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Vyndlez se tyk& krmiva nebo népoje pro
zvifata nebo premixfi obsahuﬁmch antibio-
tlkum

- V. literatu¥e zabyvajic{ se antxblotlky je
rozsdhle popisovédn synergismus:

The Journal of Antibiotics 25, &. 8, 371
{1972}, ]. Chem. Soc. 19C, 1653 [1966) Bull.
Soc.. Chim. Belg. 68, 716 (1959); J. Amer.
Chem. Soc. 82, 4414 {1960); Tetrahedron
Letters 2687 [1971]; J. Antibiotics, Ser. A 14
{1961); Nature 187, 598 (1960); ]. Chem.
Soc. 2286 (1960); Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 360 aZ 365 (1964); Tetrahed-
ron Letters 4231 aZ 4238 (1966); Organic
Mass Spectrometry, 6, 151 aZ 166 ({1972);
Tetrahedron Letters 369 aZ 372 (1966) a J.
Chem. Soc. 190, 1669 aZ 1776 ({1966).

Nové synergické smési antibiotik pfipra- ‘

vené podle tohoto vynédlezu se pFipojuji k
jingm — jiZ popsanym synergickym smé&sim:
mikamycinu, pristinamyciny, ostrogryeinu,
streptograminu, P. A. 114, vernamycinu a
virginiamycinu.

. Vynélez se tykA krmné sm&si (véetnd na-
poji a premix{i} pro zvifata, obsahujici ob-
vyklé sloZky krmiv. Podstata vynédlezu je
v tom, Ze takovd krmnd smé¥s obsahuje 10
aZ 100 ppm antibiotik tvo¥enych makrocy-
klickymi laktony 36 926 a 37 277 nebo depsi-
peptidem 37 952, ziskanych kultivaci mikro-
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crganismu Actinoplanes auraticolor
31 011, nebho jejich sm&smi.
Vlastnosti .v§Se uvedenych makrocyklic-
kych lakton@ a depsipeptidu jsou podrobnd
popsény v popisu vynélezu &s. patentu ¢is.
196 262 téhoZ pFihlaSovatele; tamtéZ je po-
drobn& popsdn i zpfisob kultivadni vyroby
zminénych latek, ktery se provadi kultivaci
mikroorganismu Actinoplanes auranticolor
vyhodn& ve vodném Zivném prostfedi pii
teplotdch od 28 do 36°C. Takovéd kultivace
poskytuje sm8s sloufenin, pfiemZ v&tSinové
sloZky jsou oznalovdny jako sloudeniny
37 277 {depsipeptid] a 36 926 {makrocyklic-
ky lakton) a men$inové sloZky jako sloude-
niny 37 932 (depsipeptid] a 35763 {makro-
cyklicky lakton). Tyto smési obsahujici mak-
rocyklické laktony a depsipeptidy mohou
byt oddé&leny a ziskdny z fermentadntho Ziv-
ného roztoku extrakci rozpoustddlem, proti-
proudovym rozdélenim, sloupcovou chroma-
tografii nebo jejich kombinaci. Jednotlivé
antibiotické sloZky maji vyznamnou antibio-
tickou udinnost. Surovd antibiotickd smés
nebo kombinace makrocyklického laktonu
a Cistého depsipeptidu ziskané ze surové
smési vykazuji znadnou synergickou anti-
biotickou h¢innost. Surova antibiotickd smés,
Cisté antibiotické sloZky a smé&si &istych
makrocyklickych laktond a depsipeptidd jsou

ATCC
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_uémanl stlmulétory rastu kutat i.vepid. - .

- P¥ipojenéd obr. 1 a% 4 znézoriiujl infrater-:
vené spektra sloutenin 37 277, 36 926, 35 763~
a 37 932. Tato spektra slouZi pro 1dent1f1ka- :

ci t&chto sloudenin.

Zakladni komponenty-- v-- -annbxo.tlckych
smésich produkovanych Actinoplanes auran-
ticolor ATCC 31011 zahrnuji riizné makrocy-
klické laktony. a depsipeptidové antibiotic-
ké komponenty. SloZeni téchto antibiotic-
kych smési se méni od fermentace k fer-
mentaci a je funkci £asu, hodnoty pH, slo-
Zeni prostfedi atd. Za podmmek uvedenych

v pfikladech provedeni jsou majoritnimi an-
tibiotick?mi komponentami v antibiotickych
. smésich slouleniny 37 277 {depsipeptid) a
36 926 [makrocyklicky lakton], zatimco mi-
noritnimi antibiotickymi sloZkami jsou slou-
Ceniny 37 932 "(depsipeptid] a 35763 (mak-
rocyklicky lakton),

- Sloudeniny mohou byt z antibiotickych -
smési. oddé&leny a ziskany z vyfermentova- .
né Zivné pldy riznymi postupy, jako je.ex-. .

trakce rozpou$tédlem, Craigova protiproud-
néd extrakce, sloupcova..chromatografie, ne-

bo kombinace t&chto metod. Pro extrakei an-
tibiotik z Zivné pidy jsou pouZitelng§ razné. .
organické rozpoustédla, jako je chloroform,-
ethylacetdt a methylisobutylkefon. _Extrakce"""""

rozpoustsdlem se s vyhodou provadi dvoj-
ndsobnou extrakci Zivné pldy pfi pH 7, ob-
jemem rozpoudtddla ptibliZnd /3 aZ % ob-
jemu Zivné phdy, ze které je tfeba ziskat
smés antibiotik. Podle objemu Zivné pldy
jsou pro extrak&ni ddely pouZitelnd extraké-
n{ zafizeni, napriklad dé&lici ndlevky, micha-
ci tanky a mechanickd extrak&ni zarizem
naptiklad odstfedivky.” e

Vyhodnd metoda oddélovéni a regenerace
sloZek z antibiotickych sm#&si je néstedujici:
celd riebo vyfefend Zivnd plida se upravi na
hodnotu'pH 7 a dvakrét se extrahuje /3 aZ
Y. objemu. methylisobutylketonu. ‘Extrakt se
Zahusti ve vakuu a Koncentrat se’ odtudni
heptahem ° ‘nebo. petroletherem. Odtu&n&ny
konceritrdt se potom odpafi do. suchaza va:
kua. - Pevnx]a:odparek se ‘podrobi Craigovu
protlproudém déleni *(6 pater) 'za pouZiti
smasi’ toluen,” 5 dild : ethanal, 2 dily : vodn?
fostatovy pufr o hodnots pH 4,5, 3 dily. Po
_ rozdgleni vrstev'na horni a dolnf fazi v pro-
tiproudném . d8licim postupu se‘fdze sleduji
tenkovrstevinou ' chromatografil. -Oddé&lené
frakce jsou.odpafeny ve vakuu. :

‘Pevné ‘odparky obsahujici depsipeptidy se
rozpusti v-chloroformu, odbarvi se aktivnim
uhlim a po filtraci se odpafi ve vakuu do
sucha. Zbytek ziskany odpafenim chlorofor-
mu 'se ' rozpusti- v acetonu. Pevné latka vy-
srdZend piiddnim heptanu se rozpusti v ma-
1ém mnoZstvi chloreformu a nanese na slou-

pec pufrovaného silikagelu (hodnota pH 8).

ve smési chloroform :n-propanol [99:1
" gbj/obj). -Sloupec se- vyviji ve stejné smési
rozpoustédel pod tlakem 0,55 MPa. Jednot-
livé odebrané frakce sé chromatografuji na
tenké  vrstvé. Frakce .obsahujici rozdé&lené

4

vdepmpeptldy se spoi, odpaifl ve vakuu a
>_~krysta1u]i ze smési aceton — heptan

P

Frakce z protiproudé ektrakce, ,k;eré ob-
sahujt makrocyklické laktony, se spoji, od-
pafi za vakua a odparek je vyjmut ethyl-
acetdtem. Roztok se michd se silikagelem,
filtruje a rozpou3t&dlo se odstrani za vakua.
Odparek se opét vyjme ethylacetdtem a sré-
Zf priddnim hexanu. Pevné latky se rozpusti
v malém mnoZstvi ehloroformu ‘a.cliromato-
grafuji pod tlakem 0,55 MPa na sloupci puf-
rovaného silikagelu [ hodnota pH 6] v ethyl-
acetdtu. Vyvijejici se smés mé sloZeni ethyl-
acetdt — tetrahydrofuran — hexan (80:

:20:20) a je nasycena vodnym fosfatovym

_pufrem (hodnota pH 6). Jednotlivé oddé&le-

né frakce se sleduji chromatograficky na
tenké -vrstvé. Frakce obsahujici™ odd&lené
makrocyklické laktony se spojil a bdpali ve
vakuu. Jednotlivé frakce jsou dé&leny dal¥im
Craigovym protiproudym dé&lenim nebo/a
sloupcovou chromatografii za pouZiti rdz-
nych vyvijecich soustav. Pedlivou identifi-
kaci v kaZdé Cistici operaci se zajistuje, Ze

“jednotlivé makrocyklické laktony jsou do-

statefng izolovany tak, Ze kapalné frakce

- mohou byt odpafeny a ziskény Cisté slouée-
niny.

"A."auranticolor ATCC 310100 produku;
nejméné Ctyfi depsipeptidy a nejméng Ctyfi -
makrocyklické laktony. Av8ak primérnimi
sloZkami jsou.-depsipeptidy: sloufeniny Cislo
37 277 {majoritni) a 37 932 (minoritni}, a
makrocyklické laktony : sloufeniny 36 926
{majoritni) & 35763 (minoritni).

Surové antibiotické smési primo ziskané
z #ivné pldy a vyZfisténé jednotlivé sloZky -
maji: 3irok4 “antibakteridln{ ‘spektra.- "Jako
mikroorganismy, Kkteré.. piéstavaji pomino-
Zovat v piitomnosti t€chto antibiotik,” jsou
Salmonella typhosa, Shigella 'dy‘senteriae
Escherichia coli,» Klebsiella;: pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyo-
genes, Streptococcus fecalis, D1p10coccus
prieumoniae, Bacillus subtil‘is;- Corynebacte-
rium. dipteriae; Clostridium septicum, Bru-
cella abortus, Neisseria sicca, Lactobacillus
acidophilus a Pasteurella multocida.

Antibiotika. pfipravend. podle tohoto vy«
nélezu, bud jako surové smsi, nebo ve for-
m&. fisténych’ jednotlivych ' sloZek 'nebo je«
jich vsmé&si, mohou byt pouZivany pri poti-
rénf riZnych infekci u lid{ a zviFat. Veobec-
né je u téchto antibiotik nejvhodn#jsi poda-
vani v dennich perordlnich déavkéch 0,5 aZ
1 g, nebo v parenterdlnich davkach od.100
do 500 mg v zavislosti na typu a zdvaZnosti
infekce a'na véze 1éCeného organismu.

Sloueniny podle tohoto vynélezu. mohou
byt poddvény samotné nebo v kombinaci:s
farmaceuticky pouZitelnymi vehikuly, a tak-
to mohou byt podavany v jednotlivfch nebo
nasobnych ddvkéch.

Tablety .pro- Géely peroralmho podévam
obsahuji riznd plnidla, jako mnapiiklad cit- -
r4t sodny, uhlititan vdpenaty a stfedni fos-
forefnan védpenaty, a mohou byt pFidéna
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riiznd 1‘o.zvolfj.'9' ;
kyselina alginovd a komplexni k¥emititany,

spoletn& § pojivy, ‘jako’ je_napFiklad polyvi- .
nylpyrroliden, sachar6za, Zelatina aarabskd =
guma. Kromg:toho se fasto pouzivajl i klug-

né latky; jakq.je steardt horesn&ty, sodna
stil kyseliny ‘_li;@urylsulfonové a mastek pro
tabletovaci . tidely. Pripravky v tuhé formd

podobného typu mohou byt . pouZivdny jako

ndplné do mekkych a tvrdych Zelatinovgch .+

kapslf; vhodngmi materidly jsou laktéza a
také vysokomelekuldrni, polyethylenglykoly.
Vodné suspenze. nebo/a elixiry jsou vVhodné
pro perorélnf poddvani; jejich zékladni sloz-
ka mfZe byt-kombinovana ‘s riznymi’ sla-
didly nebo chufovymi latkami, déle také s
fedidly; jako je nap¥iklad voda, ethanol, pro-
pylenglykol, -glycerol ‘a ‘jejich smdsi. -
Roztoky téchto antibiotik v sezamovém a

Mikroorganismus - A

/adla, jako napfiklad skrob, |
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podzemnicovém oleji nebo ve vodném pro-

..bylenglykolu mohou byt pouZivany pro pa-
~renterdlni pod4véani. e

. Je zajimavé, Ze jednotlivd antibiotika po-
dle tohoto vynélezu vykazuji antimikrobi4l-
ni Gcinek, ktery je velkou mérou- bakterio-
statické povahy. V3ak surové. antibiotické
smesi nebo smési Cist&nych depsipeptidii a
tisténych makrocyklickych laktonf vykazu-

© jf synergicky ufinek, ktery je: plevéZng bak:
tericidni povahy. ‘

Pri zkouSeni majoritniho makrocyklického
laktonu, sloudeniny 36 926 {A) a majoritni-
ho depsipeptidu; sloudeniny- 37 277 (B) jed-
notlivé a ve smési zFedovaci metodou ve
zkumavkéch ‘proti nésledujicim mikroorga-
nismim, byla zji§téna" minimalni inhibi&ni
Koncentrace v mikrogramech/ml/MIC:

- r

.. B A+B Surovd smés

Staph. aureus 005 1,56 25 0,10 > < 0,10
Staph. aurgus-400 -~ ' 3,12 w128 0,78 > < 0,10
Strept. faecalig:; . E =100 ..o © 12,5 1,56 0,20
Neisseria sicca «-. X 0,39 50 0,10 - < 0,10
Treponemaliyodysenteriae o — =TT T T 019
Strep. pyogenes: - ' 0,39 12,5 010 .. <010
Bacteriodes fragilis 35 614 25 50 0,73 0,78
Clostridium inocuum 6,25 > 100 0,20 0,39

Lactobacillus.casei var. casei. 3,12

.Srovnatelné “vysledky byly ziskény pii
zkouSenf~ minorjtntho makrocyklického lak-
tony, ‘slouentria 35 763 (A‘), .a minoritnihg
depsipeptidu, “sloutenina 37932 - (B'), jed:
notlivé nebo ve vhodnych ‘koncentrdcich, tf,
ATEA, B #Bnebo (A’ +B) = (A" B) =
# A+ B) & (A+B)7 " R

Maximélnl synergické d&innosti smasi &is-
tych makrocyklickych laktont a depsipep-

tidd se dosahuje jejich pomér asi 1 a¥ 2-:-1.

PEbliZné ‘takovyto pomér sloZek se vysky-
tuje: ve' vyfermentovanych "Zivny_ch": pliddach

TABULKA 1
Hodnoty PDso {mg/kg)

625 - . 020 ... . . .039

A. auranticolor ATCC 31011 a v surovych
antibiotickych smésich z nich izolovanych.
Toto zjisténi je v rozporu s 'jinymi popsang-
i sypergickymi sm&smii, Kde se synergicke
faktory jevi ve vyfermentovanych ‘plidéch a
surovych smésich p¥i suboptimatiich pomis:
rech, e S A

Udaje Zjl§t8n6 in"vive o ochrafindim G&ii-
ku dosaZeném pfi perordlnim a subkutdn-

~nim poddvani u my3i pokusng infikovangch
kmenem Stahpylococcus aureus jsou podéany

v tahulce L :

S.-aureus 01A005' .

]

- Perordlng Subkutédnng
Sloudenina 36 996 > 200 > 200
Sloulenina 37 277 L . >200. o, >200
Sloucenina 36 926 + 37277 (1:1) e 210 ST ’ 60"

Surové antibiotickd smé&s .

- Antibiotika vyrobené4 .podle: tohoto -vyné-
lezu-mohou byt pokldddna za zv14sts zaji-
mava jako rlstové faktory u-dribeZe a .zvi-
" fat vzhledem k jejich Sirokému antibakte-
ridlnimu spektru, a dédle pro lédeni dysen-
terie prasat vzhledem k vyzna&nému udin-
ku proti Treponema hyodysenteriae, coZ je
anaerobni spirocheta, kterd tuto nemoc zpl-
sobuje. '

1502200 . 72ariz0’

' Utinek - na stimulaci ristuu surovych an-
tibiotickych smési byl zjidtovan u mladych
krmnych selat ve 40dennim pokusu. Prii-
meérny denni priristek, spotfeba krmiva a
krmnd Gfinnost se vyzna&ng zlep8ily {p <
< 0,01) ve srovndni s kontrolou bez anti-
biotika (tabulka II).
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TABULKA II

Skupina Pramérny Prim&rné dennf Krmné dé&innost*)

: denni pFirdstek spotfeba krmiva .

B (kg) (kg)

kontrola bez antibiotika 0,35 0,91 2,57
surovéd antibiotickd smés ' s

50 ppm 0,63 1,35 2,15

*} hmot. dily krmiva na hmot. dfl véhového pFiriistku

Srovnatelné vysledky mohou byt ziskény
s jingmi antibiotick§mi sm&smi pfesahujici-
mi rozsah 10 aZ 100 ppm.

Srovnatelné vysledky mohou byt ziskdny
také poddvanim jednotlivych &istych sloule-
nin 36 926, 37 932 a 37 277 nebo smé&si té&ch-
to &istych sloudenin, které se sloZenim bliZi
slo¥eni surovych antibiotickych smési.

Utinek na stimulaci riistu hospodéfskych
zvitat byl demonstrovdn na slepicich v ba-
teriovém pokusu. Vyzna®né zlepSeni (p <
< 0,1) vahovych pFirGstkii proti kontrole
bez antibiotika bylo pozorovéno na antibio-
tické diet&. [Tabulka IIL) '

TABULKA III ..

Skupina Primarny Prdm&rnéa Krmn§ Gginnost
R véhovy pfirtistek spotfeba krmiva N '
o ‘ © (8) (8}
kontrola bez antibiotika 566 939 1,66
surové antibiotickd smés . o

10 ppm 608 949 1,56

Srovnatelné vysledky mohou byt ziskany
také s jinymi surovymi antibiotickymi smés-
mi nad rozsahem 10 aZ 100 ppm.

Srovnatelné vysledky mohou byt ziskény
také poddvdnim jednotlivfch Cistych slou-
&enin 36 926, 37 932 a 37 277 nebo sm#si &is-
tych sloubemn které se sloZenim pfibliZuji
sloZeni surovych antibiotickych smési.

Profylakticky tdéinek antibiotik vyrobe-
nych podle tohoto vynédlezu byl stanoven na

prasatech pokusn& infikovanych infek&nim
materidlem zplisobujicim dysenterii prasat.
Obsah tlustého stfeva a vySkraby ze sliznice
byly ziskdny z epizootie klinicky diagnosti-
kované dysenterie prasat. Zdravd prasata
byla timto materidlem infikovédna pifm¢m
otkovdnim. Krmivo obsahujic{ antibiotikum
bylo poddvdno po dobu 28 dni. Vgsledky
jsou shrnuty v tabulce IV. :

TABULKA IV
Skupina Nemocnost Umrtnost Prﬁméﬁny denni
(%) (%) pfirtstek (kg)
kontrola 100 0 - —0,13
surové antibiotické smés
50 ppm ' , 0 0 0,66
37,5 ppm = . 0 0 0,57
. 250 ppm S 0 0 068
. 12,5 ppm A 0 0 . : 061_
6,25 ppm 50 10 0,47
Srovnatelné vysledky mohou byt ziskédny P¥iklad 1

u dfvek nad rozsahem dédvek 10 aZ 100 ppm’
i u jingch antibiotick§ch smési s jednotlivy-
mi d&istymi sloudeninami 36926, 37932 a
37 277 nebo smésmi surovych ant1b10t1ck§rch
smasi.

Antibioticky premix, kterého mé byt po-
uZito k pfiddvani do krmnych smésf pro zvy-
%eni vyuZitelnosti potravy u nepfeZvykavci,
1ze vyrobit na zéklad& pFedpisu nasledujI-
ciho sloZeni
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SloXky: Proceénto
kukufice - . 78,40
s6jovd mouka, 489 % ' 18,50
fosfore€nan vépenaty 1,50 -
vépenec ’ . 0,50
jodidov4 siil 0,50
vitaminovy premix(® ® 0,50

premix se stopovymi prvky®

(a) Odpovid4 nésledujicim hladindm vita-
minu v pomé&ru na 453 g; vitamin A 2000 m.
j.; vitamin D 200 m. j.; vitamin E 5 m. j.;
vitamin K 1 mg; niacin 12 mg; riboflavin
1,5 mg; kyselina panthothenovd 7 mg; cho-
linchlorid 500 mg; vitamin Biz 10 ug.

(b) Odpovidd nésledujicim koncentracim
stopovych prvk@ v poméru k 1 miliénu: man-

gan 120, Zelezo 40, mé&d 4, jod 2,4, kobalt.

0,4, zinek 100.

MnoZstvi antibiotika obsaZeného v kaZdém
0,5 kg 1ze mé&nit podle pFani. Vyhodny anti-
bioticky premix obsahuje 22,6 g antibiotika

_ 10 _
na kg, ktery miZe obsahovat antibiotickou

‘'smés zahrnujici sloudeninu 35763, 36 926,

37 277 a 37 932 produkovanych fermenta&ns
pomoci Actinoplanes aurdnticolor ATCC
31011, nebo sloufeninu 37 277 nebo sloude-
ninu 36 926 nebo slou€eninu 37 932. 0,5 kg
premixu na 1000 kg kompletni ddvky posky-
tuje kone€nou koncentraci antibiotika 11

ppm.
P¥iklad 2

Tekuty antibioticky premixovy koncen-
traf vhodny k priddni do pitné vody za dde-
lem zvySeni u€innosti krmiva u nepfeZvy-
kaved o Zadané koncentraci lze pfipravit
rozpustdnim antibiotické smé&si obsahujici
sloufeninu 35763, 36926, 37277 a 37932
produkované za fermentadnich podminek
pomoci 'Actinoplanes auranticolor ATCC
31011 nebo sloudeninu 37 277 nebo sloude-
ninu 36 926 nebo sloudeninu 37 932.

PREDMET VYNALEZU

Krmnd smé&s pro zviFata, obsahujici ob-
vyklé slo¥ky krmiv, vyznaduijici se tim, Ze
obsahuje 10 a¥ 100 ppm antibiotik tvofe-
nych makrocyklickymi laktony 36926 a

37 277 nebo depsipeptidem 37 932, ziskanfch
kultivaci mikroorganismu Actinoplanes au-
ranticolor ATCC 31011, nebo jejich sm&smi.

4 listy vykrest

Severografia, n, p., z&vod 7, Most
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