce
pH 7,3—7,4 {(kontrola mé&la
pH 6,7).
. _ TABULKA V
Uhlohydréaty Kultura MA-2908 Uhlohydréaty Kultura MA-2908
Glukoza + Rhamnoza —_
Arabinéza _ —+ Celuloza —
Maltéza + Fruktdza +
Raffinéza -+ Inositol —
Sacharo6za — Acetét + .
Xyloza + Citrat =+
Mannitol + Parafin —
‘Laktoza — Glycerol +
Mannéza —_ '

Charakteristik uvedenych v tabulkdch III,
IV a V bylo uZito k zafazeni kultury Strep-
tomyces lactamdurans MA-2908 pomoci kli-
€e uvedeného v ,,Bergey’s Manual of Deter-
minative Bacteriology®, 7. vydani, str. 694
aZ 829 (1957), a v ,,The Actinomyces", sv.
2, str. 61 aZ 292 (1961). Srovnanim téchto
charakteristik s charakteristikami zndmych
druh@t ukézalo, Ze kultura je biochemicky
podobnd Streptomyces fradiae. Mezi ob&ma
kulturami jsou vSak podstatné morfologické
rozdily, napriklad ve zbarveni mycelia Strep-
myces fradiae, které méa na vzduchu barvu
obdobnou fialové barvé mofskych Skebli,
kdeZto kultura Streptomyces lactamdurans
mé barvu béZovou. Vegetativni kultury to-
hoto  mikroorganismu vykazuji ' rozdily ve
tvorbé pigmentu na rfznych prostiedich,
pfiCemZ nebyla zji§t&na Z4dna sporulace.
Na zékladé& téchto rozdill a na zdkladé cha-
rakteristik popsanych v tabulkdch byl mik-
roorganismus produkujici antibiotikum 842-
A, kulturu MA-2908, zafazen jako novy druh,
Streptomyces lactamdurans.

Tento popis mikroorganismu, ktery je
schopen produkce antibiotika 842A, uvadi-
me jenom pro lep3i zndzornéni typu kmene,
kterého je moZno pouZit. Je v8ak zfejms, Ze
vyndlez nemiZe byt omezen na pouZiti or-
ganismu, ktery spliiuje tyto zvldstni pod-
minky. Do vyndlezu je nutno zahrnout i po-
uZiti jakéhokoliv jiného organismu, jakoZ

i kmeni ziskan}’rch mutaci pomoci libovol-

ného ¢inidla schopného mutace vyvolat.

Vyroba antibinfika 842A fermentaci

Antibiotikum 842A 1ze vyrobit aerobni fer-
mentaci ve vhodném Zivném prostiedi za
Fizenych podminek pomoci mikroorganismu
Streptomyces lactamdurans. K produkci an-
tibiotika je moZno obecné uZit velkého
mnoZstvi Zivnych prostredi, kterd obsahuiji
zdroje uhliku a dustku. Prikladem téchto
prostfedi mohou byt prostredi, uvedend v
souvislosti s produkci  antibiotika 810A.
Presné mnoZstvi uhlohydratu a zdroji du-
siku zdvisi na ostatnich sloZkdch Zivného
prostrfedi, cbecné vSak je mnZostvi uhlo-
hydrath v rozmezi 1 aZz 6 vdhovjch % pro-
str'edi a obsah asymilovatelnych zdrojd du-
siku 0,2 az 6 vahovych U prostiedi. Ddle
uvddime nékolik prostredi, kterd jsou zvias-
t¢ vhodnd k vyrobé antibiotika 842A. Jde
pouze o typicka prostfedi, zplsob vyroby
nemd byt na tato prostrfedi omezen. -

Prostredi IX: :
10,0 g

extrakt z kvasinek

lihovarnické vypalky 20,0 g
dextréza 10,0 g
destilovand voda 1000,0 ml
pH 7,0

Prostredi X:

s6jovd mouka 30,0 g
lihovarnické vypalky 75 g
cereldza 20,0 g
NaCl 258
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CaCOs 10,0 g
destilovand voda 1000,0 ml
pH 7,0
Prostfedi XI:
extrakt z kvasinek 100 g
lthovarnické vypalky 20,0 g
" destilovana voda 1000,0 ml

pH 7,0

Fermentace se provadi pfi teploté 20 az
37 °C, optimédlnich vysledkl lze dosdhnout

pti teplotdch 24 aZ 329C. Zivné prostied{

méa mit pH 6,0 aZ 8,0.

V malém méritku se produkce antibiotika
842A provadi tak, Ze se naofkuje vhodné
Zivné prostfedi kulturou schopnou produ-
kovat antibiotikum, nafeZ se nechd fermen-
tace probihat p¥i stdlé teploté 28 °C za sté-
1ého tFepéani nékolik dni. Na konci inkubace
se mycelium odstrani a supernatant se zkou-
§i na koncentraci antibiotika. .

Fermentace se provadi ve sterilizovanych
nddobach v jednom aZ cCtyFech. stupaich.
Zivné prostPedi pro ofkovaci kulturu miZe
byt voleno napiiklad z prostfedi 9 aZ 11.
Lahev, v niZ se mikroorganismus péstuje, se
umistl na tifepacim zafizeni p¥i konstantni
teploté 28°C na 1 aZ 3 dny, vysledna kultu-
ra se pak uZije k naoCkeovadni druhé-
ho stupné ofkovaci kultury. UZije-li se me-
zistupitt p¥i vyrob& ockovaci kultury, pro-
vadi se péstovani v mezistupnich za tychZ
podminek jako pé&stovani v prvnim stupni.
Obsah lahvi se na konci inkubace odstfedu-
je k odstranéni mycela. Supernatant se pak
koncentruje a ¢&isti, ¢imZ se ziskd antibio-
tikum 842A v istém stavu. . :

Ve vét§im méfitku se s vyhodou fermen-
tace provadi v nadrZich, které jsou opatfie-
ny michadlem a provzdu$iiovacim zafize-
nim. Zivné prostfedi se misi p¥imo v néadrZi
a v ni se také sterilizuje pfi teplotach aZ
120 °C. Po chlazeni se sterilizované prostre-
di ofkuje produkéni kulturou a fermenta-
ce se nechd probifhat nékolik dni, napfiklad
2 a7 4 dny, za stadlého michani a/nebo pro-
vzduSiiovani Zivného prostFedi pfi stdlé tep-
lotd pPibliZng 28 9C. Zménami v mnoZstvi
ofkovaciho materidlu a zménami ve sloZeni
Zivného prostiedi je moZno upravit podmin-

ky pii péstovdni tak, aby bylo dosaZeno

vysokych vyt8Zkd a vysoké ucinnosti anti-
biotika.

Stanoveni udéinnpsti antibiotika
s pouZitim Vibrio percelans

Testy byly provadény na plotnach pFi po-
uZiti filtra¢niho papiru v discich prdméru
1,2 cm. Plotny byly pfipraveny ze Zivného
agaru s 2,0 g extraktu z kvasnic na litr agaru,
na jednu plotnu bylo uZito 10 ml této smési.
Zkoumany organismus byl pé&stovan v bujo-
nw pfes noc, naceZ byly builky mikroorga-
nismu fedény roztokem kuchyiiské soli na
suspenzi 0 40% propustnosti pro svétlo pfi

12

vlnové délce 660 nm. Tato suspenze byla
piiddna v mnoZstvi 20 ml/m! do Zivného pro-
stfedi pfed odlévanim ploten.

Plotny byly uchovéavéany pii 4°C do po-
uZiti, maximélné 5 dni. Po aplikaci papiro-
vych diskli sycenych roztokem antibiotika
byly plotny inkubovédny pii 28°C 8 aZ 24
hodiny. Pak byly odeCitdny zony inhibice,
v mm pruiméru. Tato €isla byla pak uZita
ke stanoveni relativni uéinnosti, popiipadé
ke stanoveni ucinnosti v upg/ml, byly-li vy-
sledky srovnény s &iSténym standardem.
Provadi-li se tyto zkousky Kvantitativn®; lze
zjistit 1 aZ 2 ug antibiotika - na ml.

Bakteridlni inaktivace antibiotika 842A:
Odolnost antibiotika 842A k inaktivaci bak-
teriemi byla stanovena in vitro ve srovndni
s odolnosti cephalosporinu C, cephalospo-
ridinu a cephalotinu. Pokusy ukazaly, Ze
antibiotikum 842A je proti t€inku mikroor-
ganismii odolné&jsi neZ ostatni svrchu uve-
dené antibiotika.

K degradaci bylo uZito dvou mikroorga-
nismf, které Gplné inaktivujl cephalosporin
C, a to Alcaligenes faecolis (BM-8}) a Alca-
ligenes viscosus (MB-12). '

a) Priprava bakteridlnich bunék

Buiiky Alcaligenes faecolis (MB-9) a Al-
caligenes viscosus (MB-12) byly pfipraveny
takto:

Obsah L-zkumavky byl smiSen s nékolika
mililitry Zivného prost¥edi s obsahem 0,2 %
extraktu z kvasnic. Tato suspenze byla na-
nesena klitkou na povrch Sikmého Zivného -
agaru, ktery byl pak inkubovén 18 hodin
pfi 37°C. VSechny zkumavky 3ikmého aga-
ru byly pak skladovany pii: 5 °C do pouZiti,
nejvyse v8ak tyden. Kultura s povrchu jed-
né ze zkumavek byla pak vZdy asepticky
prenesena klickou do 50 ml bujénu s 0,2 %
extraktu z kvasnic, bujén byl pak umistén
na tFepacim zatizeni a inkubovdn 18 ho-
din p¥i 28°C. Pak byla kultura 10 minut
odstfedovana p¥i 4000 otdtkach za minutu.
Suipernatant byl slit a builky byly dvakrat
promyty sterilnim fosfdtovym pufrem o kon-
centraci 0,1 M -a pH 7,5 (pufr obsahuje 6,8 g
kyselého fosforefnanu draselného a 7,1 g
stfedniho fosforetnanu sodného ma 1 litr
destilované vody). Promyté buliky byly pak
znovu uvedeny v suspenzi v koncentraci- 4
mg/ml roztoku antibiotika v 0,1 N'fosforec-
nanového pufru. Testovand smés byla -pak
inkubovédna bez t¥epani na vodni l4zni pfi
37 °C 4 hodiny, nateZ bylo prostfedi odst¥e-
déno 10 minut pgi 2000 otatkach za minutu
a &iry supernatant byl slit do sterilnich zku-
mavek a okamZité zmrazen v suchém ledu
a7 do pouZiti, nejvySe v8ak 3 hodiny. Kon-
troly byly inkubovédny stejnym zpfisobem,
aZ na nepfitomnost bungk.

b) Inaktivace antibiotika 842A

Supernatanty byly zkoumény na svou an-
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tibakteridlni udinnost nésledujicim zpiso-
bem:

Papitové kotouCe :priméru 0,65 cm byly
nasyceny supernatantem a umistény na po-
vrch ploten z Zivného agaru s 0,2 % extrak-
tu z kvasnic, do nich# byl pfedem pfimiSen
prisluSny mikroorganismus. Plotny, obsa-
hujici B. subtilis (MB-964), byly vyrobeny
nasledujicim zpisobem: 5.ml suspenze pro-
mytych spor v 0,9% roztoku NaCl bylo pii-
déno ke 150 ml Zivného agaru s 2 % ex-
traktu z kvasnic pri 45°C, 5 ml této smési
bylo pak uZito k odliti ploten, z nichZ kaZ-
dd me8la rozmeér 15 x 100 mm. Plotny byly
uloZeny pfi teploté 5°C do pouZiti, nejvyse
vSak 3 dny. Pak byly pl\otny inkubovény
pres noc pii 25 °C pied meremm zO0ny inhi-
bice okolo diskfl.

Bezbunéfné roztoky antibiotika byly Fe-
dény v pomérech 1:1,1:2,1:4,1:8,1:16

14

a 1:32, ¢ImZ byla ziskdna standardni k¥iv-
ka. RGzné roztoky antibiotik byly pak zkou-
many po inkubaci za pFitomnosti promytych
bakteridinich buné&k. Viechny zkoudky byly
provadeny trikrat.

c) Vysledky

Procenta inaktivace byla propotitdvana
tak, Ze byl nejprve vypo€itdn pramér t¥{
inhibi¢nich z6n ze tfi soub&Znych zkousek,
nateZ bylo stanoveno mnoZstvi antibiotika,

které zbylo v testovacim roztoku ve srovné-

ni se standardni kfivkou. Tato hodnota by-
la odeCtena od vychozi koncentrace 4 mg/
/ml a zbytek byl dé&len vychozi koacentra-
ci a nasoben stem, ¢imZ bylo ziskdno pro-
cento inaktivace. V tabulce XVI je uvedena
inaktivace Cephalosporinu C a antibiotika
842A za svrchu uvedenych podminek.

TABULKA XVI

Procento inaktivace po inkubaci s promytymi bakteridlnimi bufikaml

Desky s obsahem B. subtilis (MB-964)

Degradujici organismus

Cephalosporin C

Ctyfhodinova inkubace
Antibiotikum 842A

Alcaligenes faecalis MB-9
A. viscosus MB-12

Schopnost antibiotika 842A a Cephalospo-
rinu C odolavat degradaénimu déinku raz-
nych mikroorganism@i byla zkoumadna jests
na nésledujicich kulturdch: Escherichia co-
li 236, Proteus morganii 251, Proteus mor-
ganii 356 a Proteus mirabilis 241. Tyto mik-
roorganismy jsou gramnegativni a odolné
proti Cephalosporinu C. Pfi provadéni t&ch-
to zkouSek byl vzdy smiSen mikroorganis-

0
54,4

mus s nékterym z antibiotik a po 4 hodi-
nach byla stanovena zbytkovad udinnost an-
tibiotika. ZkouSKy byly provadény stejnym
zplsobem jako pri pouZiti Alcaligenes fae-
calis MB-9 a A. viscosus MB-12. V nésledu-
jici tabulce je uvedeno procento inhibice
Cephalosporinu C a antibiotika 842A p¥i
pouZiti B. subtilis (MB-964) svrchu uvede-
nou metodou.

TABULKA XVII

Kultura

Celphalosporin C

Antibiotikum 842A

Escherichia coli 236

Proteus morganii 251
Proteus morganii 356
Proteus mirabilis 24L

7 téchto nudaji je ziejmé, Ze antibiotikum
842A je daleko odoln&jsi neZ Cephalosporin
C k inaktivaci mikroorganismy A. faecalis,
A. viscosus, Escherichia coli 236, Proteus
morganii 251 Proteus morganii 236 a Pro-
teus mlrablhs 241,

Antibiotikum 842A, které se ziska svrchu
uvedenym fermentatnim zpiisobem, je am-
foternf slouteninou s izoelektrickym bodem
pii pH 3,5. Nad pH 9,0 je nestdlé, je vSak
pomé&rné stalé pii pH 1,5.

ProtoZe armblotlkum 842A a jeho soli
ucinné 1nh1bu11 ridst riznych druh@ Salmo-
nella, je moZno jich uZit k desinfekci v riz-
nych piipadech v domaécnostech i primyslu.
Antibiotika i soli jsou aCinné i proti Salmo-

nella schottmuelleri a S. gallinarum, anti-

38
80
69

5

biotikum 842A je pak G&inné zejména proti

Salmonella schottmuelleri 3010, S. gallina-
rum a S. typhosa.

Antibiotikum 842A:

Antibiotikum 842A lze &istit adsorpci na
iontoméni€i, napfiklad na pryskyfici obsa-
hujici kvarterm amoniovy iont nebo kyseli-
nu sulfonovou. Absorbované antibiotikum se
vymyva vodnymi roztoky nebo sm#si vody
a alkoholu, které obsahuji vhodnu sil, na-
priklad CthI‘ld amonny, chlorid sodny a|pod
Vhodnymi 1ontomemcovym1 pryskyficemi,
kterych je moZno ppouZit, jsou napiiklad po-
lystyrenové pryskyfice obsahujici kyselinu
sulfonovou (45 % nebo 53 % vody) nebo
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polystyrenové trimethylbenzylamoniové
pryskyrice (43 % vody), zndmé pod nézvy
Dowex 50 a Dowex 1. Je-li to Zadouci, je
moZno takto ziskany eludt dale distit no-
vou chromatografii a eluci. Eludty se pak
sliji a koncentruji, &imZ se ziskd CiSténé
antibiotikum 842R. '

Piipravky:

Antibiotikum 842A je moZno uZit samostat-
n& nebo ve smssi jako G€innou sloZzku celé
fady farmaceutickych pripravkfl. Antibioti-
kum' a' jeho soli je moZno pouZit ve formé
kapsli nebo tablet, v praSku nebo v rozto-
cich, suspenzich nebo elixirech. Lze jej ap-
likovat perordlné, nitroZiln& nebo nitrosva-
lové. Zdrovei je moZno antibiotikum uZit
spolu s vhodnym nosi¢em, napfiklad mani-
tolem, sacharozou, glukézou nebo se steril-
nimi kapalinami, jako s vodou, fyziologic-
kym roztokem, glykoly a oleji, spolu se Zivo-
di$nymi nebo rostlinnymi, popfipadé se syn-
tetickymi oleji apod. Mimo nosi¢ mohou
pripravky obsahovat jeSt& daldi sloZky, na-
pfiklad stabiliza¢ni prostfedky, pojidla, an-
tioxidancie, konzervaéni prostifedky, mazaci
prostfedky, prostiedky pro tpravu viskozi-
ty, vonné latky apod. Mimoto mfiZe pfipra-
vek obsahovat je§ts dalsi aéinnou sloZku,
aby bylo dosaZeno $ir§tho spektra antibak-
teridlni adinnosti p¥ipravki.

Davkovani zavisi do velké miry na véaze
pacienta. Pfednost se ddvd parenterdlnimu
poddni u generalizovanych infekci a per-
ordlnim podanim u infekci stfevnich. Ob-
vykle se pohybuje denni ddvka v rozmezl
15 a¥ 175 mg aktivni sloZky na kg Zivé
vahy, tato davka je pak rozdélena na ne-
kolik jednotlivych ddvek b&hem dne. Denni

davka antibiotika 842A je v rozmezi 40 aZ

80 mg Géinné sloZky na kg vahy.

Piipravky mohou byt poddvany v riz-
nych forméach jednotlivjch davek, na-
piiklad v kapalnych nebo pevnych peroral-

né poZitelnych davkach. Tyto jednotlive pie- .

dem piipravené dévky obsahuji obvykle 15
az 700 mg adinné slozky, s vyhodou 80 aZ
320 mg. Pfi parenterdlnim poddni ma byt
poddvana obvykle &istd latka ve sterilnim
vodném roztoku nebo miZe byt piipravek
doddvan jako ve vod& rozpustny prasek,
ru¢eny k injekcim.

UZije-li se 100 mg antibiotika 842A a 40
miligram@ laktézy, ziskd se kapsle o vaze
145 mg, kterd je vhodnd k .perordlnimu po-
déni.

Tablety s obsahem Kkyseliny 78-(D-5-ami-
no-5-karboxyvaleramido)-3-(karbamoyl-
oxymethyl)-7-methoxy-3-cefem-4-karbo-
xylové:

na 1 kapsli
kyselina 78-(D-5-amino-5-kar-
boxyvaleramido)-3-(karbamoyl-
oxymethyl)-7-methoxy-3-cefem-

-4-karboxylova 125 mg

16
kuku¥i¢ny Skrob - - 6 mg
stfedni fosforefnan véapenaty 192 mg
laktoza

190 mg

. Aktivni sloZka se smisi se stfednim fos-
foreénanem vdpenatym, laktézou a polovi-
nou kukufitného ¥krobu. Smés se pak gra-
nuluje s 15 % pasty z kukuFi¢ného Skrobu
(6 mg) a protladi se hrubym sitem. Granu-
lat se usu8i pfi teplot& 45 °C, nateZ se pro-
tladi sitem &. 16. Pak se pfidd zbytek kuku-
Fitného Skrobu a stearan hofe€naty a smés
se lisuje v tablety o priméru piibliZn& 1,2
centimetru a o vaze 800 mg.

UZije-li se v injekénim pFipravku 500 mg
kyseliny 7g-(D-5-amino-5-karboxyvalerami-
do}-3-(karbamoyloxymethyl)-7-methoxy-
-3-cefem-4-karboxylové ve 2 ml vody, urce-
né k injekcim, ziskd se piipravek vhodny
pro parenterdini podani.

Vyndlez bude osvétlen nésledujicimi pii-
klady.

Priklad 1
Antibiotikum 842A

Stupeii A: Zplisob vyroby antibiotika v tie-
pacich lahvich

Lyofilizovany obsah zkumavky Streptomy-
ces lactamdurans, kultura MA-2908, byl a-
septicky otevien a pak uZit k naolkovani
Erlenmeyerovych ban&k o obsahu 250 ml,
z nichZ ka?dd obsahovala 50 ml Zivného
prostfedi V, a to tak, Ze zkumavka byla
rozlomena za sterilnich podminek a obsah
vsypdn do baiiky. Z{vné prost¥edi V mélo
toto sloZeni:

Prostiedi V:

autolyzat kvasinek 10,0 g
gluk6za 10,0 g
fosfatovy pufr + 2,0 ml
MgS04 . 7H20 0,05 g
destilovand voda do 1000,0 ml
pH 6,5
+ fosfatovy puir
KH2PO4 91,0 g
Na2HPO4 95,0 g
destilované voda do 1000,0 ml

Baiika byla tfepéna pii teplotd 28°C a
pFi 220 otdtkach za minutu na rotacni tfe-
patice s vgkyvem 5 cm 3-dny. Podily o ve-
likosti 5 ml byly pak pieneseny sterilnimi
pipetami do 4 dalsich bang&k téhoZ rozmeru
s obsahem tého# Zivného prostiedi, tyto
batiky pak byly inkubovany stejnym zpilso-
bem. Obsah t&chto ban&k byl pak asepticky
slit' do jedné baiiky a uZit k naotkovédni 11
Erlenmeyerovjch ban&k o obsahu 2 litrd,
7 nich? ka?da obsahovala 350 ml prostredi
IX, a to 2 aZ 3 % ocfkovaciho materidlu s
pouzitim sterilnich pipet. Zivné prostredi
IX mélo toto sloZeni:
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Prostredi IX:

hydrolyzat kvasinek 10,0 g
lihovarnické vypalky 20,0 g
dextroza 10,0 g
destilovand voda do 1000,0 ml
pH 7,0

ProdukCni bailky byly pak tifepdny pii
teploté 28 °C na rotalni tfepacce s vyky-
vem 5 cm pii 145 otakach za minutu 4 dny.
Na konci této doby byl obsah 10 bané&k slit
a smes byla odstiedéna k odstranéni my-
celia.

Pritomnost antibiotika 842A, tj. pFitom-
nost kyseliny 78-(D-5-amino-5-karboxyvaler-
amido}-3-(karbamoyloxymethyl)-7-metho-
Xy-3-cephem-4-karboxylové v Zivném pro-
stfedl byla prokézédna diskovou metodou s
disky o priméru 1,2 cm, sycenymi Zivnym
prostfedim a umisténymi na agarové plotay
s obsahem 10 ml Zivného agaru s 0,2 % ex-
traktu z kvasnic a s bakteridlnim ofkova-
cim materidlem. Zdny inhibice byly mé&Feny
po dvanéactihodinové inkubaci pii teploté
28 °C, vzorky Zivného prostiedi, ziskaného

Zfiltrované prostiedi

Promyvaci voda

- 18

CtyFdennim péstovanim produk®niho kme-
ne, mély inhibi¢ni zénu o préimeéru 31,5.mm
na deskach obsahujicich Vibrio percolans
(MB-1272).

Stupeni B: Adsorpce na aniontoménicovou
pryskyfici

Zfiltrované Zivné prostfedi v mnoZstvi
2900 ml bylo kyselinou solnou upraveno na
pH 7,0, naceZ bylo naneseno mna vrstvu ob-
sahujici 100 ml silné z&dsadité aniontoméni-
¢ové pryskyFice se styrendivinylbenzenovou
zakladni siti Dowex 1 x 2 v chloridovém
cyklu pfi rychlosti pritoku 10 ml za minu-
tu. Byly zachycovéany frakce o velikosti 500
mililitr. Sloupec pryskyfice byl promyvan
vodou, nace¥ byl vymyvan 3% roztokem
chloridu amonného v 90% roztoku metha-
nolu ve vodé. Byly shromaZdovany frakce
veliké 100 ml.

Na v8ech téchto frakcich byl provadén
biologicky test pri pouZiti diskové metody
na kmeni Vibrio percolans MB-1272. Bylo
dosaZeno téchto vysledki:

Frakce eludtu

Fed&ni rozmér zony frakce rozmér zény frakce rozmer zony

nefedéno 26,5 mm 1 0 1 25
1:2 24 2 16 2 29
1:4 20 3 23 3 29

4 25 4 , 26,5
5 27 5 22
6 a7 6 18
7 15
8—10 0

Tyto zkou§ky ukazuji, Ze pribliZn& 60 %
tCinnosti bylo v promyvaci vod& a pouze
18 U v eludtu. Mimoto je zFejmé, Ze kapa-
cita pryskyrice stati pouze na dvé frakce,
tzn. na desetindsobek objemu sloupce Ziv-
ného prostfedi. Frakce eluatu 1 aZ 4 byly
slity a koncentrovédny, frakce ziskané pro-
myvanim 3 aZ 6 byly rovnéZ slity, ¢imZ by-
lo ziskdno 1960 ml roztoku. 1860 ml tohoto
roztoku bylo upraveno na pH 7,2 aZ 8,0 zfe-
dénym roztokem hydroxidu sodného, nade?

byl roztok nanesen na vrstvu silng zdsadité

aniontoménifové pryskyfice se styrendivi-
nylbenzenovou zédkladni siti v mnoZstvi 100
mililitrd (Dowex 1 x 2 v chloridovém cy-
klu), rychlosti 14 ml za minutu. Protékajici
prostfedi bylo zachycovéno ve 4 stejné ve-
likych frakcich a testy, provddé&né na t&chto
frakcich ukézaly, Ze toto prosttedi obsa-
huje jeSt& 5 % celkové G&innosti. Sloupec
byl pak promyt vodou a vymyvan 5% vod-
nym roztokem chloridu sodného. Eluat byl
pak shromaZdovdn ve frakcich o objemu
50 ml a zkoumén na biologickou ufinnost.
Tyto testy ukazaly, Ze 90 % ud&innosti je p¥i-

tomno ve frakcich 3 aZ 16, které pak byly

slity.

Stupefi C: Absorpce na kationtoménitovou
pryskyrici

50 ml koncentrdtu pFipraveného ve stupni
B bylo zFed&no na 500 ml, pH bylo uprave-
no na 2,0 z plvodni hodnoty 8,8 zFedé&nou
kyselinou solnou, nadeZ byl materidl ad-
sorbovan na 25 ml siln& kyselé pryskyrice
sulfondtového typu se styrendivinylbenze-
novou zakladni siti (Dowex 50 x 2 ve vo-
dikovém cyklu] p¥i pritokxu 2,5 ml za minu-
tu. Sloupec byl promyt 25 ml vody, nade¥?
byl vymyvan 2% roztokem pyridinu ‘tak
dlouho, aZ pH eluatu bylo rovno 7,0. Celko-
vé bylo spotfebovano 54 ml 2% roztoku py-
ridinu. P¥i zkoumdéni Zivného prostiedi, kte-
ré prodlo s'oupcem, a eludtu bylo zjiténo,
Ze 90 % ucinnosti je cbsaZeno v eludtu,
kdeZto 9 % ucinnosti v Zivném prostiedi,
které pro$lo vrstvou iontomé&nite. Eluat ob-
sahoval pyridiniovou sfil antibiotika 842A.

Antibiotikum 842A je amfotermni- s izo-
elektrickym bodem p¥i pH 3,5. Produkt je
nestdly pfi pH vy$8im neZ 7, ale staly pri
PpH 1,5. Eluat byl upraven na pH 8,0 zredg-
nym roztokem hydroxidu sodného, nade?
byl koncentrovan ve vakuu k odstran&ni py-
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ridinu. Takto ziskany produkt byl identifi-
kovéan jako monosodn4 sfil antibiotika 842A.
" Molekulova vaha 468 je zaloZena na empi-
rickém vzorci.

Analyza pro CieHz21N4SOgNa:

vypod&teno:

C 41,0 %, H 45 %, N 12,0 %, S 6,8 %
0 30,8 %, Na 4,9 %;

nalezeno:

C 39,31 %, H 4,76 %,
0 34,12 %, Na 4,19 %.

N 11,16 %, S 6,46 %,

P¥i testech provedenych in vitro inhibo-
valo antibiotikum 842A rist téchto gramne-
gativnich bakterii; Escherichia coli, Pro-
teus vulgaris, Alcaligenes faecalis, Brucella
bronchiseptica, Salmonella gallinarum, Vib-
rio percolans a Xanthomonas vesicatoria.

Produkt rovn#&Z inhibuje rlst grampozi-
tivnich bakterii, a to kmen@i Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea a Bacillus substilis.

In vivo mé antibiotikum 842A p¥i podkoZ-
nich injekcich u¢innost, kterda je uvedena
v nésledujici tabulce. Po podkoZnim podéni
a po skongeni pokusného obdobi, které tr-
valo obvykle 7 dni po podéni, bylo stano-
veno mnoZstvi antibiotika, které je schopno
chrdnit 50 % mys$i proti infekci uvedenym
kmenem; byla tedy stanovena EDso.
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EDso pod-
koZni cestou

ve dvou

ddvkach
Proteus vulgaris 51 ug
Proteus mirabilis 276 ug
Proteus morganii 3202* 276 ug
Salmonella schottmuelleri 103 ug
Klebsiella pneumoniae AD 125 ug
Klebsiella pneumoniae B 125 ug
Paracolobactrum arizoniae 125 ug
Escherichia coli 200 ug.
Aerobacter aerogenes 49 ug
Pasteurella multocida 57 ug
Salmonella typhosa 34 ug
Diplococcus pneumoniae E400 566 ug

*) V pfipad& tohoto mikroorganismu ne-
poskytovala antibiotika Cephaloridin a Ce-
phalotin ochranu ani v ddvce 4000 mg, po-
dané nadvakrat..

Mimo tyto pokusy byl jeSté in vivo pro-
veden pokus na mySich svrchu uvedenym
zpliscbem, pfi némZ bylo ufito kmene Pro-
teus morganii 356, izolovaného z klinickych
pFipadi, ktery byl odolny proti Cephalospo-
rinim a schopny rozklddat Cephalosporin -
C. PFi tomto pokuse byly hodnoty EDso ty-
to: ' '

EDso pFi podkoZnim podéni -
ve dvou ddvkédch — primér
ze dvou zkou3ek

Infek&ni mikroorganismus: Antibiotikum:
Proteus morganii 356 842A
Proteus morganii 356 Cephalotin
Proteus morganii 356 Cephaloridin

Piiklad 2
Antibiotikum 842A
Vyroba ofkovaciho materidlu v lahvich:

Oc¢kovaci materidl byl pfipraven zpliso-
bem podle piikladu 1. Obsah dvou lahvi,
péstovanych v druhém stupni, byl slit a uZit
k naofkovani 62 Erlenmeyerovych bané&k
o obsahu 250 ml, z nichZ kaZd4 obsahovala
50 ml Zivného prostifedi X. K naofkovani
kazdé z bané&k bylo uZito 1 ml materiélu.
Prostfedi X mélo toto sloZeni:

Prostiedi X:

S6jovad mouka . 30,0 g
lihovarnické vypalky . 75 g
cereldza ) 20,0 g
NaCl ' 25 g
CaCO3 (po tupravé pH na 7,0) 100 g
destilovana voda do 1000,0 g

Lahve byly tfepdny pfi teplot& 28°C na

273 ug
20 000 ug
9270 ug

rotaéni tfepalce pri 220 otaékdch za minu-
tu s vgkyvem 5 cm 5 dni. Na konci této do-
by byl obsah 60 banék slit a odstifedén, &imZ
bylo oddéleno mycelium od Zivného pro-
stredi.

Pritomnost antibiotika 842A hyla stano-
vena zplsobem popsanym v pfikladu 1. By-
lo uZito agarovych ploten a diski o prii-
méru 1,2 cm. Po {¢tyFdeuni inkubaci byla
ziskdna inhibi¢ni z6éna 33 mm proti Vibrio
percolans (MB-1272].

P¥iklad 3
Antibiotikum 842A
Fermentace
Stupent 1:
Lyofilizovany cbsah zkumavky Streptomy-
ces lactamdurans, kultura MA-2908, byl uZit

k naotkovani 50 ml sterilniho prostfedi V
v Erlenmeyerové baiice o obsahu 200 ml.
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Prostfedi V:
autolyzdt kvasinek 10,0 g
glukoéza 10,0 g
fosfatovy pufr 2 ml
MgS04 . 7H20 0,05 g
destilovanéa voda do 1000,0- m1

pH — bylo upraveno na 6,5 uZitim NaOH

* fosfatovy pufr:

KH2PO4 910 g
NagzHPO4 950 g
destilovand voda 1000,0 ml

Inokulovand lahev byla umisténa na ro-
tatni tfepaCce s vykyvem 5 cm a inkubova-

na pii 220 otéatkach za minutu 72 hodin pri

teploté 28 °C.
Stupert 2:

10,0 ml ockovaciho materidlu tohoto pi-
vodu bylo pak uZito k naofkovdni dvou-
litrové Erlenmeyerovy bailky, obsahujici
50 ml svrchu popsaného  sterilizovaného
prostfedi V. NaoCkovand baitka byla pak
umisténa na rotafni tfepatce a inkubovédna
pri 220 otdckdch za minutu- 48 hodin pii
teploté 28 9C. : :

Stupeii 3:

Obsah této baiitky byl pak uZit k naotko-
vani fermentoru z nerezové oceli o obhsahu
50 galonti, ktery obsahoval 160 litrG pro-
stfedi V. ProstFedi pak bylo inkubovano pii
28 °C 48 hodin za stdlého michéni pFi pro-
vzdusiiovdni 3 cfm. V pribshu fermentace
bylo postupné priddvéano vzdy malé mnoZ-
stvi Polyglykolu 2000 k zamezeni p&néni.

Stupenl 4:

43 litrad vysledného otkovaciho materidlu
ze stupn® 3 bylo pak uZito k naotkovéni
fermentoru o obsahu 200 galond, ktery ob-
sahoval 467 litrd sterilniho prostfedi XI,
ndsledujiciho sloZeni. :

Prostiedi XI:

Amber Yeast 300 10,0 g
lihovarnické vypalky 20,0 g
destilovana voda do 1000,0 ml
pH 7,0

Fermentace probihala pri teplots 28 °C
za stdlého michdni a p¥i provzdusiiovéani
10 ¢fm 72 hodin. V pribshu fermentace by-
lo v malych mnoZstvich piiddvano protips-
nivé ¢inidlo polyglykol 2000. Po skonfeni
fermentace byla stanovena Gdinnost na aga-
rovfch plotndch s pouZitim diskd. Zivné
prostfedi bylo pak zfiltrovdno vrstvou in-
fuzoriové hlinky p¥i pH 7,8 a takto ziskany
produkt byl zplsobem podle pitkladu 1
identifikovdn jako antibiotikum 842A. Pii
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pokusech na agarovych plotndch pii zieds-
ni 1:10 byla ziskdna inhibitni z6na 21,5 mm
pro Vibrio percolans MB-1272. .

Priklad 4

Cisténi; monosodnd sfil kyseliny 7p-(D-5-
-amino-5-karboxyvaleramido)-3-(karba-
moyloxymethyl)-7-methoxy-3-cephem-4-
-karboxylové

Adsorpce na aktivni uhli:

4 déavky Zivného prostfedi ziskaného zpfi-
sobem podle pFikladu 1 byly adsorbovany
kazdd na 100 ml silng z4sadité aniontomd-.
ni¢ové pryskyfice se styrendivinylbenzeno-
vou zdkladnf siti (Dowex 1 x 2 v chlorido-
vem cyklu}), nateZ bylo antibiotikum- vymy-
vano 1% vodnym roztokem chloridu sod-
ného. Eluédt byl shromaZdovan ve frakcich
0 velikosti 50 ml a zkouméan na obsah an-
tibiotika. Frakce byly shromaZdovany ze
vSech Ctyf davek, jejich pH bylo upraveno
na hodnotu 5,0 zFedénou kyselinou solnou,
nateZ byly frakce slity, ¢imZ bylo ziskédno:
celkem 4300 ml roztoku. 4200 ml tohoto
roztoku bylo-michéno se 42 g aktivniho uhli-
{Darco G-60) 1/2 hodiny. Aktivni uhli bylo
shroméazdéno filtraci a promyto - vodou.

- Filtrat a promgyvaci voda byly prosté G&in-

nosti. Filtra¢ni-kola€ byl pak dvakrat vy-
myvan, pokazdé jednim litrem 60% vodné-
ho roztoku acetonu, prifemZ byla smés
vidy 1/2 hodiny michdana a zfiltrovana.
Eluaty byly koncentrovany ve vakuu na ob-
sah 108 ml a 100 ml. Pokusy ukézaly, Ze v
prvnim eluédtu bylo obsaZeno 76 % celkové
Gcinnosti, tzn. Ze tento eludt byl 18x udin-
néjsi neZ vychozi material, v druhém elué-
tu bylo obsaZeno 17 % celkové udinnosti,
tento eludt byl tedy 14x ucinnéjsi neZ vy-
chozi materidl. Oba koncentraty byly slity
a-dale koncentrovdny na obsah 61 ml, pH
tohoto roztoku bylo upraveno z pivodni
hodnoty 4,0 na hodnotu 5,0 zfedénym vod-
nym roztokem hydroxidu sodného. Tento
koncentrat obsahoval 40 mg susiny na 1 ml
a pri jeho uZiti byla ziskdna inhibitni z6éna
o priméru 25 mm proti kmenu MB-1272 p¥i
zFedéni 1:100, tzn. 400 wg/ml. Produkt byl
identifikovdn jako monosodnd stil kyseliny
78-(D-5-amino-5-karboxyvaleramido)-3-
-(karbamoyloxymethyl)-7-methoxy-3-
-cephem-4-karboxylové,

Priklad 5

Cisténf; monosodnéd stl kyseliny 78-(D-5-
-amino-5-karboxyvaleramido)-3-(karbamo-
yloxymethyl)-7-methoxy-3-cephem-4-kar-
boxylové

Adsorpce na gel:

22 ml eludtu ziskaného zpiisobem podle
pfikladu 1 ve stupni B bylo upraveno na
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pH 7,0 ziedénym hydroxidem sodnym a po-
drobeno chromatografii na sloupci, ktery
obsahoval 388 ml pFipravku BioGel P-2.
Sloupec byl vymyvan vodou a eludt byl po
prichodu diferencidlnim refraktometrem
shromaZdovan po frakcich velikosti 5 ml
automatickym zplisobem, naceZ byl zkou-
mé&n na svou biologickou tu€innost. Biolo-
gickd a¢innost byla nejvy33i ve frakcich 47
aZ 63, kdeZto chlorid sodny byl obsaZen ve
frakcich 62 aZ 73. Frakce 50 aZ 60 byly sli-
ty, znovu chromatografovdny a pak kon-
centrovany do sucha, ¢imZ bylo ziskdano 10,8
gramu latky, kterd byla identifikovdna jako
monosodnd sfil kyseliny 78-(D-5-amino-5-
-karboxyvaleramido }-3-(karbamoyloxyme-
thyl)-7-methoxy-3-cephem-4-karboxylove.
P#i testu s Vibrio percolans byla ziskdna
inhibitni zéma o priméru 25 mm pfi kon-
centraci 8 ug/ml. '

Pifiklad 6

Kyselina 78-(D-5-amino-5-karboxyvalerami-
do)-3-{karbamoyloxymethyl)-7-methoxy-
-3-cephem-4-karboxylova

Modifikovany zpisob fermentace

Stupeii A: Sikmy agar

Lyofilizovany obsah zkumavky Streptomy-

ces lactamdurans, kultura MA-2908, byl .

asepticky uZit k naofkovéni prostfedi o na-
sledujicim sloZeni:

Prostiedi XII:

melasa 1 %
pivovarské kvasnice 1 %
agar o pH 7,0 2,5 %

voda na Z4dany objem

7 tohoto materidlu se vytvo¥i Sikmy agar,
ktery se inkubuje 7 dni pii teploté 28°C.
Skladuje-li se pak Sikmy agar ve zkumav-
kdach v chladnu, je staly po .dobu delsi meZ
13 t?rdn‘ﬁ.

Stupeif B: Produkce ofkovaciho materialu
ve 2 stupnich

Prvni stupeii: Jako prvni stupeii se ufije
otkovaci materidl pfimo sejmuty ze Zivného
agaru, vyrobeného postupem podle stupné
A. Tento materidl se pFenese do 40 ml 1%
roztoku extraktu z kvasnic o pH 7,0, ktery
se pak vnese do Erlenmeyerovy baiiky o
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obsahu 250 ml. Tyto bafiky se pak uloZi na
rotaéni trepatku s vykyvem 5 cm a inku-
buji se pii teplotd 28 °C a pfi 220 otaCkach
za minutu 2 aZ 3 dny.

Druhy stupeii: 2,50 ofkovaci materidl z
prvniho stupné& se uvede do bailky, kterd
obsahuje 2% autolyzat kvasinek o pH 7,0.
V tomto stupni se inkubace provadi nejvy3e.
48 hodin.

Stupeii C: Produk¢ni prostredi

Produktni prostfedi obsahuje 30 g liho-
varnickych vypalkd, 7,5 g suSenych kvasnic
a 0,25 % protipénivého ¢inidla na 1 litr
destilované vody. Pomoci malého mnoZstvi
koncentrovaného hydroxidu sodného se pH
prostfedi upravi na hodnotu 7,0, nafeZ se
prostFedi rozdsli do Erlenmeyerovych ba-
nék a sterilizuje se v autokldvu 15 aZ 20
minut p¥i teploté 121°C. Po zchlazeni se
prostfedi naotkuje 2,5 % ofkovaciho ma-
teridlu ze stupnd B. Inkubadni doba se po-
hybuje v rozmezi 50 aZ 100 hodin, s vyho-
dou 72 hodin. Obsah prostfedi v jednotlivé
baitice se miiZe pohybovat mezi 30 aZ 50 ml,
s vyhodou &ini 40 ml. MnoZstvi otkovaciho
materidlu je v rozmezi 1 aZ 5 %, s vyhodou
2,5 %.

Stupell D: Testy

Po skondeni fermentace se bun&fny ma-
teridl odstrani odstfed&nim a Zivné prostre-
di se upravi fosforetnanovym pufrem na
pH 7,0. Pak se stanovi standardnim biolo-
gickym zplisobem koncentrace kyseliny 7.8-
-(D-5-amino-5-karboxyvaleramido)-3-(kar-
bamoyloxymethyl}-7-methoxy-3-cephem-
-4-karboxylové. UZitym organismem je Vi-
brio percolans (ATCC 8461). Disky filtrad-
nfho papiru se nasyti Zivoym prostfedim a
umisti na povrch agarovych plotem, které
byly ofkovany uvedenym mikroorganismeim.
Na tyto plotny jsou rovngZ uloZeny disky
sycené standardnim roztokem antibiotika
842A, jehoZ koncentrace je zndma. “Plotny
se inkubuji pFes noc pfi 28°C, nateZ se
zméFi priiméry inhibignich zén. Koncentra-
ce antibiotika 842A se stanovi interpolaci
podle standardni kiivky, nanesené podle vy-
sledkt se znamymi koncentracemi antibio-
tik. Timto zpGsobem bylo zjiSténo, Ze Strep-
tomyces lactamdurans MB-2908 produkoval
78,6 wg/ml antibiotika 842A pIi modifikova-
ném fermentatnim zplisobu. ’
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PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob vyroby nového antibiotika ky- -3-karbamoyloxymethyl-7-methoxy-3-ce-
seliny 7@8-(D-5-amino-5-karboxyvaleramido]- fem-4-karboxylové obecného vzorce I,
OCH,
1l 2 S
HOOC-CH—(CHL)3-0~NH—3,————r 0
| N 1]
NH, Y “CHONH,
COOH (1)
vyzna€ujici se tim, Ze se pé&stuje pf¥i teplo- hmotnostnich % dostupného dusiku za ae-
t8é 20 aZ 37 °C a p¥i pH 6,0 aZ 8,0 ve vodném robnich podminek Streptomyces lactamdu-
Zivném prostredi, které obsahuje 1 aZ 6 rans NRRL 3802, nafeZ se ziskané antibio-
hmotnostnich % uhlohydratd a 0,2 aZ 6 tikum izoluje chromatograficky.

severografia, n. p., zdvod 7, Most
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