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Fremstilling af UK-61689, en sur polycyclisk ether, som
er et antibiotikum med anticoccidial virkning, som hid-
til kun har varet tilgangelig ved selektiv sur hydrolyse
af UK-58852, ved garing af Actinomadura roseorufa mu-
tantstammer karakteriseret ved evnen til at producere
UK-61689 med gering, i et vandigt naringsmedium indehol-
dende assimilerbare kilder til carbon, nitrogen og uor-
ganiske salte under submerse aercbe garingsbetingelser.
Opfindelsen omfatter ogsd Actinomadura roseorufa med
identificerinosegenskaberne af ATCC 53666, ATCC 53665,
ATCC S$3664 og ATCC 53674.
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Denne opfindelse angdr en mikrobiologisk fremgangsmdde
til fremstilling af UK-61689, en sur polycyclisk ether,
som er et nyttigt anticoccidialt antibiotikum, der
tidligere kun har varet tilgangeligt ved kemiske midler.
Nezrmere bestemt angdr opfindelsen gazringsfremstilling af
UK-61689 ved dyrkning af mutanter af Actinomadura
roseorufa ATCC 53666, samt Actinomadura roseorufa-

mutanterne ATCC 53665, ATCC 53674 og ATCC 53664.

EP-A-0 169 011, offentliggjort d. 22. januar 1986, be-
skriver fremstillingen af UK-58852, et polycyclisk ether-
antibioticum, ved dyrkning af Actinomadura roseorufa
Huang sp. nov.,.ATCC 39697, i et wvandigt n®ringsmedium

under submerse aerobe betingelser.

UK-61689, en sur polycyclisk monoglycon-ether har formlen

(I)
H OH O“\\\OCH3
OCH
’ 3 7 0~ N¥cH
CH'.B’///‘,

Hino

Dens fremstilling ved selektiv sur hydrolyse af UK-58852,
en polycyclisk diglycon-ether med formlen (II)
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er beskrevet i EP-A-0 255 335. Den deri beskrevne frem-
gangsmdde omfatter sur hydrolyse af UK-58852, fortrinsvis
under anvendelse af lige mange &kvivalenter af p-toluen-
sulfonsyre og af natriumsaltet af UK-58852 i acetoni-

tril/vand som oplesningsmiddel ved stuetemperatur.

Fremstillingen af UK-58852, som selv er et effektivt an-
tibiotikum, is@®r anticoccidialt middel, er som navnt
beskrevet i EP-A-0 169 011. Den fremstilles ved submers
aerob ge®ring i vandigt naringsmedium af Actinomadura
roseorufa Huang sp. nov. ATCC 39697. Ved garingen produ-
ceres ogsd sammen med UK-58852 to beslagtede mindre bety-
dende komponenter, der hver for sig er antibiotisk effek-
tive til bekampelse af coccidiosis. De to mindre bety-
dende komponenter, betegnet som CP-70 228 og CP-70 828,
har en formel svarende til den ovenstdende formel (II),

1 1

hvori henholdsvis R er H og R® CH3, og R og R~ begge er

methyl.

Denne opfindelse angdr en mikrobiologisk fremgangsmade
til fremstilling af UK-61689, som er en sur polycyclisk
ether, der er vardifuld som antibiotikum og et kraftigt
anticoccidialt middel, hvilken fremgangsmdde er ejendom-

melig ved, at man dyrker mutanter af Actinomadura rose-
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orufa ATCC 53666 i et vandigt naringsmedium under, for-
trinsvis submerse, aerobe betingelser. Den angdr desuden
specielt mutanterne ATCC 53674 og 53665, afledt fra Acti-
nomadura roseorufa ATCC 53666, som er karakteristiske ved
deres evne til at producere UK-61689 sammen med UK-58852,
og en mutant af ATCC 53665, som er karakteristisk ved
dens evne til at producere UK-61689 i det vasentlige fri
for UK-58852, hvilken sidstnavnte mutant har identifika-

tionsegenskaberne af Actinomadura roseorufa ATCC 53664.

Mikroorganismerne, der producerer UK-61689 og UK-58852,
blev opndet ved mutation af en hidtil ukendt stamme af
Actinomadura roseorufa, betegnet FD-27684 (ATCC 53666),
der blev isoleret fra en jordpreve opsamlet i landsbyen
Yamae, Kamamoto, Japan. N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguani-
din (NTG) blev anvendt som muterende middel. Enkelte ko-
lonier af den behandlede mikroorganisme blev derpd under-
sogt for produktion af UK-61689. Den almene procedure om-
fattede dyrkning af ATCC 53666 i et vandigt naringsmedium
under submerse aerobe betingelser med rystning ved en
temperatur pd 28 °C. Valget af medium for vakststadiet er
ikke kritisk. Et medium best8ende af cerelose (10,0 g),
majsstivelse (5,0 g), majsstebevand (5,0 g), "NZ Amine
YTT" (5,0 g) (handelsnavn for enzymatisk nedbrydning af
casein, Humko Sheffield Chemical Co., Inc.) og cobalt-
chlorid (0,002 g) suspenderes i 1 liter vand, pH-vardien
indstilles til 7,0 med natriumhydroxid, og mediet (800
ml) fyldes p& en Fernbach-kolbe. Efter sterilisation ved
autoklavering podes kolber med et skrdsubstrat eller
frosne vegetative mycelier, og derpd inkuberes med omre-
ring pd en ryster med ca. 200 omdr./min og ved en tempe-
ratur pd 28 °C i 8 dage. Derpd udtages en 50 ml aliquot,
og myceliet homogeniseres med en Teflon-pestil-vavsknuser
efterfulgt af ultralyd-fragmentering. Det fragmenterede
mycelium blev derpd centrifugeret, vasket frit for me-

dium, derpd resuspenderet i 50 ml frisk medium i en 300
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ml Erlenmeyer-kolbe og inkuberet under rystning ved 32 °C
i 2 timer, hvorefter cellerne igen blev centrifugeret,
vasket fri for medium med sterilt vand og suspenderet i
50 ml tris(hydroxymethyl)aminomethanmalat-puffer pH 9,0.
Aliquoter af denne suspension blev derpd behandlet med
det mutagene middel NTG i koncentrationer pd& 750-1500
pm/ml i 1 time pd en roterende vandbaseryster ved 250-300
omdr./min og en temperatur pd8 34 °C. Efter behandlingen
blev cellerne fracentrifugeret, vasket fri for mutagenet
med sterilt vand og suspenderet i kolber med frisk vakst-
medium, som blev dyrket under rystning ved 32 °C i et
rysteskab ved 200 omdr./min. Efter 3 dage blev mycelie-
fremvaeksten homogeniseret og ultralydbehandlet. Aliquoter
af det ultralydbehandlede materiale blev rzkkefortyndet,
udsuget pd skdle med fast nzringsmedium, og skdlene inku-
beret ved 28 °C, indtil de kolonidannende enheder var af
tilstrzkkelig sterrelse til overfersel til skrdsubstra-
ter. Et egnet medium til sk8le og skrdsubstrater er ATCC
Medium No. 172 med "N-Z Amine" type A (Humko Sheffield
Chemical Co., Inc.) sanket til 1,0 g/l. De podede skréa-
substrater fik lov at vokse ved 28 °C i 10-14 dage, hvor-
efter de var parat til prevning. Dette blev gjort ved
podning af 300 ml Erlenmeyer-kolber indeholdende 25 ml af
et egnet medium (ét sddant indeholder 45,0 g cerelose,
10,0 g sojamel, 15,0 g majsstebevand, 0,1 g MnSO4.H20,
0,1 g MgS0O4.7H20, 0,002 g cobaltchlorid og 3,0 g calcium-
carbonat i 1 liter vand og med mediets pH-vardi indstil-
let til 7,0). Efter sterilisation ved autoklavering i 30
minutter ved 121 °C blev kolberne podet med individuelle
skrdvakstsuspensioner og inkuberet under rystning ved 28
°C p& en New Brunswick ryster i 7 dage. Mutantkulturen
FD-28454 (ATCC 53674) blev detekteret ved undersoegelse af
methylisobutylketonextrakter af heostede hele dyrknings-
vesker efter sprojtning af udviklede tyndtlagskromatogra-
fiske plader (silicagel) med vanillinreagens og opvarm-

ning til 100 °C 1 5 minutter. Udviklingssystemet var sam-
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mensat af 9 dele chloroform til 1 del methanol, hvilket
gav Rf-verdier p& ca. 0,3 for UK-61689 og ca. 0,65 for
UK-58852. Den sdledes opndede mutantkultur producerer en
blanding af UK-61689 og UK-58852. Forholdet mellem UK-
61689 og UK-58852 viser sig at variere noget afhangigt af
geringsbetingelserne. De morfologiske og dyrkningsmassige
egenskaber af den sdledes opndede mutant er i det vasent-
lige dem, der er beskrevet i denne beskrivelse for A.
roseorufa ATCC 53666. Den adskillende egenskab for denne
mutant er dens evne til at producere en blanding af UK-
61689 og UK-58852, hvori UK-61689 er det overvejende pro-
dukt. Dyrkning af mutanten og isolering af den antibio-
tiske forbindelse UK-61689 kan gennemfeores under betin-
gelser mage til dem, der blev anvendt ved de tidligere
geringer, som gav polyether-antibiotika; se f.eks. US
patentskrift nr. 4 361 649. Dyrkningen finder fortrinsvis
sted i vandige naringsmedier under fortrinsvis submerse
aerobe betingelser med omrering ved en temperatur pd 24-
36 °C. Neringsmedier, som er anvendelige til dyrkningen,
inkluderer en kilde til assimilerbart carbon, s&som suk-
kerstoffer, stivelser og glycerol, en kilde til organisk
nitrogen, sdsom casein, enzymatisk nedbrydning af casein,
sojabennemel, bomuldsfremel, jordneddemel, hvedegluten,
sojamel, kedmel og fiskemel. En kilde til vakststoffer,
sdsom "grain solubles", fiskemel, bomuldsfremel og garex-
trakt, sdvel som mineralsalte, s&som natriumchlorid og
calciumcarbonat, og sporelementer, s8som jern, magnesium,
kobber, =zink, cobalt og mangan, kan ogsd8 anvendes med
fordelagtige resultater. Hvis der opstdr overdreven skum-
ning under garingen, kan der s®ttes antiskum-midler, séi-
som vegetabilske olier eller siliconer, til garingsmedi-
et. Beluftning af mediet i beholdere til submers vakst
holdes fortrinsvis ved hastigheden 1/2-2 volumener steril
luft pr. volumen gazringsveske pr. min, tvunget ind i
dyrkningsvasken igennem en spreder. Omreoring kan opret-

holdes ved hj®lp af omrerere, som er almindeligt kendte
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for fagfolk inden for garingsfaget. Omreringshastigheden
afheznger af den anvendte type omrerer. En rystekolbe
keres sadvanligvis ved 150-300 slag pr. min, medens en
fermentor sadvanligvis keres ved 300-1700 omdr./min.
Aseptiske betingelser m8 selvfolgelig opretholdes under

overforslen af organismen og under hele dens vakst.

Podemateriale til fremstilling af antibiotikummet ved
fremgangsmdden ifelge opfindelsen kan opnd&s ved anven-
delse af vakst fra en skrdkultur eller Roux-flasker podet
med kulturen eller en opteet myceliesuspension af kul-
turen. Et fast medium, som er egnet til indledende vakst
af organismen p8 skrdsubstrater og i Roux-flasker, er
ATCC Medium No. 172. Det vaskemedium, som er navnt tidli-
gere ved mutationsundersegelsen, er egnet til fremstil-
ling af det vegetative mycelium for frysning. Vaksten kan
anvendes til at pode enten rystekolber eller podebe-
holdere, eller podebeholderne kan podes fra rystekolber-
ne. Maximal vaekst i rystekolberne ndr sadvanligvis pd 4-8
dage, medens podemateriale i submerse podebeholdere sad-
vanligvis vil vere i den mest gunstige periode i lgbet af

4-5 dage.

Antibiotikumproduktionens fremadskriden under ga&ringen
kan kontrolleres kvalitativt ved tyndtlagskromatografi
efter visualisering ved sprejtning med vanillinreagens
som tidligere beskrevet, eller den udviklede plade kan
ogs&@ overhaldes med hjerne-hjerte-infusions-agar podet
med Bacillus subtilis og inkuberes ved 37 °C i 16 timer
for at visualisere antibioticaene. Tyndtlagskromatografi
er ogs& et nyttigt redskab til analyse af sammensatningen
af rd og rensede materialer extraheret fra garingsvasken.
En HPLC-metode under anvendelse af en 10 cm x 4,6 mm mi-
cropore Cjig-kolonne og en mobil fase af 0,01 M ammonium-
carbonatoplesning/acetronitril/methanol i volumenforhol-

det 40:200:760 under anvendelse af en refraktivt-index-
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detektor til at kvantificere mzngden af UK-61689 og med-

produceret UK-58852 i g®ringsvasker.

Den antibiotiske forbindelse UK-61689 produceret ved
geringen af de her beskrevne mutanter akkumuleres i my-
celiet og i dyrkningsvaesken og kan fraskilles og udvindes
ved ekstraktion af den hestede hele ufiltrerede garings-
veske med et organisk oplesningsmiddel, s@som chloroform,
ethylacetat, methylisobutylketon eller butanol, ved den
naturligt herskende pH-vardi. Alternativt kan man for at
undgd alvorlige emulsionsproblemer skille myceliet fra og
extrahere b&de det og den klarede vaske hver for sig med
et organisk oplesningsmiddel. Oplesningsmiddelextrakterne
koncentreres derpd til en tynd sirup, og ren UK-61689 op-

nds ved kromatografi.

En typisk fremgangsh&de til fraskillelse og udvinding af
antibiotikummet er som feolger: hele vasken fra garingen
af mutanten blev extraheret med methylisobutylketon. Ind-
dampning af extrakten i vakuum gav en redlig olie, som
blev oplest i ethylacetat og haldt pd en kolonne af sili-
cagel. Silicagelkolonnen blev derpd elueret med ethylace-
tat, og eluenterne underseogt ved tyndtlagskromatografi.
Fraktioner indeholdende UK-61689 blev kombineret og ind-
dampet til terhed. Den sdledes opndede UK-61689 kan ren-
ses yderligere ved krystallisation fra diisopropylether.

Forbindelsen UK-61689 kan udvindes fra gzringen i forbin-
delse med myceliet ved inddampning af hele vasken ved
kendte metoder, herunder spreojteterring, eller ved ad-
skillelse af myceliet fra vasken ved filtrering eller
centrifugering. De sdledes opndede mycelieprodukter om-
fatter UK-61689 pd myceliets overflade og i mellemrummene
deri, hvilket ger myceliet til en nyttig barer for UK-
61689.
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Et enkelt-koloni-isolat, betegnet FD-28474, af den oven-
for beskrevne mutant FD-28454 (ATCC 53674) blev selv un-
derkastet mutagenese med NTG ifelge den procedure, der er
beskrevet ovenfor til fremstilling af FD-28454. Denne
procedure gav en yderligere mutant (FD-28499), som ud-
viste de morfologiske og dyrkningsmassige egenskaber af
Actinomadura roseorufa ATCC 53666 og selvfoslgelig af den
forst fremstillede mutant. Imidlertid adskiller denne mu-
tant (FD-28499) sig fra mutanterne FD-28454 og 28474
derved, at den producerer UK-61689 i det vasentlige fri
for (dvs. < 1 %) UK-58852. Mutanten FD-28499 dyrkes pé
samme mdde som den forst beskrevne mutant (FD-28454), og
forbindelsen UK-61689 udvindes fra g®ringen som tidligere

beskrevet.

Den sidstn®vnte mutant, identificeret i Pfizer Inc.'s
kultursamling som FD—28499, samt mutanterne FD-28454 og
FD-28474 og udgangs-mikroorganismen FD-27684 er blevet
deponeret under Budapest-traktatens bestemmelser i the
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
USA, en anerkendt deponeringsinstitution, som yder perma-
nent opretholdelse af deponeringerne og let adgang dertil
for offentligheden, hvis der udstedes patent p8 grundlag
af denne ansegning. De er blevet givet betegnelserne
Actinomadura roseorufa ATCC 53664, ATCC 53674, ATCC 53665
og ATCC 53666.

Taxonomiske undersegelser af FD-27684, FD-28474 og FD-
28499 blev udfert af L. H. Huang, som gav de felgende

beskrivelser.

Hver af kulturerne blev podet fra en skrdkultur ind i
ATCC nr. 172 vaske og dyrket i 4 dage ved 28 °C pd en
ryster. Den blev derpd centrifugeret i 20 minutter, vas-

ket 3 gange med steril destilleret vand og udsdet pa
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medier, som almindeligvis anvendes til identifikation af

medlemmer af Actinomycetales.

Kulturerne blev inkuberet ved 28 °C, og resultaterne blev
aflest til varierende tider, men mest almindeligt efter
14 dage. Farverne er beskrevet i almindelig terminologi,
men eksakte farver blev bestemt ved sammenligninger med
farvemerkater fra Color Harmony Manual, Fourth edition.
Fremgangsmdden til hel-celle-aminosyre-analyse er den,
der er beskrevet i Becker et al., Appl. Microbiol., 12,
421-423, 1964. Hel-celle-sukkerstoffer blev analyseret
ved de fremgangsmdder, der er beskrevet i Lechevalier, J.
Lab. Clin. Med. 71, 934-944, 1968; og i Staneck and Rob-
erts, Appl. Microbiol. 28, 226-231, 1974. Til sammenlig-
ningsformdl anvendtes typekulturen af Actinomadura rose-
orufa ATCC 39697.

Identifikationsmedier, som blev anvendt til karakteriser-
ing af kulturerne, og referencer vedrerende deres sammen-

setning er som felger:

l. Trypton-garekstrakt-vaeske - (ISP no. 1 medium,
Difco).

2. Gerekstrakt-malt ekstrakt-agar - (ISP no. 2. medium,
Difco).

Havremel-agar - (ISP no. 3 medium, Difco).

4. Uorganisk-salt-stivelse-agar - (ISP no. 4 medium,
Difco).

5. Glycerol-asparagin-agar - (ISP no. 5 medium, Difco).
Pepton-gzrekstrakt-jern-agar - (ISP no. 6 medium,
Difco).

7. Czapek-sucrose-agar - S.A. Waksman, The Actinomy-

cetes, Vol. 2, medium no. 1, s. 328, 1961.
8. Glucose-asparagin-agar - ibid, medium no. 2, s. 328.
9. Bennett's Agar - ibid, medium no. 30, s. 331.

10. Emerson’s Agar - ibid, medium no. 28, s. 331.
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17.
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22.
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Neringsagar - ibid, medium no. 14, si. 330.

Gordon og Smith’s tyrosin-agar - R.E. Gordon og M.M.
Smith, J. Bacteriol. 69: 147-150, 1955.

Casein-agar - ibid.

Calciummalat-agar - S. A. Waksman, Bacteriol. Rev.
21: 1-29, 1957.

Gelatin - R. E. Gordon and J. M. Mihm, J. Bacteriol.
73: 15-27, 1957.

Stivelse - ibid.

Organisk nitrat-vaske - ibid.

Dextrose-nitrat-vaske - S. A. Waksman, The Actinomy-
cetes, Vol. 2, medium no. 1, side 328, 1961, med 3 g
dextrose i stedet for 30 g sucrose og agar udeladt.
Kartoffel-gulerod-agar - M. P. Lechevalier, J. Lab.
and Clinical Med. 71: 934-944, 1968, men der anvendes
kun 30 g kartofler, 2,5 g gulersdder og 20 g agar.

2 % vandverksvand-agar.

Gauze’'s no. 1 mineral-agar - G. F. Gauze et al.,
Problems in the Classification of Antagonistic Actin-
omycetes, English Ed., side 13, 1957.

Gauze'’'s no. 2 organisk-agar - ibid.

Skummetmalk - Difco.

Celluloseudnyttelse - a) H. L. Jensen, Proc. Linn.
Soc. N.S.W. 55: 231-248, 1930. b) M. Levine and H. W.
Schoenlein, A Compilation of Culture Media, medium
no. 2511, 1930.

Udnyttelse af organiske syrer - R. E. Gordon et al.,
Int. J. Syst. Bacteriol. 24: 54-63, 1974.
Syreproduktion udfra carbonhydrater -ibid.

Hydrolyse af hippurat og @sculin - ibid.

Nedbrydning af adenin, hypoxanthin, xanthin og urin-
stof - ibid.

Resistens over for lysozym - ibid.
Carbonhydratudnyttelse - C-2 Medium, H. Nonomura and
Y. Ohara, J. Ferment. Technol. 49: 887-894, 1971.
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31. Temperaturomrdde - ATCC medium 172 i ATCC Culture
Collection Cataloque, 15th ed., side 608, 1982.

eskrivelse af kulturen FD-27684

Gerekstrakt-maltekstrakt-agar: vakst god, lysered til red

(6 1/2ia, 7ia, 6ia), havet, rynket, med hvidt luftmyce-

lium; underside red (7ia); intet opleseligt pigment.

Havremel-agar: vakst moderat, fledefarvet (2ca), let he-
vet, glat eller.  forekommende som isolerede kolonier;
luftmycelium intet til sparsomt, hvidt; underside flede-

farvet (2ca); intet opleseligt pigment.

Uorganiske salte-stivelse-agar: vakst ringe til moderat,

farveles til fledefarvet (2ca), tynd, glat; luftmycelium
intet til sparsomt,.hvidt; underside samme som overflade;

intet opleseligt pigment.

Glycerol-asparagin-agar: vakst ringe til moderat, flede-

farvet (2ca), med 1lyserede til rede prikker (6ea, 6
1/2ga); luftmycelium intet til sparsomt, hvidt; underside
farveles til fledefarvet (2ca), med rede prikker; intet

opleseligt pigment.

Czapek-sucrose-agar: vakst ringe til moderat, fledefarvet
(2ca), med lyserede til rede prikker (Sea, 6 1/2ia);
luftmycelium intet til sparsomt, hvidt; underside far-

velos til fledefarvet (2ca); intet opleseligt pigment.

Glucose-asparagin-agar: vakst moderat til god, lysered
til red (6 1/2ga, 6 1/2na), havet, glat, granular til

rynket; luftmycelium hvidt til blegt lyserpsdt (6ea); un-
derside red (6 1/2ga, 6 1/2ia); opleseligt pigment blegt
gulligt (3ca).
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Gordon og Smith's tyrosin-agar: vakst moderat til god,
lysergd-orange (5ea), moderat havet, rynket; luftmycelium
intet til sparsomt, hvidt; underside samme som overflade;

opleseligt pigment gulligt (21lc).

Calciummalat-agar: vakst spredt, farveles, tynd, glat,
intet luftmycelium; underside farveles; intet opleseligt

pigment.

Casein-agar: vakst moderat til god, lysered-orange til
orange (4ia, 5Sia), moderat havet, rynket, intet luftmyce-
lium; underside gullig til blegt lysered (3ga, 5ea); med
brunt (31lc) opleseligt pigment.

Bennett’s agar: vakst god, red til merkered (6 1/2ne, 6
1/2ng), havet, rynket; luftmycelium hvidt til lyseredt
(6ea); underside red (6 1/2 lc); med brunt (3ne) oplese-

ligt pigment.

Emerson’s agar: vakst god til udmarket, orange (5la,

Sna), havet, rynket, med hvidt luftmycelium; underside

orange (5ic); intet opleseligt pigment.

Nerings-agar: vakst moderat, blegt orange (5ea, 5ga), let
hevet, glat eller forekommende som isolerede kolonier,
intet luftmycelium; underside blegt orange (5ga); intet

opleseligt pigment.

Gelatine-agar: vakst moderat til god, blegt orange (4ga),
moderat havet, glat til rynket; luftmycelium sparsomt,
hvidt; underside blegt orange (4ga); intet opleseligt
pigment.

Stivelse-agar: vakst moderat til god, blegt orange (5ga),

moderat havet, glat til rynket; luftmycelium sparsomt,
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hvidt; underside samme som overflade; intet opleseligt

pigment.

Kartoffel-gulerod-agar: vakst ringe til moderat[ flode-
farvet til blegt lysered (2ca, 4ca), tynd til let havet;

luftmycelium sparsomt, hvidt; underside fledefarvet til

blegt lysered (4ca); intet opleseligt pigment.

Vandvarksvand-agar: vakst ringe, farveles til fledefarvet
(1 1/2ca), tynd, glat; luftmycelium sparsomt, hvidt; un-

derside samme som overflade; intet opleseligt pigment.

Gauze’'s mineralmedium 1l: vakst moderat, lysered til red
(5ca, 6la), med rede prikker (6lc), svagt havet, glat;

luftmycelium intet til sparsomt, hvidt; underside samme

som overside; intet opleseligt pigment.

Gauze's organisk medium_ 2: vakst moderat til god, lyse-

red-orange (5ga), moderat havet, svagt rynket; luftmyce-
lium sparsomt, hvidt; underside samme som overflade; in-

tet opleseligt pigment.

Morfologiske egenskaber: efter 7 ugers inkubation fandtes

ingen sporer pd noget af de anvendte medier. P& kartof-
fel-gulerod-agar blev der imidlertid produceret hyphe
opsvulmninger terminalt, lateralt eller intercalarisk, og
de var enkelte og glatte. De var kugleformede, ovale til
eliptiske, og mdlte 1,2-2,5 um i diameter eller 1,2-2,2 x
0,9-1,8 pum. Lignende strukturer fandtes ogsd8 pd garek-
strakt-maltekstrakt-agar, havremel-agar, vandvarksvand-
agar, gelatine-agar, Czapek-sucrose-agar og Gauze'’s mine-

ralmedium 1.

Biokemiske egenskaber: melanin produceres ikke; hydrogen-
sulfid produceres ikke; gelatine smeltes; stivelse hydro-

lyses ikke; nitrat reduceres til nitrit; svag vakst pé
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Jensen’s cellulosevaske, men ingen vakst p& Levine og
Schoenlein’'s cellulosevaske; ingen nedbrydning p& begge
cellulosevasker; koagulering og peptonisering p& mzlk;
fordojelse af calciummalat negativ; tyrosinfordejelse

positiv; caseinfordeojelse positiv.

Carbonhydratudnyttelse: glucose, rhamnose og sucrose ud-
nyttes; arabinose, fructose, inositol, mannitol, raffino-

se og xylose udnyttes ikke.

De positive prevninger inkluderede: udnyttelse af acetat,
propionat og pyruvat; syreproduktion ud fra glycose,

rhamnose, maltose og trehalose.

De felgende prevninger var negative: nedbrydning af
adenin, xanthin, hypoxanthin og urinstof; hydrolyse af
®sculin og hippurat; resistens over for lysozym; udnyt-
telse af benzoat, citrat, dextrin, lactat, malat, mucat,
oxalat, phenol og succinat; syreproduktion ud fra arabi-
nose, fructose, inositol, mannitol, raffinose, sucrose,
xylose, adonitol, cellobiose, dulcitol, erythritol, ga-
lactose, glycerol, lactose, mannose, melezitose, melibio-
se, o-methyl-D-glucosid, ribose, salicin, sorbitol,

sorbose og stivelse.
Hel-celle-analyse: Hel-celle-hydrolysaterne indeholder

meso-diaminopimelinsyre, galactose, glucose, madurose,

ribose og rhamnose.

Temperaturrelationer:

21 °C 28 °C 37 °C 45 °C
Moderat God Moderat Ingen
vaekst vakst vakst vaekst
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Kulturen FD-27684 er karakteriseret ved den manglende
evne til at producere melanin; det lyserode, lyserod-
orange, orange til rede substratmycelium; og tilstedeva-
relsen af meso-diaminopimelinsyre og madurose som hel-
celle-komponenter. Til trods for en lang inkubationsperi-
ode pd op til 7 uger producerede kulturen ikke sporer,
selv om der blev produceret hyphe opsvulmninger pd nogle

medier. Dette kan tilskrives slagten Actinomadura.

Kulturen FD-27684 lignede Actinomadura roseorufa Huang
ATCC 39697 (se EP offentliggerelsesskrift nr. 169 011) i
de fleste af dyrkningsegenskaberne og nasten alle de
biokemiske egenskaber. P8 gelatine-agar og stivelse-agar
var kolonier af FD-27684 blegt orange snarere end blegt
floedefarvede. P& tyrosin-agar og Emerson’s agar viste de
noget strejf af orange snarere end brunt. Kulturen FD-
27684 koagulerede melk i modsatning til A. roseorufa.
Disse forskelle var mindre betydelige, og derfor anses

kulturen FD-27684 som en ny stamme af A. roseorufa.

Sammenlignet med udgangskulturen FD-27684 producerede mu-
tanten FD-28474 mindre luftmycelium p& garekstrakt-malt-
ekstrakt-agar Bennett’s agar, Gauze'’s organisk medium 2,
gelatine-agar og stivelse-agar. Kolonier af mutanten var
fledefarvede snarere end orange pd Emerson’'s agar og var
blegt lyserede snarere end fledefarvede til blegt lyse-
rede pd kartoffel—gulerod—agar. Mutanten producerede hy-
drogensulfid i modsatning til dens udgangsstamme. Alle de
andre dyrkningsegenskaber og biokemiske egenskaber var
identiske. Sdledes betragtes mutanten FD-28474 som en ny

stamme af Actinomadura roseorufa.

Sammenlignet med kulturen FD-28474, hvorfra den var af-
ledt, delte mutanten FD-28499 nasten alle dennes dyrk-
ningsegenskaber og alle dens biokemiske egenskaber. Mu-
tanten adskilte sig kun fra kulturen FD-28474 ved de
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merkebrune snarere end merkerede kolonier p& garekstrakt-
maltekstrakt-agar og ved tilstedevarelsen af nogle 1ly-
serpde prikker p8 Gauze’'s organisk medium 2. S&ledes be-
tragtes mutanten FD-28499 som en ny stamme af Actino-

madura roseorufa.

FD-28454 blev ikke underkastet taxonomisk undersegelse.
Da den imidlertid var afledt fra en stamme af Actino-
madura roseorufa og ved mutation frembragte en stamme af
Actinomadura roseorufa, betragtes den som en stamme af

Actinomadura roseorufa.

Den antibiotiske forbindelse UK-61689 udviser inhiberende
virkning over for vaksten af et antal Gram-positive mi-
kroorganismer. I tabel I nedenfor er resultaterne af in
vitro prevninger sammenfattet. Til denne prevning podes
hver organisme i en rakke reagensglas indeholdende na-
ringsmedium og varierende koncentrationer af UK-61689 for
at bestemme den minimale koncentration af forbindelsen i
g/ml, som inhiberer vaksten af organismen over et tidsrum

pd 24 timer (MIC).
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Tabel I

Antibakteriel aktivitet

Qrganisme Stamme nr. MI ml
Clostridium perfringens 10A006 50
10A009 12,5
Actinomyces pyogenes 14D002 50
14D008 50
14D011 50
Treponema hyodysenteriae 94A001 3,12
94A002 3,12
942007 1,56
942008 1,56

Effektivitetsdata for UK-61689 og dens salte over for
coccidieinfektioner hos kyllinger blev opndet p& felgende
médde. Grupper pd8 3-5 10 dage gamle, patogenfrie hvide
Leghorn hanekyllihger blev fodret med bledfoderdizt inde-
holdende UK-61689 eller dens natrium- og/eller kaliumsalt
ensartet dispergeret deri. Efter at have varet p& denne
ration i 24 timer blev hver kylling podet per os med oo-
cyster af den bestemte art af Eimeria, som skulle preoves.
Andre grupper pd 3-5 10 dage gamle kyllinger blev fodret
med en lignende bledfoderdizt uden UK-61689 eller dens
salte. De blev ogsd inficeret efter 24 timer og tjente
som inficerede kontroller. Endnu en gruppe pd 3-5 10 dage
gamle kyllinger blev fodret med den samme bledfoderdizt
uden UK-61689 og blev ikke inficeret med coccidier. Disse
tjente som normale kontroller. Resultaterne af behandlin-
gen blev bedemt efter 5 dage i tilfazlde af E. acervulina

og 6 dage for alle andre udfordringer.
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De kriterier, der anvendtes til at mdle anticoccidial ak-
tivitet, bestod af lesionspoint fra 0 til 4 for E. tenel-
la efter J. E. Lynch, "A New Method for the Primary Eva-
luation of Anticoccidial Activity," Am. J. Vet. Res., 22,
324-326, 1961; og fra 0 til 3 for de andre arter baseret
pd& en modifikation af det pointsystem, som er udformet af
J. Johnson and W. H. Reid, "Anticoccidial Drugs. Lesion
Scoring Techniques in Battery and Floor Pen Experiments
in Chicks," Exp. Parasit., 28, 30-36, 1970. Et konstant
forhold blev etableret ved at dividere lasionsbedommelsen
for hver behandlet gruppe med lasionsbedemmelsen for den

inficerede kontrol.

UK-61689 og dens kationiske salte udviser udmarket akti-
vitet over for coccidieinfektioner hos fjerkra. N&r de
inkorporeres i kyllingers kost i niveauer pd8 15-120 ppm,
er disse forbindelser effektive til bekampelse af infek-
tioner, som skyldes Eimeria tenella, E. acervulina, E.

maxima, E. brunetti og E. necatrix.

Til anvendelse ved behandling af coccidiosis hos fjerkrea
indgives forbindelsen ifslge opfindelsen oralt i en egnet
barer. Hensigtsmassigt udferes lagemiddeltilferslen sim-
pelthen i drikkevandet eller i fjerkrafoderet, sdledes at
en terapeutisk dosering af midlet indtages med den da-
glige vand- eller foderration. Midlet kan udmdles direkte
i drikkevand, fortrinsvis i form af et flydende, vand-
opleseligt koncentrat (sdsom en vandig oplesning af et
vandopleseligt salt) eller sattes direkte til foderet som
s@dan eller i form af en prazmix eller et koncentrat. En
pramix eller et koncentrat af et terapeutisk middel i en
bzrer anvendes almindeligvis til inklusionen af midlet i
foderet. Egnede bazrere er flydende eller faste efter ons-
ke, sdsom vand, forskellige mel, f.eks. sojabenneoliemel,
herfreoliemel, majskolbemel og mineralblandinger som dem,

der almindeligvis anvendes i fjerkrafodere. En s&rlig ef-
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fektiv barer er fjerkrazfoderet selv; dvs. en lille por-
tion fjerkrafoder. Endvidere kan myceliet anvendes som
bzreren. Bareren letter ensartet fordeling af de aktive
materialer i det ferdige foder, med hvilket premixen
blandes. Dette er vigtigt, fordi der kun kraves sm8 mang-
deforhold af de omhandlede kraftige midler. Det er vig-
tigt, at forbindelserne blandes grundigt i prazmixen og
derefter i foderet. I denne henseende kan midlet disper-
geres eller opleses i et egnet olieagtigt medium, sésom
sojabgnneolie, majsolie, bomuldsfreolie og lignende, el-
ler i et flygtigt organisk oplesningsmiddel og derpd
blandes med bareren. Det vil indses, at mangdeforholdene
af aktivt materiale i koncentratet kan undergd bred va-
riation, eftersom mangden af midlet i det fardige foder
kan indstilles ved blanding af den passende mangde pramix
med foderet til opndelse af et ensket niveau af terapeu-

tisk middel.

Koncentrater af heoj styrke kan af foderproducenten blan-
des med proteinholdige barere, sdsom sojabsnneoliemel og
andre mel, som beskrevet ovenfor til dannelse af koncen-
trerede supplementer, som er egnede til direkte fodering
af fjerkra. I sddanne tilfazlde f&r fjerkrzet lov at ind-
tage den sadvanlige kost. Alternativt kan s&danne koncen-
trerede supplementer sattes direkte til fjerkrafoderet
til dannelse af et naringsmessigt afbalanceret fardigt
foder indeholdende et terapeutisk effektivt niveau af den
ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen fremstillede for-
bindelse. Blandingerne blandes grundigt ved standardpro-
cedurer, sdsom i en dobbeltskdlsblander, for at sikre ho-

mogenitet.

Det vil selvfelgelig vare klart for fagmanden, at anven-
delsesniveauerne af den her beskrevne forbindelse vil
variere under forskellige omstzndigheder. Kontinuert la-
gemiddeltilforsel p& lavt niveau under vakstperioden,
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dvs. under de ferste 6-12 uger for kyllinger, er en ef-
fektiv profylaktisk foranstaltning. Ved behandlingen af
allerede eksisterende infektioner kan hejere niveauer
vere nedvendige for at overvinde infektionen. Anvendel-
sesniveauet i foder vil almindeligvis vare i omrddet 15-
120 ppm. N&r midlet indgives i drikkevand, vil niveauet
vere det, som vil tilvejebringe den samme daglige dosis
af lagemidlet, dvs. 15-120 ppm, udregnet pd grundlag af
vegtforholdet mellem det gennemsnitlige daglige foderfor-

brug og den gennemsnitlige daglige vandindtagelse.

Fremgangsmdden ifelge opfindelsen belyses nzrmere ved de

felgende eksempler.

Eksempel 1

A. Fremstilling af inoculum

Der fremstilledes et sterilt vandigt medium med den feol-

gende sammens&tning:

Ingredienser g/l
Cerelose 10,0
Majsstivelse 5,0
Majsstebevand 5,0
"NZ Amine YTT"* 5,0
Cobaltchlorid 0,002

* (Handelsnavn for enzymatisk nedbrydning af casein, Humko
Sheffield Chemical Co. Inc.).

Efter at pH-verdien var indstillet til 7,0, blev mediet
(800 ml) fyldt i 2800 ml Fernbach-kolber, tilproppet med
vat, forsynet med papirhztte og steriliseret ved auto-
klavering i 60 minutter ved 121 °C (103 kPa). Efter

afkeling blev mediet podet med en vegetativ cellesuspen-
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sion fra en skrdkultur af FD-28454 (ATCC 53674). Kolberne
blev rystet ved 28 °C pd en rotationsryster med en for-

skydning pd 3,8-6,4 cm og 150-200 slag/min i 6 dage.

B. Gering og isolering af UK-61689

En Fernbach-kolbe indeholdende 800 ml af den dyrkede kul-
tur blev anvendt til at pode en 14 liters garingsbeholder
indeholdende 8 liter sterilt medium med den felgende sam-
mensatning, hvortil der var sat 4 ml silicone-antiskumme-
middel:

Ingredienser —a/l
Cerelose 45,0
Sojamel 10,0
Majsstebevand 15,0
Blodmel ' 5,0
Majsmel 5,0
MnSO4 .H30 0,1
MgS04 .7H)0 0,1
COCl3.6H0 0,002
Calciumcarbonat 3,0

PH indstillet til 6,9-7,0

Geringen blev udfert ved 30 °C under omrering med 500
omdr./min og beluftning med 0,75 volumen luft pr. volumen
veske pr. min, indtil der var produceret vasentlig aktiv-
itet. UK-61689/UK-58852 i vasken og udvindingsstremmene
blev visualiseret ved anvendelse af silicagel-tyndtlags-
kromatografi-plader udviklet med et system best8ende af
9:1 chloroform/methanol. Pladerne blev sprojtet med va-
nillinreagens (6 g vanillin i 100 ml ethanol og 3 % kon-
centreret H3S04) og opvarmet til 100 °C i S minutter. UK-
61689 viser sig som en redlig bld plet. Alternativt blev
pladen overhazldt med agar podet med B. subtilis, hvortil
der var sat 0,4 ml af 5 % oplesning af 2,3,5-triphenyl-
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2H-tetrazoliumchlorid, og inkuberet ved 37 °C i 16 timer
for at visualisere antbiotikummet som et farvelest omrdde

mod en red baggrund.

Hele vasken blev derpd extraheret med methylisobutylke-
ton, og oplesningsmidlet blev afdampet til opndelse af
14,4 g remanens. Dette materiale blev kromatograferet pé&
en 6 x 100 cm kolonne pakket med silicagel G (partikel-
sterrelse svarende til maskevidde 63-212 um, Woelm) i
ethylacetat. Kolonnen blev udviklet med ethylacetat med
en stromningshastighed pd& ca. 20 ml/min. Der blev taget

fraktioner p& hver 10 ml.

Fraktionerne blev undersegt ved tyndtlagskromatografi pa
"Analtech silica gel GF" plader udviklet med 9:1 chloro-
form/methanol og visualiseret ved sprejtning med vanil-

linreagens og opvarmning.

Fraktionerne indeholdende UK-61689 blev kombineret (to-
talvolumen omkring 200 ml) og omrert med ca. 2 g "Darco
G60" i 15 minutter. Efter fjernelse af kullet ved filtre-
ring blev filtratet (ethylacetat) vasket med 5 % diba-
sisk-natriumphosphatpuffer indstillet til pH 10,0 med 1 N
NaOH-oplesning. Efter adskillelse blev ethylacetatlaget
torret over vandfrit natriumsulfat og derpd inddampet un-
der vakuum. Den viskese olie, som blev tilbage efter ind-
dampningen, blev oplest i et lille volumen heptan, hvorpa
der skete krystallisation. Krystallerne blev opsamlet ved
filtrering og torret under vakuum, hvilket gav 1,4 g UK-
61689 som natriumsaltet; smp. 167 °C; 13c_NMR (CDCl3) i
ppm:

179,16, 107,54, 103,21, 97,80, 97,01, 87,02, 84,65,
84,28, 82,39, 82,10, 80,92, 80,28, 79,96, 77,62, 77,11,
76,60, 74,91, 74,65, 73,15, 170,19, 67,74, 66,94, 59,07,
56,84, 45,49, 39,92, 39,00, 36,55, 33,88, 33,79, 33,63,
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33,51, 33,21, 32,51, 32,33, 30,63, 27,64, 26,98, 26,91,
26,16, 23,25, 18,43, 17,53, 17,00, 12,13, 11,05, 10,47.

Fraktionerne indeholdende UK-58852 blev kombineret, be-
handlet med ca. 2 g "Darco G60" som ovenfor og derpd kon-
centreret. Remanensen blev suspenderet i hexan og batch-
behandlet med silicagel pd en filtertragt. Absorberings-
midlet blev vasket med hexan og derpd elueret med chloro-
form og ethylacetat. Ethylacetatfraktionen blev koncen-
treret, remanensen rekromatograferet p& silicagel, og
produktet krystalliseret fra heptan, hvilket gav UK-58852

som et hvidt fast stof.
sem 2

Proceduren fra eksempel 1 blev fulgt, men under anven-
delse af FD-28499 \(ATCC 53664) i stedet for FD-28454
(ATCC 53674). HPLC af methylisobutylketonekstrakten af
hele vasken gav UK-61689 i det vasentlige fri for (< 1 %)
UK-58852. Dens TLC-opfersel var identisk med den, der er
rapporteret i eksempel 1 for UK-61689.

Syreformen af UK-61689 fremstilles ved omrering af en
chloroformoplesning af natriumsaltet med et lige s& stort
volumen vand og s@nkning af pH-vardien til 3,0 med phos-
phorsyre. Derpd adskilles faserne, og chloroformet afdam-
pes under vakuum, hvilket giver UK-61689 som den frie

syre.

Eksempel 3

FD-28474 (ATCC 53665) blev garet ifelge proceduren fra
eksempel 1, undtagen at gezringsmediet ikke indeholdt
majsstebevand eller blodmel. De hele vasker fra fire s&-
danne forgzringer blev kombineret og filtreret. Filtratet

og myceliet blev hver for sig extraheret med methyl-
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isobutylketon (3 x 200 ml). Ekstrakterne blev kombineret
og koncentreret under reduceret tryk til en olie (18,5
g). Olien blev optaget i acetone (200 ml), og oplesningen

delt i to lige store volumener (I og II).

pH-verdien af volumen I blev indstillet til 12 ved til-
setning af vandig natriumhydroxidoplesning (20 %). Den
alkaliske oplesning blev derpd filtreret og koncentreret
til en olie under reduceret tryk. Der sattes acetone (10
ml), heptan (79 ml) og vand (39 ml) til olien, hvilket
gav merkebrune krystaller. Genopslamning af krystallerne
i heptan gav lysebrune krystaller (2 g) omfattende 75 %
UK-61689 og 5 % UK-58852 ved HPLC-preovning.

Volumen II blev koncentreret til en olie under reduceret
tryk, og olien oplest i ethylacetat (100 ml). Den blev
derpd8 underkastet kolonnekromatografi over silicagel (500
g) under anvendelse af ethylacetat som elueringsmiddel.
De UK-61689-rige fraktioner blev kombineret og koncentre-
ret til en olie. Olien blev optaget i acetone (10
ml)/heptan (110 ml), og de resulterende krystaller af UK-
61689 blev frafiltreret og terret. (1,2 g). UK-58852 blev

ikke udvundet.
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PATENTKRAV:

1.
616

k e
ATC
dig
car
obe

V&s

2.

Fremgangsmdde til fremstilling af forbindelsen UK-

89 med formlen (I)

ndetegnet ved, at Actinomadura roseorufa
C 53665, ATCC 53674 eller ATCC 53664 gzres i et van-

t neringsmedium indeholdende assimilerbare kilder til
bon, nitrogen og uorganiske salte under submerse aer-
geringsbetingelser, indtil der er akkumuleret en

entlig me&ngde af forbindelsen i helvasken.

Fremgangsmdde ifelge krav 1, kendetegnet

ved, at forbindelsen udvindes.

3.

ved

Fremgangsmdde ifelge krav 2, kendetegnet

 at forbindelsen med formlen (I) udvindes fra ga-

ringsvaesken i forbindelse med mycelium.

4.

Fremgangsmdde ifplge krav 2, kendetegnet

ved, at der dyrkes Actinomadura roseorufa ATCC 53665 el-

ler

5.

ATCC 53674.

Fremgangsmdde ifelge krav 2, kendete gnet

ved, at der dyrkes Actinomadura roseorufa ATCC 53664.

6.

Actinomadura ATCC 53665 eller ATCC 53674.
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7. Actinomadura roseorufa ATCC 53664.

8. Actinomadura roseorufa, ke ndetegnet ved
dens evne til at producere UK-61689 som defineret i krav

1 i det vesentlige fri for UK-58852 med formlen:

CH o4y z

COOH

cu3 H
(11)

ved dyrkning i et vandigt naringsmedium indeholdende as-
similerbare kilder til carbon, nitrogen og uorganiske

salte under submerse aerobe gazringsbetingelser.

9. Anticoccidialt preparat, kende t egnet ved,
at det omfatter UK-61689 i forbindelse med mycelium frem-

stillet ved en fremgangsmdde ifelge krav 1.

10. Hidtil ukendt stamme tilherende slagten Actinomadura,
kendetegnet ved, at den er opndet ved mutering
af Actinomadura roseorufa ATCC 53666 og, ndr den gares i
et vandigt neringsmedium omfattende en tilgangelig kilde
til carbon, nitrogen og uorganiske salte under aerobe be-

tingelser, producerer UK-61689 som defineret i krav 1.

11. Hidtil ukendt stamme tilherende slagten Actinomadura,
kendetegnet ved, at den er opndet ved mutering
af Actinomadura foseorufa ATCC 53665 og, ndr den gzres i
et vandigt naringsmedium omfattende en tilgzngelig kilde

til carbon, nitrogen og uorganiske salte under aerobe
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betingelser, producerer UK-61689 i det vasentlige fri for
UK-58852, idet UK-61689 og UK-58852 er som defineret i
krav 1 og 8.
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