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delser og mikroorganismestamme til anvendelse ved udovelse af fremgangsmaden, forbindelserne til an-
vendelse som veterinzrprodukter og ved bekzempelse af coccidiosis hos fjerkra, fremgangmade til for-
ogelse af foderudnyttelseseffektiviteten hos drevtyggende dyr og fremme af vaeksten af monogastriske
dyr samt dyrefoderblandinger indeholdende forbindelserne

(56) Fremdragne publikationer hvori R er hydrogen eller -CONHR; og R; er alkyl, aryl,
alkylaryl, arylalkyl, halogenaryl, nitroaryl, halogen-
arylalbyl, atkoxyaryl, aryloxyaryl, arylcycloalkyl.
acylaryl elier cycioalkyl,, er nyttige midler til at
foroge foderudnyttelsen hos dyr. Forbindelsernc {I) er

i ogsd nyttige antibakterielle og anticoccidiale midler,

(67) Sammendrag: enten alene eller i synergistiske blandinger med nicar-

4574-85 bazin, 4,4 -diaitrocarbanilid, vicse naphthalenamin. oo
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Denne opfindelse angdr et hidtil ukendt polyether-anti-
biotikum benzvnt A80190 og farmaceutisk acceptable salte
deraf med baser, en fremgangsmdde til fremstilling af
disse forbindelser og en hidtil ukendt mikroorganisme-
stamme til anvendelse ved udgvelse af fremgangsmaden. Op-
findelsen angar endvidere forbindelserne til anvendelse
som veterinazrprodukter og ved bekazmpelse af coccidiosis
hos fjerkra, fremgangsmdder til forggelse af foderudnyt-
telseseffektiviteten hos dr¢vtyggénde dyr og til fremme
af vaksten af monogastriske dyr samt dyrefoderblandinger

indeholdende forbindelserne.

Westley (John W. Westley, "Polyether Antibiotics: Natu-
rally Occurring Aid Ionophores, Vol. 1, Chemistry"”, Mar-
cel Dekker: New York, 1983) har opdelt eksisterende poly-
ethere efter klasse og type. Hvis man anvender Westley's
system, er A80190 et nyt medlem af klasse 1lb, type (1),
hg¢rende til gruppen af polyethere, eftersom forbindelsen
indeholder et spiroketal-system. Andre medlemmer af denne
gruppe omfatter A28695 A og B (US patentskrift nr. 3 839
558), A204I og II (US patentskrift nr. 3 705 238) og A-
32887 (US patentskrift nr. 4 133 876).

Den omhandlede forbindelse, A80190, har den nedenfor vis-

te struktur:

Z I<Me (1)
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Karakteristika af A80190

Antibiotiket A80190 er blevet tildelt den ovenfor viste
struktur (1) pa basis af reontgenkrystallografiske under-
spgelser. A80190 har (i sin frie syreform) f¢lgende ka-

rakteristika:
Tilstandsform: Hvide krystaller (fra acetone-vand)

Smp.: 98 - 100 °C eller 120 - 122 °C (mere hyp-
pigt); varieres sandsynligvis med grader af solva-

tisering;

pKa = 6,2 (66 % vandigt dimethylformamid)[«]%°D =
-26° (c 1, CHClg)

Molekylvagt: 828 (massespektrometri med feltdesorp-

tion)
Empirisk formel: C44H76014
UV: ingen absorbans

IR: (CHC13) figur 1; viser absorption ved fglgende
frekvenser (cm™Y): 3019, 2970, 2936, 2827, 1721,
1457, 1402, 1376, 1314, 1163, 1105, 1092, 1083,
1056, 1022, 1006, 989, 980, 945, 934, 917, 982 og
859 ’
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Grundstofanalyse:
Fundet Beregnet
Carbon 63,35 63,77
Hydrogen . 9,17 9,18
Oxygen 27,10 27,05

Oplgselighed: Uopl¢seligt i vand; oplgseligt i la-
vere alkoholer sasom methanol, keton-
er sdsom acetone, estere sasom ethyl-
acetat, halogenerede carbonhydrider
sdsom chloroform og carbonhydrider
sadsom diethylether, benzen, toluen og

varm hexan.

A80190 indeholder en syrefunktion, som er i stand til at
danne salte med baser. A80190 samt de farmaceutisk accep-
table salte af A80190 er nyttige som antibiotika, som
coccidiostater og som midler, der forgger effektiviteten

af foderudnyttelsen hos dyr.

A80190 og dettes salte (i det fplgende "A80190-forbindel-
serne") er nyttige som antibakterielle og anticoccidiale
midler. De forgger effektiviteten af foderudnyttelsen hos
dr¢vtyggere, og de virker som vakstfremmende midler hos
monogastriske dyr. Desuden udviser de insekticide, herbi-
cide og antivirale virkninger. De er endvidere nyttige

som ionophorer.

Opfindelsen angdr endvidere synergistiske tilskudsmidler
til fjerkrafoder, som bestdr af A80190, eller farmaceu-
tisk acceptable salte deraf, sammen med en forbindelse
valgt blandt nicarbazin og 4,4'-dinitrocarbanilid. Disse
tilskudsmidler er nyttige til at kontrollere coccidiosis

hos dyr.
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Saltene af A80190 er nyttige til at fraseparere og rense
antibiotiket. De farmaceutisk acceptable salte er sarligt
nyttige. S&danne salte udviser ringe eller slet iﬁgen to-
xicitet over for varmblodede dyr. Som eksempler pa salte
af A80190 kan nzvnes alkalimetal-, jordalkalimetal- og

amin-salte.

Reprasentative og egnede alkalimetal- og jordalkalimetal-

salte af A80190 omfatter natrium-, kalium-, lithium-, ce-

sium-, rubidium-, barium-, calcium- og magnesiumsalte.
Som eksempler p& egnede amin-salte af A80190 kan anf¢res
ammoniumsaltet samt de prim@re, sekundere og tertizre

Cl—C4-a1kylammonium- og hydroxy—cz-C4-alky1ammoniumsalte.
Eksempler pd illustrative amin-salte omfatter salte dan-
net ved omsatning af A80190 med ammoniumhydroxid, methyl-
amin, sec-butylamin, isopropylamin, diethylamin, diiso-
propylamin, ethanolamin, triethylamin og 3-amino-l-propa-

nol.

Det er velkendt inden for det veterinarfarmaceutiske om-
rade, at selve formen af et antibiotikum som regel ikke
er af storre betydning, ndr man behandler et dyr med an-
tibiotiket. I de fleste tilfalde vil de tilstande, der
hersker i dyrets organisme, @ndre medikamentet til en an-
den form end den form, hvorunder det blev indgivet. Den
saltform, i hvilken medikamentet indgives, har derfor
ikke stg¢rre betydning. Imidlertid kan man velge saltfor-
men udfra hensyn til ¢konomi, bekvemmelighed og mangel pa

toxicitet.

Antibiotiket A80190 kan fremstilles ved dyrkning af en
A80190-producerende stamme af Actinomadura oligospora un-
der submerse aerobe dyrkningsbetingelser i et egnet medi-
um, indtil der er opndet en vasentlig antibiotisk aktivi-
tet. Antibiotiket kan udvindes ved forskellige isola-
tions- og rensningsprocedurer, der vil vare velkendte for

fagmanden.
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En ny Actinomadura oligospora-mikroorganisme som produce-
rer antibiotiket A80190, blev isoleret fra en jordpr¢ve
fra Indien. Derefter blev en vasentligt forbedret vari-
ant, som fgrer til en forgget produktion af A80190, iso-

leret af LaVerne D. Boeck.

Kulturer af disse to A80190-producerende organismer er
blevet deponeret i overensstemmelse med Budapesttraktaten
i samlingen af stamkulturer hos the Northern Regional Re-
search Center, Agricultural Research, North Central Regi-
on, 1815 North University Street, Peoria, Illinois,
61604, hvorfra de er tilgzngelige for offentligheden un-
der deponeringsnumrene NRRL 15877 (foraldre-stammen) og

NRRL 15878 (variant-stammen).

Taxonomiske undersggelser af varianten er blevet foreta-
get af Frederick P. Mertz hos the Lilly Research Labora-
tories. P& basis af disse undersggelser er de to nye or-
ganismer blevet klassificeret som medlemmer af en ny art
af slagten Actinomadura, for hvilken man- har foreslédet
navnet Actinomadura oligospora sp. nov. Denne klassifika-
tion er baseret pad direkte laboratorie-sammenligninger
med tilsvarende arter og gennemgang af publicerede be-
skrivelser [M. Goodfellow og G. Alderson, "Numerical Ta-
xonomy of Actinomadura and Related Actinomycetes", J.
Gen. Microbiol. 112:95-111 (1970); M. Goodfellow og K. P.
Schaal, "Identification Methods for Nocardia, Actinomadu-
ra og Rhodococcus", p. 261 - 276 i F. A. Skinner og D. W.
Lovelock (ed.), "Identification Methods for Microbiolo-
gists", 2nd ed., The Society for Applied Microbiology
Technical Series No. 14, Aademic Press, New York, 1979;
L. H. Huang, "Actinomadura macra sp. nov., the Producer
of Antibiotics P-47, 433 and CP-47,434". Int. J. Syst.
Bacteriol. 30:565-568 (1080), og H. A. Lechevalier og M.
P. Lehevalier, "A Critical Evaluation of the Genera of
Aerobic Atinomycetes", p. 393-405 i H. Prauser (ed.),
"The Actinomyetales", Gustav Fischer Verlag, Jena].
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anvendte metoder

De metoder, der anbefales af det internationale Strepto-
myces-projekt (ISP) til karakterisering af Streptomyces-
arter [E. B. Shirling og D. Gottlieb, "Methods for Cha-
racterization of Streptomyces Species", Int. J. Syst.
Bacteriol. l§:3l3—340 (1966)], er blevet fulgt sammen med
visse supplerende fors¢g (D. J. Blazevic og G. M. Ederer,
"principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbio-
logy", John Wiley and Sons, Inc., New York, 1975).

Carbon-udnyttelsen blev bestemt med ISP nr. 9 basal-medi-
um, hvortil der var sat filter-steriliserede carbon-kil-
der til en endelig koncentration pad 1,0 %. Pladerne blev
inkuberet ved 30 °C og aflast efter 14 dages forlgb.

Produktionen af melanoid-pigment (chromogeniciteten) blev
bestemt med ISP nr. 1 (trypton-garekstrakt-vaske), ISP
nr. 6 (pepton—garekstrakt-jern—agar), ISP nr. 7 (tyrosin-
agar) og modificeret ISP nr. 7, hvorfra tyrosinet var

fjernet.

Stivelseshydrolysen blev bestemt ved at teste for tilste-
devarelsen af stivelse ved hjelp af iod pd ISP nr. 4
(agar af uorganiske salte og stivelse) plader (se Blaze-

vic og Ederer, supra).

Morphologien blev unders¢gt ved anvendelse af et optisk
lysmikroskop. Et skanderende elektronmikroskop (SEM) blev
benyttet til at studere sporeoverflade-ornamentikken.

NaCl-tolerancen blev malt ved at satte NaCl til ISP nr. 2
agar til den ¢nskede koncentration.

ICSS-NBS Centroid Color Charts, standardprg¢ve nr. 2106
(National Bureau of Standards, 1958, U.S. Department of
Commerce, Washington, D.C.) og the Color Harmony Manual
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(4th ed., Container Corporation of America Chicago, I11i-
nois, 1958) blev benyttet til tildeling af farvenavne.

Isomererne af diaminopimelinsyre (DAP) og carbonhydrater-
ne i hydrolysater af hele celler blev etableret ved de
chromatografiske metoder beskrevet af Becker et al., [B.
Becker, M. P. Lechevalier, R. E. Gordon og H. A. Lecheva-
lier, "Rapid Differentiation between Nocardia and Strep-
tomyces by Paper Chromatography of Whole-cell Hydrolysa-
tes", Appl. Microbiol. 12:421-423 (1964)] og af Lecheva-
lier [M. P. Lechevalier, "Identification of Aerobic Acti-
nomycetes of Clinical Importance"”, J. Lab. Clin. Med.
71:934-944 (1968)].

Resistensen over for lysozymer blev malt ved metoder an-
befalet af Gordon [R. E. Gordon og D. A. Barnett, "Resi-
stance to Rifampin and Lysozyme of Strains of Some Speci-
es of Mycobacterium and Nocardia as a Taxonomic Tool",
Int. J. Syst. Bacteriol. 27, 176-178 (1971)].

Resistensen over for antibiotika blev malt ved anbringel-
se af skiver med antibiotisk sensitivitet pd overfladerne

af podede ISP nr. 2 agarplader.

Phosphatase og urease blev bestemt ved metoderne beskre-

vet af Blazevic, supra.

De mycoliske syrer blev bestemt ved en metode baseret pa
teknikker beskrevet af Minnikin [D. E. Minnikin, L. Al-
shamaony og M. Goodfellow, "Differentiation of Mycobacte-
rium, Nocardia, and Related Taxa by Thin-Layer Chromato-
graphic Analysis of Whole—organism' Methanolysates", J.
Gen. Microbiol. 88:200-204 (1975)].

Phosphorlipid-analysen blev gennemfgrt som beskrevet af
Lechevalier [M. P. Lechevalier, C. De Bievre og H. Leche-
valier, "Chemotaxonomy of Aerobic Actinomycetes: Phospho-
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lipid Composition", Biochemical Systematics and Ecology
5, 249-260 (1977)].

Kultur-karakteristika

vezksten af organismen var generelt ringe p& kemisk defi-
nerede medier, med bedre pa komplicerede organiske medi-
er. Der var fraver af luftmycelier med undtagelse af
spormengder pa& ISP nr. 4 og natriumbutyrat-agar. Nar der
var sporer til stede, havde disse en ¢sters-hvid farve i
Tresner og Backus-systemet [H. D. Tresner og E. J. Back-
hus, "System of Color Wheels for Streptomycete Taxonomy",
Appl. Mikrobiol. 11:335-338 (1956)]1. Farven af bagsiden
var gragul til brun. Der produceredes ikke nogen oplgse-
lige pigmenter bortset fra et meget lyst bruht oplegseligt
pigment i ISP nr. 2 og et moprkebrunt oplgseligt pigment i
gerdextrose-agar. Den efterfgplgende tabel 1 viser disse
kultur-karakteristika; hvor der til sammenligning er an-
fort de tilsvarende karakteristika for den kendte stamme

Actinomadura macra.
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Morphologiske karakteristika

Der var en sparsom produktion af sporekader pa ISP nr. 4
og natriumbutyrat-agar. Sporophorerne indeholdt omkring
10 sporer pr. kede, og de var generelt snoede som i Rec-
tus-flexibilis (RF) konfiguration. Imidlertid kunne der
ogsd observeres krogformede sporophorer. Lufthyferne hav-
de en tendens til at klumpe sig sammen. Sporeformen var
aflang, og st¢rrelsen varierede fra 0,5 til 0,7 um pad den
ene led og fra 0,9 til 1,3 um pd den anden led. Den
gennemsnitlige sporest¢rrelse var 1,1 x 0,6 um. Spore-

overflade-ornamentikken var glat.

Fysiologiske karakteristika

I den efterfplgende tabel II er angivet carbonhydrat-ud-
nyttelsesmgnsteret for stammen i sammenligning med m¢n-
steret for A. macra. ISP-medium nr. 9 blev benyttet som
basal-medium. Ved at tilsztte vitamin B1 eller ved at an-
vende Luedemann's medium [G. M. Luedemann og B. Brodsky,
"Micromonospora carbonacea sp. n., an Everinomicin-
producin Organism", Antimicrob. Agents Chemother. 1964,
47-52] opndede man en svagt forbedret vakst, men ingen
#ndringer i carbon-udnyttelsen. Adonitol, cellobiose,

glucose og ribose blev udnyttet. En tvivlsom udnyttelse

blev bemazrket med fructose og xylose. Arabinose, cellu-
lose, dextran, galactose, i-inositol, inulin, lactose,
mannitol, mannose, melizitose, milibiose, raffinose,
rhamnose, salicin, saccharose, trehalose og xylitol blev
ikke udnyttet til vakst.
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TABEL II

Carbon-udnyttelsesmgnster for NRRL 15878 og A. macra®

Carbon-kilde

NRRL 15878 A.

macra

kontrol
adonitol
L-arabinose
Cellobiose
cellulose
dextran
D-fructose
D-galactose
D-glucose
i-inositol
inulin
D-lactose
mannitol
D-mannose
D-melezitose
D-melibiose
raffinose
L-rhamnose
ribose
salicin
saccharose
trehalose
xylitol
D-xylose

a+ = udnyttet,

- = ikke udnyttet

+ = tvivlsom udnyttelse, ND = ikke bestemt.

ND
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I den nedenstdende tabel III er angivet stammens resi-
stens over for forskellige antibiotika ved de angivne

koncentrationer, og der er sammenlignet med resistensen

10

15

20

25

30

35

af A. macra.

Resistens over for antibiotika hos NRRL 15878 og A.

TABEL III

macra®

Anti- Koncentra- NRRL 15878 A.
biotikum tion

Bacitracin 10 enheder +
Cephalothin 30 ug

Gentamicin 10 ug -
Lincomycin 2 ug +
Neomycin 30 ng -
Oleandomycin 15 ug -
Penicillin G 10 enheder
Rifampin 5 ug +
Streptomycin 10 ug -
Tetracyclin 30 ug -
Tobramycin 10 ug -
Vancomycin 30.ug -
a

+
]

sensitiv (inhiberingszbner)

resistens (ingen inhiberingszoner)
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NRRL 15878 voksede ved temperaturer fra 15 til 42 °C og
tolererede op til 2 % NaCl. Organismen producerede kata-

lase, phosphatase og urease.

NRRL 15878 virkede nedbrydende pa casein, DNA, esulin og
gelatine, men ikke pd adenin, calciummalat, chitin, ela-
stin, guanin, hippurat, hypoxanthin, keratin, stivelse,

testosteroon, tyrosin og xanthin.

Cellevag-analyse

De hydrolyserede hele celler indeholdt meso-isomeren af
diaminopimelinsyre. De sukkerarter, som var til stede i
hydrolysaterne af hele celler, var 7f¢lgende: glucose,
mannose, madurose og ribose. Typen af celleveg ifglge
Becker, supra, er type III, og sukkermgnsteret er af type
B (Lecheevalier, 1968). En kvalitatiiv analyse af me-
thanolysater af hele celler for mycoliske syrer gav
tvivlsomme resultater. Det er sadledes tvivlsomt, hvorvidt
kulturen indeholder mycoliske syrer. Man fandt et
phosphorlipid-mgnster af typen PI. Type PI indeholder
ikke nogen nitrogenholdige phosphorlipider, og denne type

er karakteristisk for slagten Actinomadura (Lechevalier,

1977).

Identitet af stammen

NRRL 15878 har en celleveg af type I1I, et sukkermgnster
for de hele celler af type B og et phorphorlipid-m¢nster
af type PI. Denne chemotaxonomiske information samt de
generelle kultur-karakteristika er i overénsstemmelse
med, at stammen er tilskrevet slazgten Actinomadura Leche-

valier og Lechevalier (Lechevalier, 1970).

En sammenligning af disse karakteristika med de karakte-
ristika, som er angivvet i publicerede beskrivelser af

kendte arter af Actinomadura, viser, at kulturen minder
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om A. pelletieri (Laveran 1906) Lechevalier og Lecheva-

lier, 1070, og til A. macra (Huang, 1080).

Kulturen minder f¢rst og fremmest om Actinomadura pelle-
tieri ved fravaeret, eller i det mindste den sjaldne fore-
komst, af luftmycelier. Na&r der produceres sporophorer,
har disse en morphologi, der svarer til den i litteratu-
ren beskrevne morphologi (Goodfellow, 1979). De to kultu-
rer besidder ogsd en razkke falles fysiologiske Kkarak-
teristika. Forskellene i Kkultur-egenskaber og de fysio-
logiske forskelle er imidlertid tilstrakkelige til at
skelne de to kulturer som adskilte arter.

Ifplge Lechevalier (1970) reprazsenteres A. pelletieri
udelukkende af en gruppe af kliniske isolater. Oprindelig
beskrivelse af A. pelletieri, som blev givet af Gordon
[R. E. Gordon, "Some Criteria for the Recognition of
Nocardia madurae (Vincent) Blanchard", J. Gen. Microbiol
45:355-364 (1966)] beskriver organismen som varende en
klar r¢d kultur. NRRL 15878 producerer derimod ikke dette
pigment. A. pelletieri nedbryder elastin, hypoxanthin,
keratin og tyrosin, udnytter trehalose, reducerer nitrat
og vokser ved 45 °C, men NRRL 15878 har ikke disse
karakteristika. NRRL 15878 udnytter adonitol og cello-
biose, nedbryder esculin og DNA og er resistent over for
lysozymer, hvorimod A. pelletieri ikke har disse karak-
teristika. Den nye kultur mé& derfor opfattes som varende

en anden art end A. pelletieri.

P4 grund af kulturens lighed med A. macra foretog man
samtidige laboratoriesammenligninger. NRRL 15878 og A.
macra har mange fazlles egenskaber. De er begge ude af
stand til at nedbryde adenin, calciummalat, chitin, ela-
stin, guanin, keratin, stivelse, testosteron, tyrosin og
xanthin. Ingen af organismerne frembringer HZS eller me-
lanoid-pigmenter. Begge kulturer nedbryder casein, DNA og
gelatine, de producerer catalase og phosphatase, og de
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syntetiserer et polyether-antibiotikum. De har samme
tolerance over for NaCl, og de vokser begge pa natriumbu-
tyrat, ligesom de har den samme type cellevag. A. macra
og NRRL 15878 afviger fra hinanden hvad angar carbon-
udnyttelsesmgnsteret, nedbrydning af esculin og hy-
poxanthin, resistens over for antibiotika, temperaturom-

rade, urease-produktion og reduktion af nitrat.

A. macra og NRRL 15878 har mangé kultur-karakteristika
folles. I sardeleshed fravaret af luftmycelier. Der er
imidlertid ogs& signifikante forskelle. Bagsidefarven af
NRRL 15878 er grd til gulbrun, mens A. macra pa mange
medier frembringer en r¢d farve. Denne forskel ses kla-
rest p& glucose-asparagin-agar. P& dette medium frem-
bringer A. macra en pink luftig vakst, hvilket ikke er
tilfzldet for NRRL 15878. Disse sammenligninger er vist i
tabel I.

Morphologien af NRRL 15878 svarer til morphologien af A.
macra. De har begge ringe udviklede luftmycelier, som
herer til Rectus-flexibilis (RF) afsnittet ifglge Pridham
[T. G. Pridham, C. W. Hesseltine og R. C. Benedict, "A
Guide for the Classification of Streptomycetes According
to Selected Groups", Appl. Microbiol. 6:52-79 (1957)].

Sporeoverflade—orhamentikken er glat.

Forskellene og lighederne imellem NRRL 15878 og A. macra
er opsummeret i tabel IV. ’
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TABEL IV:

Sammenligning imellem NRRL 15878 og A. macra

Ligheder

Forskelle

Morphologi

Fysiologiske egenskaber

Polyether-syntese

Knaphed pd lufthyfer

Antibiotisk resistens

Carbon-udnyttelsesmgnster

Kultur-karakteristika

Nedbrydning af esculin

Nitrat-reduktion

Sporeform og -st¢rrelse

Temperaturomrade

Urease-produktion

Tabel V viser disse ligheder og forskelle i detaljer.
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Disse sammenligninger viser, at kulturerne NRRL 15877 og
NRRL 15878 er signifikant forskellige fra andre arter af
Actinomadura, og de reprasenterer stammer af en ny art,
for hvilken man har foresldet navnet Actinomadura oligo-
spora sp. nov. Det specifikke tilnavn (0. ligo.spor.us:
L. Adj. "oligo" f&, L.n. "sporus" sporer, "oligospora" fa
sporer) refererer til den relative mangel pa& sporophorer
i organismen. Stammen NRRL 15878 er typestamme for A.

oligospora.

Ligesom det er tilfazldet med andre organismer, kan egen-
skaberne af den A80190-producerende kultur ifglge opfind-
elsen, Actinomadura oligospora NRRL 15878, undergd varia-
tioner. Rekombinanter, mutanter eller varianter af stam-
men kan opnds ved i sig selv kendte metoder. For eksempel
kan man frembringe mutanter ved behandling med forskelli-
ge kendte fysiske og kemiske mutagener, sdsom ultraviolet
lys, re¢ntgenstraler, gammastraler og kemikalier, sasom N-
methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin. Naturlige og inducere-
de varianter, mutanter og rekombinanter af Actinomadura
oligospora NRRL 15878, med vesentlig samme egenskaber er

ogsa anvendelige ved fremstilling af A80190.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen til fremstilling af
A80190 eller salte deraf er ejendommelig ved det i den
kendetegnende del af krav 2 anfgrte.

Dyrkningsmediet, som benyttes til dyrkning af Actinomadu-
ra oligospora-kulturer, kan vare vaigt blandt en rakke
forskellige medier. Med henblik pd at opna en gkonomisk
produktion, et optimalt udbytte og en bekvem isolation af
produktet foretrekker man imidlertid bestemte dyrknings-
medier. Saledes er glucose eksempelvis en foretrukken
carbonhydrat-kilde ved fermentering i stor malestok, selv
om man ogsd kan anvende ribose, xylose, fructose, galac-
tose, mannose, mannitol, kartoffeldexfrin og lignende.
Glycerol og lipider giver kun en ringe (eller slet ingen)
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vekst eller antibiotisk produktion, ndr de anvendes som
primer carbon-kilde. I kombination med glucose forgger de

biomassen, men de nedsaztter den antibiotiske produktion.

En foretrukken nitrogen-kilde er collagen-hydrolysat, men
enzym-hydrolyseret casein, k¢d-peptoner, fiskemel, lever-
mel og lignende er ogsd nyttige nitrogen-kilder. Blandt
de nazrende uorganiske salte, som kan inkorporeres i dyrk-
ningsmedierne, er de sadvanlige oplgselige salte, som kan
frembringe ioner af zink, natrium, magnesium oOg calcium
samt ammonium-, chlorid-, carbonat-, sulfat- og nitrat-

ioner.

Vesentlige sporstoffer, som er n¢dvendige for organismens
vakst og udvikling, bgr ogsd forefindes i dyrkningsmedi-
et. S&danne sporstoffer optrader sadvanligvis som urenhe-
der i andre bestanddele af mediet i mengder, som er til-
strezkkelige til at imgpdekomme organismens vaekstkrav.
Skumning er sadvanligvis ikke noget problem, men sdfremt
det er ngdvendigt, kan man tilsaztte smd mengder (dvs. 0,2
ml/1l) af et anti-skummiddel sasom polypropylenglycol, nar
der er tale om fermentering i stor malestok.

For at frembringe betydelige mangder af antibiotiket
A80190 foretrakker man at anvende submers aerob fermente-
ring i tanke. Smd mangder af A80190 kan opnas ved ryste-
flaskedyrkning. P& grund af den tidsforsinkelse i den an-
tibiotiske produktion, som sadvanligvis forekommer ved
podning af store tanke med sporeformen af organismen, fo-
retrzkkes det at anvende et vegetativt podestof. Dette
vegetative podestof fremstilles ved at pode et lille vo-
lumen af dyrkningsmediet med sporeformen eller med myce-
liefragmenter af organismen, sdledes at man opnar en
frisk, aktivt voksende kultur af organismen. Det vegeta-
tive podestof overf¢res derefter til en ste¢rre tank. Me-
diet for det vegetative podestof kan vare de samme medi-

um, som benyttes til st¢rre fermenteringer, men andre me-
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dier er ogsd velegnede.

Den A80190-producerende organisme frembringer A80190, nar
den dyrkes ved temperaturer mellem ca. 25 og ca. 37 °C.
En optimal temperatur for A80190-produktionen synes at

vaere omkring 30 - 32 °C.

Som det er sadvanligt ved submerse aerobe dyrkningspro-
cesser, blaser man steril luft ind i reaktionsbeholderen
fra bunden, mens mediet omr¢res med konventionelle turbi-
ne-omrgrere. Den maksimale optagelse af oxygen ved fer-
menteringen under de hidtil anvendte betingelser har ikke
oversteget omkring 0,22 mmol/liter/minut. I en fuldstan-
digt afskermet 165 liter fermenteringsbeholder, som
indeholder omkring 115 liter vaske, er en beluftnings-
hastighed p& 0,125 v/v/minut og en omr¢ringshastighed pa
200 omdrejninger pr. minut tilstrakkeligt til at opret-
holde niveauet af oplgst oxygen pd 30 % matning eller

derover.

Produktionen af antibiotiket A80190 kan fplges under fer-
menteringen ved at teste pr¢ver af vesken for antibiotisk
aktivitet over for organismer, som vides at vare sensi-
tive over for antibiotiket. En pr¢veorganisme, som er
nyttig til at teste A80190, er Bacillus subtilis ATCC
6633. Forsgget gennemfgres bekvemt ved anvendelse af en

pladetest med agar-fordybninger.

Efter at A80190 er blevet dannet under submerse aerobe
fermenteringsbetingelser, kan antibiotiket udvindes fra
fermenteringsmediet ved i sig selv kendte metoder. Den
antibiotiske aktivitet, som produceres ved fermentering
af den A80190-producerende organisme, optrader bdde i den
filtrerede vaske og i myeliemassen. Den maksimale udvin-
ding af A80190 opnds derfor ved, at maﬁ forst filtrerer
mediet for at separere vaesken fra myceliemassen. Den

filtrerede vaske og myceliemassen Kkan derefter renses
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separat, sdledes at de hver isar giver en mangde A80190.
Man kan anvende en razkke forskellige teknikker til denne
rensning. En foretrukken teknik +til rensning af den
filtrerede vaske bestar i, at man indstiller vasken til
en pH-vaerdi pad omkring 9 og ekstraherer den ved et egnet
oplgsningsmiddel, sasom ethylacetat. Det til ekstrak-
tionen benyttede oplgsningsmiddel kan derefter afdampes
under vakuum, hvorved man opnar den del af A80190-
antibiotiket, der hidrgrer fra fermenteringsvasken. En
foretrukken metode til rensning af myceliemassen bestar i
at ekstrahere den fraseparerede mycelie-£filterkage med et
passende oplgsningsmiddel, sadsom methanol eller acetone.
Det til ekstraktionen anvendte opl¢sningsmiddel afdampes
derefter under vakuum, hvilket efterlader en koncentreret
vandig opl¢sning. Denne vandige oplg¢sning indstilles der-
efter til en pH-verdi pa omkring 9 og ekstraheres med et
passende oplosningsmiddel, sasom ethylacetat. Oplgsnings-
midlet afdampes derefter under vakuum, hvorved man opnar
mycelie-delen af A80190. De to portioner af A80190-kom-
plekset, der hidr¢rer fra dyrkningsvasken og myceliet,
renses yderligere ved konventionelle procedurer. En fore-
trukken procedure involverer chromatografi over silica-

gel.

Alternativt kan man anvende de faste bestanddele fra
dyrkningen, herunder mediets bestanddele og myceliet,
uden ekstraktion eller separation, men fortrinsvis efter
fjernelse af vand, som en kilde for A80190. Efter produk-
tionen af A80190 kan man for eksempel t¢rre hele fermen-
teringsvasken ved lyophilisering, ved tromletgrring eller
ved azeotropisk destillation og te¢rring. Det t¢rrede
materiale blandes derefter direkte i en foderblanding.

De kationiske alkalimetal- og jordalkalimetalsalte af
A80190 fremstilles ved procedurer, som sadvanligvis an-
vendes ved fremstilling af kationiske salte. For eksempel
oplgser man den frie syreform af A80190 i et egnet op-
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lgsningsmiddel sdsom acetone. Til oplgsningen satter man
en 1/3 volumen vand, hvorefter man indstiller den resul-
terende opl¢sning til en pH-vardi p& omkring 9 - 10 med
basen svarende til det ¢nskede kationiske salt (eksem-
pelvis NaOH, KOH). Det saledes dannede salt kan isoleres
ved rutinemetoder, sdsom filtrering eller afdampning af

oplgsningsmidlet.

En foretrukken metode til dannelse af salte bestdr i at
oplgse A80190 (syreform) i et med vand ublandbart oplgs-
ningsmiddel sasom ethylacetat, tilsatte et tilsvarende
volumen vand og indstille blandingen til pH 10 med den
tilsvarende kationiske base (eksempelvis NaOH, KOH eller
lignende). Den fraseparerede organiske fase vaskes med
vand og koncentreres til t¢rhed. Resten lyophiliseres fra
dioxan. Saltet kan krystalliseres fra et passende opl¢s-

ningsmiddel, sasom pentan.

Saltene, som dannes med organiske aminer, kan fremstilles
pd tilsvarende mdde. For eksempel kan man satte den gas-
formige eller flydende amin til en oplg¢sning af A80190 i
et passende oplg¢sningsmiddel, sdsom acetone. Derefter kan
man fjerne oplg¢sningsmidlet og den overskydende amin ved

inddampning.

De omhandlede A80190-forbindelser inhiberer vaksten af
bakterier og svampe, som er pathogene over for dyre- og
planteliv. Den inhiberende virkning af A80190 er illu-
streret i den efterfglgende tabel VI. Aktiviteten blev
malt ved den konventionelle skivediffusions-metode (ski-
ver pA 6 mm blev dyppet i oplgsninger indeholdende 1 mg
af forbindelsen pr. ml oplg¢sning; skiverne blev anbragt

pd agarplader podet med testorganismen).
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TABEL VI

Antibakterial virkning af A80190

Inhiberingszone
Testorganisme (mm diameter)
Staphylococcus aureus 17
Bacillus subtilis 23
Micrococcus luteus 20
Mycobacterium avium 21
Saccharomyces pastorianus 10
Neurospora crassa 14
Candida albicans 14

Et wvigtigt aspekt ved den antimikrobielle virkning af
A80190-forbindelserne har relation til forbindelsernes
virkning over for anaerobe bakterier. De minimale inhibe-
ringskoncentrationer (MIC'-verdier), ved hvilke A80190
inhiberer forskellige anaerobe bakterier, som bestemt ved
standardagar-fortyndingsfors¢g, er opsummeret i den
efterfplgende tabel VII. Endepunkterne blev aflest efter

24 timers inkubation.

DK 159684 B
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TABEL VII

DK 1596848

Anaerobe bakterie-isolaters fplsomhed over for A80190

Anaerobe bakterier MIC (ag/ml)

Clostridium difficile 2994
Clostridium perfringens 81
Clostridiumm septicum 1128
Eubacterium aerofaciens 1235
Peptococcus asaccharolyticus 1302
Petococcus prevoti 1281
Peptostreptococcus anaerobius 1428
Peptostreptococcus intermedius 1624
Propionibacterium acnes 79
Bacteroides fragilis 111
Bacteroides fragilis 1877'
Bacteroides fragilis 1926B
Bacteroides thetaiotamicron 1438

Bacteroides melaninogenicus 1856/28'

Bacteroides melaninogenicus 2736
Bacteroides vulgatis 1211
Bacteroides corrodens 1874
Fusobacterium symbiosum 1470
Fusobacterium necrophorum 6054A

<0,5
<0,5

'<0,5

<0,5

<0,5

>128
>128

©>128
75128'

'>128

>128

16
>128

16

Anticoccidial virkning er en vasentlig egenskab ved de
omhandlede A80190-forbindelser. I den efterfglgende tabel
VIII er opsummeret resultaterne af en vavskultur-scree-

ning in vitro af A80190-forbindelser

tenella:

imod Eimeria
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TABEL III

Aktivitet af A80190 over for Eimeria tenella in

vitro

Koncentration (ung/ml)
Forbindelse 5 1 0,2 0,04 0,008
A80190 c2 c A A A
a

C = cytotoxisk
A = aktiv

Til behandling af coccidiosis hos fjerkra indgiver man en
ikke-toxisk anticoccidial mangde af en A80190-forbindelse
til inficerede eller modtagelige fugle, fortrinsvis oralt
pd daglig basis. A80190-forbindelsen kan indgives pa man-
ge méder, men det er mest bekvemt at tilfgre den sammen
med et farmaceutisk acceptabelt barestof, som fortrinsvis
er fuglenes foder. Det er n¢dvendigt at tage en rakke
forskellige faktorer_i betragtning, ndr man skal bestemme
en passende koncentration af A80190-forbindelsen, men de
indgivne mangder ligger generelt i omréddet fra omkring to
til omkring 100 ppm i foderet, fortrinsvis i omradet fra
omkring 15 til omkring 50 ppm. Opfindelsen angdr ogséd et
tilskudsmiddel til fjerkrafoder, der kan anvendes i for-
bindelse med behandling af coccidiosis, hvilke midler be-
stdr af en effektiv mangde af en A80190-forbindelse til
behandling af coccidiosis i kombination med et passende

barestof.
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De omhandlede midler til kontrol af coccidiosis hos fjer-

kra bestar af
1) en A80190-forbindelse i kombination med
2) en forbindelse valgt blandt

a) nicarbazin,
b) 4,4'-dinitrocarbanilid,

Nicarbazin og 4,4'-dinitrocarbanilid er beskrevet i US
patentskrift nr. 2 731 382. Nicarbazin er et kompleks af
4,4'-dinitrocarbanilid og 2-hydroxy-4, 6-dimethylpyrimi-
din, men forbindelsen 4,4'-dinitrocarbanilid udviser ogsa

anticoccidial virkning alene; se Science 122, 244 (1955).

Komponenterne, som indgdr i kombinationerne af en A80190-
forbindelse med forbindelserne 2(a)-(b), benyttes i meng-
der, som i kombination er synergistiske med hensyn til
mindst én organisme, som fremkalder coccidiosis. Generelt
er de maksimale mazngder, som benyttes i kombinationerne,
de samme som de maksimale mangder til anticoccidial be-
handling med de individuelle komponenter. De nedre gran-
ser er generelt mindre end de granser, som kraves ved
terapeutisk behandling med de individuelle komponenter.
Midlerne er generelt sammensatninger, som indeholder (1)
fra omkring 2 til omkring 100 ppm af en A80190-forbind-
else og (2) (a) fra omkring 5 til omkring 125 ppm nicar-
bazin, (b) fra omkring 25 til omkring 150 ppm 4,4'-
dinitrocarbanilid. A80190-forbindelserne er sarligt ef-
fektive, ndr de indgives sammen med nicarbazin. De fore-
trukne kombinationer indeholder fra omkring 2 til omkring
20 ppm af en A80190-forbindelse med mellem ca. 5 og ca.

50 ppm nicarbazin.

En anden vigtig egenskab ved A80190-forbindelserne er de-
res evne til at forbedre foderudnyttelsen hos dyr. For
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eksempel bevirker A80190-forbindelserne en forbedret
foderudnyttelse hos dr¢vtyggere, som har en udviklet vom-
funktion.

Effektiviteten af foderudnyttelsen kan males ved at ob-
servere produktionen og koncentrationen af propionat-for-
bindelser i vommen ved anvendelse af metoden beskrevet af
Arthur P. Raun i US patentskrift nr. 3 794 732 (se isa&r
eksempel 5). Tabel IX viser forholdet imellem koncentra-
tionerne af flygtige fedtsyrer (VFA) i A80190-behandlede
kolber og de tilsvarende koncentrationer i kontrolkolber-

ne ved dette fors¢g.
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25

30
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Det ses af tabellen, at A80190 forg¢ger propionat-koncen-
trationerne og dermed foderudnyttelsen i forhold til kon-
trollerne, ndr de indgives oralt til dr¢vtyggere i mang-
der pd mellem ca. 0,02 mg/kg/dag og ca. 1,5 mg/kg/dag. De
foretrukne maengder til indgivelse er mellem ca. 0,05 og

ca. 0,5 mg/kg/dag.

En foretrukken indgivelsesmetode bestdr i at blande for-
bindelsen med dyrets foder. Imidlertid kan forbindelsen
ogsd indgives pd andre mdder, eksempelvis i form af tab-
letter, afmdlte portioner, store piller eller kapsler.
Formuleringen af disse forskellige dosisformer kan fore-
tages ved metoder, som er velkendte inden for det vete-
riner-farmaceutiske omrade. Den individuelle dosisenhed
bpr indeholde en ma&ngde af én af de omhandlede forbind-
elser, som stdr i direkte relation til den passende dag-

lige dosis for dyret, som skal behandles.

Opfindelsen angdr endvidere dyrefoderblandinger, der som
aktiv bestanddel indeholder en af de omhandlede forbind-
elser. Disse fodersammensztninger er sdledes tilpasset,
at de for¢gger foderudnyttelsen, og disse fodersam-
mensetninger bestdr af f.eks. dyrets foder, hvori der er
iblandet fra omkring 2,5 til 25 gram af en A80190-

forbindelse pr. ton.

Som beskrevet ovenfor er de omhandlede A80190-forbindel-
ser aktive over for anaerobe bakterier, iszr Clostridium
perfringens. A80190-forbindelserne er derfor nyttige til
behandling eller forebyggelse af enteritis hos kyllinger,
svin, kvag og far. A80190-forbindelserne er ogsd nyttige
til behandling af enterotoksami hos dr¢vtyggere.

De omhandlede A80190-forbindelser er ogsd anvendelige som
ormemidler. For eksempel kan A80190 wudrydde Caenor-
habditis elegans pa& niveauer sa lave som 20 ppm.
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A80190-forbindelserne er ogsd nyttige til behandling af
svinedysenteri. Sdledes bevirker A80190 en inhibering af
vaksten af Treponema hyodysenteriae, som er en svinedy-
senteri-fremkaldende organisme, pa niveauer sd lave som
0,39 ug/ml. En foretrukken metode til indgivelse til svin
bestar i at inkorporere en passende mengde af en A80190-
forbindelse i svinets foder eller drikkevand. En passende
mangde vil afhange af, hvorvidt formalet med behandlingen
er at forebygge eller at helbrede infektion. Sadvanligvis
er den koncentration af den aktive forbindelse, som Kra-
ves for at forebygge en infektion, lavere end den koncen-
tration, som kraves for at eliminere en infektion hos
dyr, som allerede er angrebet. Generelt er mezngder af
A80190-forbindelsen pa mellem ca. 20 og ca. 100 gram pr.
ton foder effektive til at forebygge infektioner. Mzngder
pa mellem ca. 100 og ca. 500 g A80190-forbindelse pr. ton
foder anbefales til behandling af svin, som lider af dy-
senteri. Disse mangder tilvejebringer koncentrationer pa
mellem ca. 1 og ca. 5 mg/kg legemsvegt pr. dag (prophy-
laktisk behandling) eller mellem ca. 5 og ca. 25 mg/kg
legemsvegt pr. dag (behandling af inficerede dyr). Na&r
A80190-forbindelsen sattes til dyrets drikkevand, anbe-
faler man mezngder pd mellem ca. 0,01 og ca. 0,05 gram
(prophylactisk) eller mellem ca. 0,05 og ca. 0,25 gram
(terapeutisk) af forbindelsen pr. liter vand.

Med opfindelsen tilvejebringes endvidere dyrefoderblan-
dinger til behandling af svinedysenteri, hvilke sammen-
setninger bestar af et svinefoder og en effektlv mzngde
af en A80190-forbindelse til dette formal. Som tidligere
anfort vil en effektiv maengde af forbindelsen typisk lig-

" ge i omrddet fra omkring 20 til omkring 500 gram A80190-

forbindelse pr. ton foder.

A80190-forbindelserne kan indgives oralt eller parente-
ralt til dyrene. De kan ogséd indgives ved insufflation,

dvs. ved at blase antibiotiket, i form af et prepareret
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stov, ind i et lukket rum, hvor dyrene eller fjerkrzet
befinder sig. Dyrene eller fjerkrzet vil herved indénde
det praparerede ste¢v, som findes i luften. Det prapare-
rede st¢v kan ogsd trange ind i kroppen igennem ¢pjnene

(en proces, som benavnes intraokular injektion).

Den mest praktiske mdde til indgivelse af A80190-forbind-
elserne bestdr i at formulere disse i dyrenes foder. Til
dette formal kan man anvende en rakke foderstoffer, her-
under de sadvanlige foderstoffer af toprfodertype, flyd-
ende foderstoffer og foderstoffer formet til tabletter.
Selv om den foretrukne metode sdledes bestdr i at blande
den aktive forbindelse med dyrets foder, kan forbindelsen
ogsé indgives pa& andre méder, f.eks. i form af tabletter,
afmdlte portioner, store piller eller kapsler. Den indi-
viduelle dosisenhed bg¢r indeholde en mangde af A80190-
forbindelsen, som star i direkte relation til den korrek-

te daglige dosis for dyret, som skal behandles.

Metoderne til formulering af medikamenter i dyrefoder er
velkendte. En foretrukken metode bestadr i at fremstille
en koncentreret medikament-forblanding, som derefter be-
nyttes til fremstilling af praparerede foderstoffer. Ty-
piske forblandinger kan indeholde fra omkring 2,2 til om-
kring 440 g af den aktive forbindelse pr. kilo forbland-
ing. S&danne forblandinger kan vare enten flydende eller

‘faste praparater.

Den endelige formulering af foderstofferne til dyr eller
fjerkra vil afhange af den mezngde medikament, som skal
indgives. Man kan anvende de sedvanlige metoder til for-
mulering, blanding og findeling af foderstoffer, nar man
skal fremstille foderstoffer, der indeholder en A80190-

forbindelse.

De omhandlede A80190-forbindelser kan formuleres til pa-

renteral indgivelse ved metoder, der er velkendte inden
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for det veterinar-farmaceutiske omrade. Effektive inji-
cerbare sammensatninger, som indeholder A80190-forbind-
elserne, kan have form af enten suspensioner eller opl¢s-
ninger. N&r sammensatningen har form af en oplgsning,
bliver A80190-forbindelsen oplgst i et fysiologisk accep-
tabelt bzrestof. Sadanne barestoffer bestdr af et egnet
oplgsningsmiddel, konserveringsmidler sdsom benzylalkohol
(séfremt dette er npdvendigt) samt puffere. De anvende-
lige oplgsningsmidler omfatter eksempelvis alkoholer,
glycoler eller inerte olier, sasom vetabilske olier eller

hg¢jt raffinerede mineralolier.

Sammensatninger i form af injicerbare suspensioner frems-
tilles ved, at man anvender en non-solvent, dvs. en
vaeske, der ikke virker som 6p1¢sningsmiddel for forbind-
elsen sammen med hjazlpestoffer. Denne non-solvent kan
f.eks. vaere vand eller en glycol, sdasom polyethylengly-

col.

Passende fysiologisk acceptable hjalpestoffer er n¢dven-
dige for at holde forbindelsen suspenderet i sammensat-
ningen, som har form af en suspension. Hjalpestofferne
kan vare valgt blandt fortykkelsesmidler sdsom carboxy-
methylcellulose, polyvinylpyrrolidon, gelatine og algina-~-
ter. Mange overfladeaktive midler er ogsd nyttige til at
suspendere de aktive forbindelser. Lecithin, alkylphenol-
polyethylenoxid-addukter, naphthalensulfonater, alkylben-
zensulfonater og polyoxyethylen-sorbitan-estere er nyt-
tige suspenderingsmidler i flydende non-solventer.

Mange substanser, som pavirker hydrophiliciteten, densi-
teten og overfladespazndingen af den flydende non-solvent,
kan medvirke ved fremstillingen af injicerbare suspen-
sioner i de individuelle tilfazlde. For eksempel kan
silicone-baserede anti-skummidler, glycoler, sorbitol og
sukkerarter vere nyttige suspenderingsmidler.
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Ved fremstiliingen af puddere eller pulvere til‘indgivel-
se ved insufflation bliver forbindelserne typisk blandet
med talkum, diatomejord eller andre inerte substanser,

som virker som hjelpestoffer.

De omhandlede A80190-forbindelser er ogsd nyttige som
insecticider og acaricider. For eksempel Kkan A80190
bekampe f¢lgende insekter pa niveauer sd lave som de i
parenteserne angivne niveauer: myggelarver (<50 ppm),
spyfluelarver (35 ppm), voksne husfluer (35 ppm) og
mexikanske b¢nnefrgbiller og sydlige "harorme" (<100
ppm). A80190 er ogsd aktiv over for mider, sasom den to-
plettede ederkoppemide, ved indgivelse i m@ngder pa helt
ned til 25 ppm.

De omhandlede A80190-forbindelser har ogsd herbicid virk-
ning. For eksempel kan A80190 udrydde fingeraks, sennep
og kvinoa i mengder pd 2,25 kg/ha, enten pra-emergent

eller post-emergent.

De omhandlede A80190-forbindelser er aktive over for
poliovirus. For eksempei viser veavskulturforsg¢gg, at
A80190 er virksom over for polio III-virus i et niveau pa
2000 ug/ml.

Antibiotiket A80190 udviser iontransport-egenskaber og
hgrer derfor til ionophorerne (ion-bzrende substanser)
(se B. C. Pressman, Alkali metral chelators the iono-
phores, i "Inorganic Biochemistry", Volume 1, G. L.
Eichhorn, Elsevier, 1973). I en Kkoncentration pé
0,5 ng/ml udviser A80190 ionophorisk virkning. Aktivite-
ten med Na+, K og Rb* er bedre end med Cs’ eller Li'.
Ved en lavere koncentration (0,2 ang/ml) udviste A80190
imidlertid en endnu st¢rre ionophorisk effekt med cst end

med Na+ som kation.

Man kan derfor anvende A80190, ndr man ¢nsker en selektiv
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fjernelse af bestemte kationer. Eksempler pa sadanne an-
vendelser omfatter fjernelse og genvinding af sg¢lvioner
fra oplpsninger inden for fotografi, fjernelse af toxiske
kationer fra strgmme af industrispildevand, inden sddanne
stromme ledes ud i omgivelserne, samt afsaltning af hav-
vand. A80190 kan benyttes som den ene komponent i en ion-
specifik elektrode (se D. Kedem et al., US patentskrift
nr. 3 753 887, 21. august 1973). :

A80190 @ndrer kation-permeabiliteten hos savel naturlige
som kunstige membraner. A80190 kan derfor benyttes som
komponent i en membran, som skal anvendes til selektiv
transport af kationer imod en koncentrationsgradient. En
potentiel anvendelse af denne egenskab ligger i udvind-
ingen af tunge adelmetaller pa kommerciel basis; se E. L.
Cussler, D. F. Evans og Sister M. A. Matésick, Science

172, 377 (1971) .

Endnu et aspekt ved de omhandlede A80190-forbindelser er,
at de er aktive som inhibitorer for enzymet ATPase. Dette
enzym, som er et alkalimetal-sensitivt enzym, der findes
i cellemembraner, er involveret i den energi, som er npd-
vendig for den aktive transport. Ved "aktiv transport"
forstas den energikravende serie af operationer, hvorved
intracellulazre og ekstracellulare vasker opretholder
deres sammensatninger. Inhibitorer for ATPase reducerer
den energi, som kraves til den aktive transport. Forsg¢g
in vitro har vist, at A80190 inhiberer mitochondriernes
ATPase med en halv-effektiv koncentration (ICSO) pd 0,5

ug/ml.

De omhandlede A80190-forbindelser er ogsa potentielle

cardiotoniske midler.

Opfindelsen illustreres narmere ved de f¢plgende eksemp-

ler.
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EKSEMPEL 1

Fremstilling af A80190

A. Rysteflaskefermentering af A80190

Kulturen Actinomadura oligospora NRRL 15878, enten som en
lyophiliseret tablet eller som en suspension holdt i
flydende nitrogen, benyttes til at pode et udsdningsme-
dium med fglgende sammensatning:

Ingrediens Mangdé (%)
Glucose 1,0
Oplgselig stivelse 2,0
Garekstrakt 0,5
Enzymatisk hydrolysat

af casein* 0,5

CaCO3 0,1
Demineraliseret vand op til 1 1liter

NaOH tilsattes for at have pH i mediet til
omkring 7,2 inden sterilisering.

*"NZ Amine A", Sheffield Chemical Co.,
Norwich, N.Y.

Skrdkulturer eller plader fremstilles ved at saztte 2,5 %
agar til udsdningsmediet. Den podede skrakultur inkuberes
ved 30 °C i et tidsrum pd mellem ca. 10 og ca. 14 dage.
Den modne skrdkultur skrabes med et sterilt redskab for
at l¢sne sporerne og fjerne myceliematten. Omkring en
fjerdedel af de l¢snede sporer og den sdledes opndede
kulturvakst benyttes til at pode 50 ml af et medium i
forste trin.

Det podede medium i f¢rste trin inkuberes i et 250 ml
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Erlenmeyer-kolbe ved 30 °C i omkring 48 timer pa et rys-
teapparat, der roterer i en cirkelbevagelse (5,08 cm) med

en hastighed pd 250 omdrejninger pr. minut.

Dette inkuberede medium i f¢rste trin (0,4 ml) benyttes
til at pode 50 ml af et produktionsmedium med f¢lgende

sammensatning:

Ingrediens Mengde (%)
Glucose 3,0

"N-Z amin A" 0,4
Collagen-hydrolysat* 0,5

MgSO4 7H20 0,05
CaCO3 0,2

Koldt ledningsvand op til 1 liter

(Inden sterilisering justeres pH til 7,0)

*"TpC 3", Inland Industrial Molasses Co.,

Dubuque, Iowa.

Det podede produktionsmedium inkuberes i en 250 ml Er-
lenmeyer-kolbe med stor munding ved 30 - 32 °C i 8 til 10
dage pd et rysteapparat, der roterer i en cirkelbevagelse
(5,08 cm) med en hastighed pad 250 omdrejninger pr. minut.

B. Tank-fermentering af A80190

Med henblik p& at opnd et st¢rre volumen podestof benyt-
ter man 10 ml af et inkuberet medium i fgrste trin, frem-
stillet som beskrevet i afsnit A, til at pode 400 ml af
et vakstmedium i andet trin, som har den samme sammen-
s@tning som mediet i fgrste trin. Dette vegetative medium
i andet trin inkuberes i en to liter Erlenmeyer-kolbe med
stor munding i omkring 48 timer ved 30 °C pa et

rysteapparat, der roterer i en cirkelbevagelse (5,08 cm)
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med ‘en omdrejningshastighed pé& 250 omdrejninger pr.

minut.

Det sdledes fremstillede inkuberede vegetative medium i
andet trin (800 ml) benyttes til at pode 100 liter ste-
rilt produktionsmedium, fremstillet som beskrevet i af-
snit A. Det podede produktionsmedium far lov at fermente-
re i en 165 liter fermenteringstank under omr¢ring i 8
til 10 dage ved en temperatur p& 30 til 32 °C. En begran-
set luftgennemstrgmning (0,12 - 0,25 v/v/m) og en lav
omdrejningshastighed (150 - 200 omdrejninger pr. minut) i
beholderen bevirker, at der opretholdes et niveau af

oplgst oxygen pa over 30 % luftmatning.

C. Isolation af A80190

Hele fermenteringsvasken fra to 100 liter tanke blev kom-
bineret (207 liter) og filtreret igennem en filterpresse
ved hjelp af "Hyflo supercel". Den filtrerede myceliekage
blev ekstraheret ved hjalp af cirkulerende methanol (40
liter) igennem filterpressen. Man kan ogsd benytte ace-
tone som ekstraktionsmiddel. Methanolekstrakten, som kon-
centreredes i vakuum til et volumen pd omkring 15 liter,
blev kombineret med filtratet af fermenteringsvaskerne
(182 1liter). Blandingen blev indstillet til pH 9 ved
hjelp af 1 N natriumhydroxid, og den resulterende opl@s-
ning blev ekstraheret med et tilsvarende volumen ethyl-
acetat. Ethylacetat-ekstrakten blev Kkoncentreret til et
volumen pd omkring 700 ml. Til den koncentrerede ekstrakt
sattes 1 liter vand, og pH blev indstillet til 9,0 med
natriumhydroxid, hvorefter blandingen blev ekstraheret to
gange med 1 liter toluen, idet man holdt pH pa& 9,0.
Toluenekstrakterne blev kombineret og koncentreret i
vakuum, hvilket gav en olieagtig rest, der indeholdt
A80190.

Resten blev oplgst i toluen (100 ml) og overfort til en
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kolonne indeholdende 2 liter silicagel (Woelm, 70 -
150 mesh) i toluen. Kolonnen blev f¢rst elueret med
10 liter toluen og derefter med 10 liter af hver af de to
toluen-ethanol-blandinger 49:1 og 48:2. Der opsamledes
fraktioner pd 1 liter. Elueringen blev overvaget ved bio-
analyse og TLC. De fraktioner, der indeholdt A80190, blev
kombineret og koncentreret. Resten blev oplgst i dioxan
og fryset¢rret, hvilket gav 13,6 g radt A80190.

D. Renshing af A80190

20,4 g rat A80190, opndet fra fire 100 liter tanke som
beskrevet ovenfor blev oplgst i 200 ml acetonitril. Op-
lgsningen blev overfg¢rt til en kolonne indeholdende 2
liter silicagel (Woelm, 70 - 150 mesh) i acetonitril. Ko-
lonnen blev vasket med 10 liter acetonitril og elueret
sekvensvis med blandinger af acetonitril og acetone
(95:5, 2 1), (9:1, 10 1), (4:1, 10 1) og (7:3, 10 1),
idet der opsamledes fraktioner pa 1 liter. Elueringen
blev fulgt ved bioanalyse under anvendelse af Bacillus
subtilis. De fraktioner, der indeholdt A80190, blev kom-
bineret og koncentreret. Resten blev oplgst i dioxan og
frysetgprret til opnédelse af 15,8 g renset A80190.

E. Krystallisation af A80190

28,2 g renset A80190 blev oplgst i 500 ml acetone. Der
tilsattes 500 ml vand, og pH blev indstillet til 5,0 med
fortyndet saltsyre. Den resulterende oplgsning fik lov at
hensta ved stuetemperatur i 20 timer, sdledes at der kun-
ne indtrade krystallisation. Krystallerne blev frasepare-
ret ved filtrering, vasket med vand og t¢rret i en
vakuumovn, hvilket gav 25,9 g krystallinsk A80190 (syre-
form). Fig. 1 viser det infrar¢de absorptionsspektrum af

A80190 i chloroform.
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EKSEMPEL 2

Fremstilling af natriumsaltet af A80190

300 mg A80190 (syreform) blev oplgst i 30 ml acetone. Der
tilsattes 10 ml vand, og pH blev indstillet til 10 med
NaOH. Opl¢sningen blev koncentreret til en olieagtig
rest, som blev oplgst i dioxan og frysetg¢rret til opna-
else af et amorft hvidt pulver (smp. 145 - 150 °C).
Produktets molekylvagt bestemt ved massespektrometri med
feltdesorption (FDMS) var 850. IR-spektroskopi i CHC13,
vist pad fig. 2, udviser absorptionsmaksima ved fgplgende
frekvenser (Cm-l): 2962, 2934, 2885, 2825, 1719, 1569,
1455, 1397 1377, 1358, 1314, 1285, 1243, 1162, 1104,
1074, 1057, 1025, 987, 979, 936, 922, 895 og 847.

EKSEMPEL 3

Alternativ fremstilling af natriumsaltet af A80190

5 g A80190 (syreform) blev oplgst i 500 mg ethylacetat,
og der tilsattes 500 ml vand. Blandingen blev indstillet
til pH 10 ved hjzlp af 5N NaOH, og der omr¢grtes i 15 mi-
nutter for at opretholde pH uzndret. Ethylacetatfasen
blev frasepareret og vasket med 500 ml vand, hvorefter
den koncentreredes til t¢rhed under vakuum. Resten blev
oplgst i 100 ml dioxan og fryset¢rret til opndelse af 4,1
g af natriumsaltet af A80190.

Det til udvaskningen anvendte vand fik lov at hensta ved
stuetemperatur natten over, og Kkrystallerne, som herved
dannedes, blev frafiltreret og te¢rret. Disse krystaller
bestod af A80190 pd syreform (smp. 115 - 120 °C).
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EKSEMPEL 4

Krystallisation af natriumsaltet af A80190

Natriumsaltet af A80190 (1 g) i amorf form blev oplgst i
pentan (10 ml), og oplgsningen fik 1lov at henstd ved
stuetemperatur i 3 dage (hvorved opl¢sningsmidlet afdamp-
ede til et volumen pd omkring 5 ml). Krystallerne, som
herved dannedes, blev frafiltreret og t¢rret under
vakuum, hvilket gav 593 mg af det krystallinske natrium-
salt af A80190 med et smp. pd 225 - 230 °C. Forskellen i
smeltepunkt i forhold til det amorfe udgangsmateriale af-
spejler de forskellige fysiske tilstandsformer.

EKSEMPEL 5

Chromatografisk identifikation af A80190

I. TLC pa silicagel
System: acetonitrilacetone (1l:1)-

Re = 0,59

Detektering: Bacillus substilis
Vanillin—HZSO4—spray

IT. HPLC
Adsorbent: "uBondapak C18" (4 x 300 mm kolonne)

Ople¢sningsmiddelsystem: acetonitril:tetrahydrofuran
HZO (6:1:3) indeholdende 1 %
H3PO4; justeret til pH 3,0
med NH40H

Detektering: refraktometer

Strgmningshastighed: 3,0 ml/min

Retentionstid: 9,7 min.
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EKSEMPEL 6

DK 159684B

A80190 fremstilles ved metoden beskrevet i eksempel 1,
idet der anvendes kulturen Actinomadura oligosporus NRRL

15877.

EKSEMPEL 7

A80190-modificeret kyllingefoder til coccidiosis-kontrol

Et afbalanceret foderstof med h¢j energi beregnet til op-
fodring af kyllinger med henblik pd hurtig vaegtforggelse
fremstilles efter fglgende recept:

Ingrediens

Formalet gul majs

Sojabgnnemel opl¢sningsmiddel-
ekstraheret, afskallet og for-

malet, 50 % protein

Animalsk fedt (oksetalg)

Terret fiskemel med oplgse-
lige additiver (60 % protein)

Oplgselige rester fra
destillation

Dicalciumphosphat
foderkvalitet

Calciumcarbonat

jop

50

31,09

6,5

5,0

4,0

1,8

0,8

kg

454

282,3

59

45,4

36,3

16,3

7,3
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Ingrediens

Vitamin-forblanding

(representerende vitamin-

erne A, D, E, K og BlZ’

cholin, niacin, pantothensyre,

riboflavin, biotin samt glu-

cose som fyldstof) 0,5 4,5

Spormineralblanding
(reprasenterende MnSO4, Zno,
KI, FeSO4 og CaC03) 0,2 : 1,8

2-Amino-4-hydroxysmgrsyre
(hydroxy-analog til methionin) 0,1 0,9

A80190 (Na-salt) 0,01 0,1

De ovenfor angivne substanser blandes ved anvendelse af
standardteknikker til foderblanding. Kyllinger, som fod-
res med dette foderstof, og som gives vand ad libitum, er
beskyttet imod at blive udsat for coccidiosis. De opndede
vagtforggelser kan sammenlignes med de resultater, som
opnds med coccidiosis-frie kyllinger, som fodres med en

tilsvarende foderblanding uden indhold af medikament.
EKSEMPEL 8

A80190-forbedret foder til slagtekvag

Et afbalanceret foderstof med h¢jt kornindhold til slag-
tekvag fremstilles som fglger:
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Ingrediens

Finmalet majs
Knuste majskolber

Dehydratiseret lucernemel,
17 % protein

Afskallede formalede soja-
bgnner, opl¢sningsmiddel-

ekstraherede, 50 % protein

Roprsukkersirup
Urinstof
A80190 (Na-salt)

Dicalciumphosphat,
foderkvalitet

Calciumcarbonat
Natriumchlorid

Spormineralblanding

67,8

10

9,9956

0,6

0,0044

0,5

0,3

0,03

DK 159684B

615,6

90,8

45,4

90,8

45,4
5,5

0,04

4,54

4,54
2,72

0,27
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Ingrediens 3 kg
Vitamin A og D2 blanding* 0,07 0,64
Vitamin E blanding** 0,05 0,45
Calciumpropionat 0,15 1,36

*Indhold pr. kg: Ca. 4405285 I.E. vitamin A;
500440 I.E. vitamin D, og 850 g sojabgnner tilsat 1 %

olie.

**Tgrret majs fra spritfremstilling indeholdende ca.
44052 I.E. d-a-tocopherylacetat pr. kg.

Det blandede foder presses til tabletter. Ved en gennem-
snitlig daglig indgivelse pa 6,8 kg foderstof pr. dyr be-
virker foderstoffet en gennemsnitlig tilf¢rsel pa 300 mg
A80190 (Na-salt) pr. dyr pr. dag.

EKSEMPEL 9

A80190-forbedret svinefoder

Et afbalanceret foderstof til svin med smagrise fremstil-

les som fg¢lger:
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Ingrediens 3 kg/ton
Formalet gul majs 65,10 591,1
Sojabgnneolie og -mel,
ekstraheret og afskallet 18,50 168
T¢rret roepulp 10,00 90,8
Dicalciumphosphat 2,90 26,3
Calciumcarbonat 1,20 10,9
Vitaminblanding® 1,10 10
Salt (NaCl) 0,55 5
Cholinchlorid, 25 3% 0,35 32
Spormineralblanding2 0,15 1;4
Vitamin A blanding® 0,10 0,9
Hydroxyanalog til methionin 0,05 0,4

Total 100,00 908

1) Hvert kilo blanding indeholder fglgende: 77,161 USP
enheder vitamin D,, 2205 I.E. vitamin E, 441 mg ri-
boflavin, 1620 mg pantothensyre, 2205 mg niacin, 4,4
mg vitamin BlZ' 441 mg vitamin K, 19180 mg cholin, 110
mg folinsyre, 165 mg pyridoxin, 110 mg thiamin og 22

mg biotin.

2)'Hvert kilo blanding indeholder fglgende: 50 g mangan
som mangansulfat, 100 gr zink som zinkcarbonat, 50 g
jern som ferrosulfat, 5 g kobber som kobberoxid, 1,5 g
iod som kaliumiodid samt mindst 130 g og hg¢jest 150 g
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calcium som calciumcarbonat.

3) Hver kilo blanding indeholder 6.613800 USP enheder vi-

tamin A.

Til 90,8 kg af dette foder fremstiller man en forblanding
ved at satte A80190 (10 g) til en lille mangde opl¢s-
ningsmiddelekstraherede sojab¢nher, formale blandingen i
en morter og fortynde den formalede blanding til 0,454 kg
med en yderligere mangde oplgsningsmiddelekstraherede
sojabgnner. Denne forblanding sattes derefter til 90,8 kg
af det ovenfor beskrevne svinefoder, og der blandes ved
hjelp af standardteknik. Dette medikament-holdige foder
giver et niveau pad 100 g A80190 pr. ton basalfoder. Dette
foder indgives til den drzgtige so i mindst én dag,
fortrinsvis i 7 til 10 dage forud for faringen, og efter

faringen indgives foderet sa langde det er ¢nskeligt.

Sterre eller mindre mangder af det medikament-holdige
foderstof med varierende niveauer af A80190 fremstilles
ved at variere mazngden af A80190 i forblandingen og/eller

mengden af basalfoderet.

En so indgives mellem 2,2 og 22 g A80190 pr. 100 kg fo-
der. Det medikament-holdige foder holdes tilgengeligt ad
libitum sammen med vand. Sadvanligvis indtager en so om-
kring 2,7 - 3,6 kg foder pr. dag. |

EKSEMPEL 10

A80190-formulering til smégrise

A80190 oplgses i en lille mzngde ethanol. Denne ethanol-
opl¢sning suspenderes i polyethylenglycol (molvagt 200).
Den opndede suspension koncentreres, saledes at hver
enhedsdosis har et volumen pd& omkring 0,5 til 2 ml. Sa-

danne suspensioner indgives til unge grise i mangder pa
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méllem 1,10 og 110 mg pr. kg tre gange dagligt.

EKSEMPEL 11

Forbedret foder til kontrol af svinedysenteri

Man fremstiller en forblanding ved standardmetoder, idet

man anvender fglgende ingredienser:

Ingrediens a/kg
A80190-forbindelse 150,0
Calciumsilicat 20,0
Calciumcarbonat (¢sterskal-mel) 830,0

Totalvegt 1000 g

Denne forblanding sattes til et kommercielt svinefoder,
idet man anvender standardteknikker til blanding, sdledes
at der opnds et slutteligt indhold af den aktive forbind-
else pa 100 g/ton.

EKSMPEL 12

En demonstration af den synergistiske virkning af nicar-
bazin i kombination med A80190 blev gennemfort pa folg-
ende made: Slagtekyllinger, som var en uge gamle, blev
fordelt i bure i grupper p& fem og fodret med enten et
medikament-holdigt foder eller et kontrolfoder, typisk i
1 dag, inden de blev inficeret med oocyster af en
coccidiosis-fremkaldende organisme. Kyllingerne blev
holdt pa deres respektive foderrationer i et givet tids-
rum, typisk 7 dage. Der blev foretaget fire gentagelser
for hver behandling.

Kyllingerne blev podet med 200000 oocyster af Eimeria



10

15

20

25

30

35

DK 159684B

51

acervulina (Lilly stamme 59), 60000 oocyster af Eimeria
maxima (stamme FS-177) og 40000 oocyster af Eimeria te-
nella (stamme FS-155).

Resultaterne af fors¢gene fremgar af nedenstaende tabel-
ler. Det ses, at forekomsten af tarmlasioner reduceres pa
synergistisk vis i forhold til reduktionen ved stigende
doser af de enkelte bestanddele, hvilket omend i mindre
markant grad ogsd ge¢r sig gzldende for vagtforg¢gelsen,
der ogsd overstiger den ved enkeltkomponenterne opnéede.
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Tarmlasioner (point)

DK 159684 B

Nicarbazin | A80190 (p.p.m).
(p.p.m.) | 0 4 8 12 16 20
I
0 | 9,13 8,63 5,94 3,50 1,19 0,0
20 | 9,13 5,13 0,19 0,13 0,0
30 | 8,88 1,63 0,50 0,0
40 | 8,90 0,56 0,0
50 | 8,56 0,0
125 | 0,08
Tyktarmlasioner (point)
Nicarbazin | A80190 (p.p.m.)
(p.p.m.) | 0 4 8 12 16 20
|
0 | 3,44 2,63 1,75 1,19 0,19 0,0
20 | 3,19 2,38 0,31 0,56 0,06
30 | 3,50 0,94 0,19 0,0
40 | 3,17 1,00 0,58
50 | 3,19 0,54
125 | 0,33
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(gram pr. kylling)

DK 159684 8B

Nicarbazin | A80190 (p.p.m.)

(p.p.m.) | 0 4 8 12 16 20
0 | 147 236 265 251 272 261
20 | 159 268 284 266 279
30 | 174 279 258 283
40 | 211 258 289
50 | 222 276

125 | 279
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Patentkrav:

\.
OMa \!!
- A
Me Me o Me Me
VA = Y "

og farmaceutisk acceptable salte deraf med baser.

2. Fremgangsméde'til fremstilling af en A80190-forbin-
delse ifgplge krav 1, kende tegnet ved, at man
dyrker Actinomadura oligospora NRRL 15877 eller NRRL
15878 eller en mutant deraf med vesentlig samme egenska-
ber i et dyrkningsmedium, der indeholder assimilerbare
kilder for carbon, nitrogen og uorganiske salte, under
submerse aerobe fermenteringsbetingelser, indtil antibio-
tikum A80190 er dannet, hvorefter man separerer A80190
fra dyrkningsmediet og om ¢gnsket omsatter det med en base
til dannelse af et farmaceutisk acceptabelt salt.

3. Forbindelse A80190 og farmaceutisk acceptable salte
deraf ifgplge krav 1 til anvendelse som veterinarprodukt

eller som sundhedsfremmende produkt til dyr.

4. Forbindelse A80190 og farmaceutisk acceptable salte
deraf ifplge krav 1 til anvendelse ved bekampelse af
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coccidiosis hos fjerkre.

5. Fremgangsmade til forggelse af foderudnyttelseseffek-
tiviteten hos drgvtyggende, k end e t e gne t ved, at
dyret oralt indgives en effektiv propionatforggende meng-
de af forbindelsen A80190 eller et farmaceutisk accepta-

belt salt deraf ifgplge krav 1.

6. Fremgangsmade til fremme af vaksten af monogastriske
dyr, k ende tegne t ved, at dyret indgives en
effektiv mangde af forbindelsen A80190 eller et farmaceu-
tisk acceptabelt salt deraf ifplge krav 1.

7. Dyrefoderblanding, Kk e nd e t e gne t ved, at den
som aktiv bestanddel indeholder A80190 eller et farmaceu-

tisk acceptabelt salt deraf i f¢lge krav 1.

8. Fjerkrafoderblanding ifglge krav 7, ken de teg -

n e t ved, at den indeholder en f¢prste komponent, som er
A80190 eller et farmaceutisk acceptabelt salt deraf ifpl-
ge krav 1, og en anden komponent, som er valgt blandt

nicarbazin, og 4,4'-dinitrocarbanilid.

9. Fjerkrafoderblanding ifplge krav 8, kende teg -

n e t ved, at den anden komponent er nicarbazin.

10. Actinomadura oligosporus NRRL 15878 til anvendelse

ved udgvelse af fremgangsmaden ifglge krav 2.
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