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Foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmate for

fremstilling av antibiotika X-14889C med formelen:

Me Et

Me

I

samt farmaseytisk akseptable salter derav,

ved fermentering av den nye stammen Streptomyces sp. X~
14889 NRRL 15517 i en vandig opplesning inneholdende et
nitrogenholdig naringsmiddel under neddykkede aerobiske
betingelser og deretter isolere forbindelsen X-14889C fra
opplogsningen, og, om ¢nsket, konvertere forbindelsen til
farmaseytisk akseptable syreaddisjonssalter.

En kultur av den levende organisme som har fatt laboratorie-
betegnelsen X-14889 er deponert 11. juli 1983 i US Depart-
ment of Agriculture, Agricultural Research Service, Northern
Regional Research Laboratories, Peoria, Ill. og tilfoeyet
deres mikroorganismesamling som NRRL 15517. Kulturen ligner
mest Streptomyces sparsogenes.

Stammen Streptomyces X-14889 har fplgende karakteristika:

Mikroskopiske og kijemiske karakteristika

Kultur X-14889 vokser i agarmedia med forskjellige sammen-—
setninger som gir en veksttype som er karakteristisk for
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mange aerobe aktinomyceter. Et substratmycel trenger inn i
agaren og forblir uten fragmenter, mens en del av luft-
vekstmassen differensierer i kjeder av sporer. Kjedene er

dpne til tette spiraler og inneholder mer enn 10 sporer

'pr. kjede. Sporene er taggede og deres gjennomsnittsdimen-

sjoner er 0,65 x 0,91 um.

Kromatografisk analyse av helcellehydrolysater viser at
LL-diaminopimelinsyre foreligger, som 1 tillegg til de
ovenfor oppfgrte egenskaper, tyder pa at stamme X-14889

tilhgrer slekten Streptomyces.

Makroskopiske karakteristika

Karakteristika for vekst i forskjellige agarmedier er sam-
menfattet i tabell 1 nedenunder. Dataene ble registrert

etter 14 dagers inkubering ved 28°c.
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Tabell 1

Mengde av sporu-

Farve av

160859

Farve av det

Medium leringsgrad aerialmasse reverse mycelium
(1) (1)

Gjer- rikelig vekst; koffer tbrun koffertbrun

malt- voksaktig utse- (4 pg) (4 pg)

ekstrakt ende, ingen

(Isp-2) sporulering

Hvete- rikelig vekst; asker gréd (g), blandet

agar god sporulering (5 fe) med brun: (3 cg)

(180-3) l

Uorganisk

salt- rikelig vekst; eikebrun lysbrun

agar ingen sporule- (4 pi) (4 ng)

(ISP-4) ring‘

Glycerol-

aspara- darlig vekst: lysgra lysgra

gin ingen sporulering (c) (c)

agar

(ISP-5)

(1) Farvekoden er den av the Color Harmony Manual, 4.:

utgave, Container Corporation of America, 1958.

A.S M. A/S.15.000.6.84



160859

10

15

20

25

30

35

Fysiologiske karakteristika

Kultur X-14989 kan vokse pa glukose, galaktose, fruktose,
arabinose, rhamnose, mannitol, sukrose og raffinose. Det
er ingen vekst pa xylose, inositol eller cellulose, og

liten eller tvilsom vekst pd& salicin. Vekst inhiberes av
'streptomycin. Melaninproduksjon i ISp-7 medium, H2S pro-
duksjon i ISP-6 medium og nitratreduksjon i ISp-8 medium
er negative. Gelatin og kasein hydrolyseres, men ikke

stivelse. NaCl toleransen er lav (mindre enn 2%).

Taksonomiske slutninger

De fenotypiske trekk som er oppfgrt ovenfor for kultur-
X~14889 gjgr det mulig & henfgre denne kultur til en
gruppe Streptomyces arter som har en markert likhet med
stammen som studeres under studiet if@dlge fenotypiske data

angitt i litteraturen, dvs.,

{Buchanan,  R.E. and N.E. Gibbons. 1974. Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology. 8th edition. Williams and
Wilkins Co., Baltimore.

Shirling, E.B. and D. Gottlieb. 1968. Cooperative descrip-

tion of type cultures of Streptomyces. II. Species descrip-
tions from first study. Int. J. Syst. Bacteriol. 18: 69-189.

Shirling, E.B. and D. Gottlieb. 1968. Cooperative descrip-
tion of type cultures of Streptomyces. III. Additional
species descriptions from first and second studies. Int. J.
Syst. Bacteriol. 18: 279-392.

Shirling, E.B. and D. Gottlieb. 1969. Cooperative descrip-
tion of type strains of Streptomyces. IV. Species descrip-
tions from the second, third and fourth studies. Int. J.
Syst. Bacteriol. 19: 391-512.

shirling, E.B. and D. Gottlieb. 1972. Cooperative descrip-
tion of type strains of Streptomyces. V. Additional des-
criptions. Int. J. Syst. Bacteriol. 22: 265-394].

A.S.M. A/S. 15.000. 6.84
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Artene er S. albaduncus, S. canus, S. cuspidosporus, S.
olivoviridis, S. craterifer, S. saraceticus og S. sparso-
genes. S. albaduncus skiller seg fra X-1488% ved forbruk
av xylose, inositol og sukrose; S. canus utnytter xylose
og inositol:; S. cuspidosporus vokser p& xylose, inositol
og salicin:; S. olivoviridis er negativ pad raffinose og
sukrose er positiv pad xylose; S. craterifer utnytter xy-
lose og utnyttelsen av sukrose og raffinose er tvilsom; S.
saraceticus utnytter xylose, men utnyttelsen av rhamnose
er tvilsom. S. sparsogenes er kanskje den art som ligner
mest p& X-14889. Ingen av organismene sporulerer godt pd
utvalgte media, og utnyttelsen av sukkere ligner med unn-
tak av xylose, som utnyttes av S. sparsogenes, Og av
galaktose, for hvilken denne art er negativ. Andre for-
skjeller er at de individuelle sporer i sporekjedene til
S. sparsogenes er utydelige, hvilket tyder pa et folie og
at spormassen har hygroskopisk karakter. Sammenfattet,
selv om X-14889 ligner flere andre typer Streptomyces,
adskiller produksjonen av unike antibiotika og flere fys-
iologiske og morfologiske egenskaper den fra alle andre

arter som den er blitt sammenlignet med.

Streptomyces sp. X-14889 produserer ved dyrking under egnede
betingelser forbindelsen med formel I sammen med antibitoka
X-14889 A, B og D. En fermenteirngsvaske som inneholder
Streptomyces sp. X-14889 fremstilles ved & inokulere sporer
eller mycel av organismen som produserer forbindelsen X-
14889 A-D i et egnet medium, og s& dyrke under aerobe
betingelser. For fremstilling av forbindelsene X-14889 A-D,
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er dyrkning pd fast medium mulig, men for fremstilling av
storre mengder foretrekkes dyrking i et vaskemedium. Dyrk-
ningstemperaturen kan varieres over et stort omrade,20-35°C,

innenfor hvilket organismen kan vokse, men en temperatur
pa 26-30°C og en hovedsakelig ngytral pH foretrekkes. I

én aerob dypkultur av organismen for fremstilling av for-
bindelsene X-14889 A-D, kan mediet som karbonkilde
inneholde en héndelsglyseridolje eller et karbohydrat sa-
som glycerol, glykose, maltose, laktose, dekstrin, stiv-
else osv. i ren eller ra tilstand og som nitrogenkilde et
organisk materiale sasom soyabgnnemel, distillers's solub-
les, peangttmel, bomullsfrgmel, kjgttekstrakt, peptron,
fiskemel, gjarekstrakt, maisstgpevaske osv. og om ¢gnsket
uorganiske nitrogenkilder sd&som nitrater og ammoniumsalter
og mineralsalter sasom ammoniumsulfat, magnesiumsulfat
©.1. Det kan ogsad inneholde natriumklorid, kaliumklorid,
kaliumfosfat o.1l. og pufferreagenser sdsom natriumsitrat,
kalsiumkarbonat eller fosfater og spormengder av tungme-
tallsalter. I ventilerte dypkulturprosesser brukes et an-
tiskummiddel sdsom flytende paraffin, fettoljer eller si-
likonforbindelser. Mer enn en type karbonkilde, nitrogen-
kilde eller antiskumkilde kan brukes for fremstilling av
forbindelser X-14889 A-D.

De fglgende eksempler vil tjene til & illustrere denne

oppfinnelse uten & begrense den til dette.
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Eksempel 1

Rystekolbefermentering av Streptomyces X-14889

X-14889 kulturen dyrkes og holdes p& en stivelse-kasein-

skrdagar med fglgende sammensetning (gram/liter destillert

vann) :
Opplgselig stivelse 10,0
Kasein 1,0
KZHPO4 0,5
MgSOA ( vannfritt) 0,5
Agar 20,0

Juster til pH 7,4 med NaOH for autoklavering. Skrdagaren
inokuleres med X-14889 kultur og inkuberes ved 28°C i
10-14 dager. En slant agar inneholdende sporulert kultur
fra skrdagaren brukes sa for 3 inokulere en 500-ml Erlen-
meyer kolbe inneholdende 100 ml sterilisert inokulummedium

med fglgende sammensetning (gram/liter springvann):

Soylose 105 10,0
Cerelose 20,0
CaCO3 0,2
CoCl,#6H,0 0,001
Nazso4 1,0

PH til 6.0 f#r sterilisering.

Den inokulerte kolbe inkuberes ved 28°c i 72 timer pd en
roterende ryster som gar ved 250 opm med et 5 cm utslag.
En 3-ml porsjon (3%, v/v) av den resulterende kultur bru-
kes sd& til & inokulere en 500 ml Erlenmeyer kolbe inne-
holdende 100 ml sterilisert produksjonsmedium med samme
sammensetning som inokulums medium. Den inokulerte kolbe
inkuberes ved 28°C i 6 dager pd en roterende ryster som

gar ved 250 opm med et 5 cm utslag.

A.S.M. A/S. 15.000. 6.84
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Eksempel 2

Tankfermentering av Streptomyces X-14889

X-14889 kulturen dyrkes og holdes pd en stivelse-kasein-

skrdagar som beskrevet i eksempel 1. Et stykke agar inne-

holdende den sporulerte kultur fra skrdagaren brukes sa

til & inokulere en 6-liters Erlenmeyer kolbe inneholdende

2 liter medium med fglgende sammensetning (i gram/liter

springvann):
Soylose 105 10,0
Cerelose 20,0
CaCO3 0,2
CoCIZ-SHZO 0,001
Nazso4 1,0

PH til 6.0 fd¢r sterilisering i 45 minutter

i en autoklav.

Den inokulerte kolben inkuberes ved 28°C i 5 dager pa en
roterende ryster som g&r med 250 opm med et 5 cm utslag.
Fire liter av den resulterende kultur brukes som inokulum
for & starte en fermentering i en 378 liter fermentor
inneholdende 227 1 medium med fglgende sammensetning

(gram/liter springvann):

Soylose 10§ 10,0
Cerelose 20,0
CaCO3 0,2
CoCl,+6H,0 1,0
Sag 4130 (Antiskum) 0,1

( Enhetskarbid)
pH til 6.0 for sterilisering i. 45 minutter med

en 1,02 atm. damp.

Det inokulerte medium beluftes med trykkluft ved en has-
tighet pd 85 liter pr. minutt og rgres med rgrere ved 280
opm. Fermenteringen utfgres ved 28°Cc i 72 timer. 75

liter av den resulterende kultur brukes til & inokulere en

1890 liters fermentor inneholdende 1368 liter medium med

A.S.M.A/S.15.000.6.84
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den fglgende sammensetning (gram/liter springvann):

Soylose 105 10,0
Cerelose 20,0
CaCO3 0,2
CoC126H20 0,001
Nazso4 1,0
Sag 4130 Antiskum 0,1
(Fnhetskarbid)

pPH til g,Q f#r sterilis=ring i 45 minutter

med en 1,02 atm. damp.
Den inokulerte fermentor beluftes med trykkluft ved 566
liter pr. minutt og rgres med rgrere ved 280 opm. Fermen-

teringen utfgres ved 28°C i 139 timer.
Eksempel 3

Isolering av antibiotikum X-14889C-natriumsalt fra tankfermentering av
Streptomyces kultur X-14889

BRll vasken (368 liter) fra 139 timers fermenteringen av
Streptomyceskulturen sp. X-14889 ble ekstrahert to ganger
med samme volumer etylacetat ved hgstingstidspunktet pH
(7,1). Lgsningsmiddelsjiktet ble skilt fra og konsentrert
under redusert trykk til en olje. Oljen ble opplgst i n-
heksan og ekstrahert to ganger med samme volumer acetoni-
tril. Den ekstraherte heksanfasen ble konsentrert under re-
dusert trykk til en olje (70 g), og opplgst i 1,5 liter
metylenklorid og vasket i rekkefglge med 0,5 liter 1N HC1,
vann, mettet natriumkarbonat og vann. Lésningsmiddelsjik-
tet ble tdrket over natriumsulfat og konsentrert under re-
dusert trykk. Dette konsentratet ble kromatografert pa en
metylenkloridoppslemmet pakket 800 g kiselgel (Davison
grad 62) kolonne. Kolonnen ble eluert med 4 liter metylen-
klorid, etterfulgt av 4 liter dietyleter-heksan (9:1).
Fraksjoner av 40 ml hver ble samlet og fraksjon nummere
60-120 ble slatt sammen og konsentrert under redusert
trykk til en olje (6 g). Oljen ble opplgst i minimumsvo-

lumet metylenklorid og s& kromatografert pad en metylen-

A.S.M.A/S. 15.000.6.84
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klorid oppslemmet-pakket 300 g kiselgel (Davison grad 62)
kolonne. Kolonnen ble eluert med 2-liter metylenklorid og
sa en gradient mellom 4 liter dietyleter-n-heksan-aceton-
ammoniumhydroksyd (7:3:1:0,02) og 4 liter dietyleter-ace-
ton (9:1). Fraksjoner p& 25 ml hver ble samlet. Fraksjon
nummere 251-300 ble s14tt sammen, lgsningsmiddelet fjernet
under redusert trykk og resten ble opplgst igjen i etyl-
acetat og i1 rekkefglge vasket med 1 N HCl, vann, mettet
natriumkarbonat og vann og tgrket over natriumsulfat. Lgs-
ningsmiddelet ble fjernet under redusert trykk og resten
ble krystallisert fra dietyleter ved tilsetning av heksan,
hvilket ga antibiotikum X-14889C-natriumsaltmonohydrat.

smo. 139-141°C, [a)2® = 19.3°C (el i cHCl,).

MiXroanalys Y > . - .
oanealyse beregnet for: C33857010N3.H20 (654.82):

Berecnet: 3C, 60.53; SH, 9.08; tNa, 3.51; %HZO. 2.75.

Funnet: $C, 60.99, 61.24; tH, 9.16, 8.79; %Na, 3.68; %HZO.
2.00.

Strukturen ble bestemt med rgntgenkrystallografi (antibio-
tikum X-14889C er en lavere homolog av Lysocellin).

Antibiotikum X-14889C viser antimikrohiell aktivitet mot

en rekke organismer som vist i tabellen nedenunder.
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*In vitro
Mikroorganisme
G(+) cocci
Streptococcus faecium
ATCC 8043
Staphylococcus aureus
ATCC 6538P
Micrococcus luteus
ATCC 9341

G(+) staver
Bacillus megaterium

ATCC 8011
Bacillug sp. E ATCC 27359
Bacillus subtilis ATCC 558
Bacillus sp. TA ATCC 27860

G(+) trader

Mycobacterium phlei ATCC 355

Streptomyces cellulosae
ATCC 3313

Muggsopp
Paecilomyces varioti

ATCC 28820

Penicillium digitatum
ATCC 26821

Gi»r
Candida albicans NRRL 477
Saccharomyces cerevisiae

ATCC 4226

160859
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Minimal inhiberende konsentrasjon (mcg/ml)

X-14889C

0.08

2.5

0.63
1.25
1.25

50

10

125

250

62.5

500

*

A S.M.A/S,15.000 6.84

Som bestemt ved en agardiffusjonsbr#nn metode.
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Som ovenfor angitt har antibiotikumet i foreliggende opp-
finnelse og saltene derav den egenskap at de negativt pa-
virker veksten av visse grampositive bakterier. De er an-
vendelige i vaskelgsninger for sanitarformdl samt ved vas-
king av hender og rensing av utstyr, gulver og mgbler i

kontaminerte rom eller laboratorier.

N&r de brukes som desinfeksjonsmiddel bgr en fagmann ta i
betraktning de minimale inhiberende konsentrasjo-

ner for antibiotikumet - ved utregning av antibiotikum-
konsentrasjonen som skal brukes mot mdlorganismen.

Antibiotikum X-14889C viser ogsd de fglgende aktiviteter:

(A) Aktivitet mot svinedysenteri

Antibiotikum X-14889C natriumsalt viser in vitro akti-

vitet mot Treponema hyodysenteriae, en kilde til

svinedysenteri, viser aktivitet ved 5 mcg/ml. Under-

sgkelse av aktivitet mot Treponema hyodysenteriae, en

kilde til svinedysenteri, besto i inokulering av blod-
agarplater inneholdende en rekke av to fire gangers
fortynninger av antibiotikumet og ipronidazol, et ef-
fektivt middel mot svinedysenteri med ti gangers for-
tynninger av hver av T. hyodysenteriae stammene (H 78,
H 140, H 179). Etter 48 timers inkubering ved 42% i

en anaerob atmosfazre, ble minimale inhiberende konsen-
trasjoner registrert som de laveste konsentrasjoner av
forbindelsen som fullstendig inhiberte det sterkest

fortynnede inokulum av hver T. hyodysenteriae stamme.

(B) Aktivitet mot Plasmodium berghei

Antibiotikum X-14889C natriumsalt viser in vitro akti-
vitet mot Plasmodium berghei ved en subkutan dose pa
22 mg/kg.

(C) Aktivitet som for effektivitetsforsterker hos dyr

Antibiotikum X-14889C natriumsalt viser in vitro akti-

vitet som foreffektivitetsgker hos drgvtyggere. Ved 50

A.S.M.A/S. 15000 6.84
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ppm av antibiotikumet var prosentdelen totale flyktige
fettsyrer 154,3% mot 100% for kontroll i standard

fistikulert ruminent modell.

Basert pd in vitro resultatene ovenfor kan man pd forhand
anta at administrering av antibiotikum X-14889C heretter
kalt "Antibiotikum" eller "Antibiotikum forbindelse" fore-
bygger og behandler ketose samt forbedrer forutnyttelses-
graden hos drgvtyggere eller svin. Arsaksmekanismen til
ketose er en mangel i produksjon av propionatforbindelser.
En i ¢gyeblikket anbefalt behandling er administrering av
propionsyre eller for som fortrinnsvis produserer propio-

nater. Det er &penbart at & stimulere propionatproduksjo-

nen i ordinart for vil redusere ketosetilfeller.

Basert p& in vitro resultatene vil man kunne forutse at
antibiotikum X-14889C gker forutnyttelsesgraden hos drgv-
tyggende dyr som f&r dette gitt oralt. Den letteste vei 3

gi antibiotikum er & blande det inn i dyrets for.

Imidlertid kan antibiotikumet med hell gis pa andre mater.
F.eks. kan de innfgres i tabletter, drageer, piller eller
kapsler og doseres til dyrene. Formulering av den antibio-
tiske forbindelse i slike doseringsformer kan oppnas ved
hjelp av velkjente metoder innenfor veterinarfarmasien.
Kapsler er lette & produsere ved a fylle gelatinkapsler
med enhver ¢gnsket form av det gnskede antibiotikum. Om
gnsket kan antibiotikumet fortynnes med et inert pulver-
formig fortynningsmiddel sdsom sukker, stivelse eller ren-
set krystallinsk cellulose for & gke dets volum og derved

lette fyllingen 1 kapsler.

Tabletter av antibiotikumet fremstilles ved vanlige farma-
spytiske prosesser. Fremstilling av tabletter er velkjent
og en hgyt utviklet teknikk. I tillegg til den aktive be-
standdel inneholder en tablett normalt en base, et spreng-
ningsmiddel, et absorpsjonsmiddel, et bindemiddel og et

smgremiddel. Typiske grunnlag er laktose, melis, natrium-

A.S.M A/5.15.000.6.84
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klorid, stivelse og mannitol. Stivelse er ogsad et godt
spreningsmiddel i likhet med alginsyre. Overflateaktive
midler s&som natriumlaurylsulfat og dioktylnatriumsulfo-
suksinat brukes 0gsad noen ganger. Vanlige brukte absorben-
ter er igjen stivelse og laktose mens magnesiumkarbonat
ogsd kan anvendes for oljeaktige substanser. Meget brukte
bindemidler er gelatin, gummier, stivelse, dekstrin og
forskjellige cellulosederivater. Blant de vanligst brukte
smgremidler er magnesiumstearat, talku, paraffinvoks, for-

skjellige metallsaper og polyetylenglykol.

Administreringen av den antibiotiske forbindelsen kan vare
som en langsomt avgivende pille. Slike piller lages som
tabletter, bortsett fra at det foreligger et middel for &
forsinke oppldsningen av antibiotikumet. Piller lages slik
at de frigjgr over lange tidsrom. Den langsomme opplgsning
bevirkes ved 3 velge en meget vannulgselige form av anti-
biotikumet. En substans sasom jernspon brukes for & gke

pillens densitet og holde den statisk pd bunnen av vommen.

Oppldsning av antibiotikumet forsinkes ved bruk av en mat-
rise av ulgselige materialer som drogen er innstgpt i.
F.eks. kan substanser sdsom vegetabilske vokser, rensede
mineralvokser og vann-ulgselige polymermaterialer anven-

des.

Drageer av antibiotkum fremstilles lettest ved & velge en
vannlgselig form av antibiotikumet. Hvis en ulgselig form
er gnsket av en eller annen grunn, kan man fremstille en
suspensjon. Alternativt kan en dragee formuleres som en
lgsning i et fysiologisk akseptabelt lgsningsmiddel sédsom
en polyetylenglykol.

Suspensjoner av ulgselige former av antibiotikumet kan
fremstilles i ikke-lgsningsmidler sdsom vegetabilske oljer
slik som peanutt, mais eller sesamolje, i en glykol sasom
propylenglykol eller en polyeterglykol; eller i vann av-

hengig av den valgte form av antibiotikumet.

A.S.M.A/S.15.000. 6.84
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Egnede fysiologisk akseptable hjelpestoffer er ngdvendige
for 3 holde antibiotikumet oppslemmet. Hjelpestoffene kan
blant annet velges fra tykningsmidler s&som karboksymetyl-
cellulose, polyvinylpyrrolidon, gelatin og alginater.

Mange klasser overflateaktive midler tjener til 3 oppslem-
me antibiotikumet. F.eks. lecitin, alkylfenolpolyetylenok-
sydaddukter, naftalensulfonater, alkylbenzensulfonater og
polyoksydetylensorbitanestere kan anvendes for a lage sus-

pensjoner i1 flytende ikke-lgsningsmidler.

I tillegg kan mange substanser som pavirker hydroOfilisi-
tet, densitet og overflatespenning for vasken bidra i

fremstilling av suspensjoner i enkelte tilfeller. F.eks.
kan silikonantiskummidler, glykolsorbitol og sukkere an-

vendes som oppslemmingsmidler.

Det suspenderbare antibiotikum kan gis til voksne dyr som
en suspensjon, eller som en tgrrblanding av antibiotikumet

og hjelpestoffene for fortynning fer bruk.

Antibiotikumet kan ogsd gis i drikkevannet til dregvtygge-
rene. Innfgring i drikkevannet utfgres ved 3 tilsette en
vannlgselig eller vannsuspenderbar form av antibiotikumet
til vannet i riktig mengde. Formulering av antibiotikumet
for tilsetning til drikkevann fglger de samme prinsipper

som formulering av drageer.

Den mest praktiske mate & behandle dyr med antibiotikum-
forbindelsen er ved formulering av forbindelsen i fortil-
fgrselen. Alle typer for kan gis med de antibiotiske for-
bindelser, innebefattet vanlige tgrrfor, flytende for og

pelletert for.

Metodene for formulering av medikamentene i dyrefor er

velkjente. Det er vanlig a fremstille konsentrert medika-
mentforblanding som et ramateriale for medikamenttilsatte
for. F.eks. kan typiske medikahentforblandinger inneholde

fra ca. 1 til 400 g droge pr. 450 g forblanding. Det brede

A.S.M.A/S. 15000.6.84



10

156

20

25

30

35

160859

16

omradet fglger av det brede konsentrasjonsomradet av medi-
kamentet som kan vare ¢nskelig i det ferdige for. PFor-

blandinger kan enten vare flytende eller faste.

Formuleringen av drgvtyggerforene som inneholder de rik-
tige mengder av antibiotikumet for hensiktsmessig behand-
ling er lett & finne ut. Det er bare ngdvendig & beregne
den mengde forbindelse som man gnsker & gi til hvert dyr,
for & ta hensyn til den mengde for pr. dag som dyret spi-
ser og konsentrasjonen av antibiotikumforbindelsene i for-
blandingen som skal brukes, og behandle den riktige kon-
sentrasjon av antibiotikumforbindelsen eller av forbland-

ingen i foret.

Alle metodene for formulering, blanding og pelletering av
for som normalt brukes p& omr&det drgvtyggerfor er helt
tilfredsstillende for fremstilling av for som inneholder

den antibiotiske forbindelsen.

Som forventet ved in vitro resultatene, forandrer admini-
strering av antibiotikumet pa fordelaktig mdte produksjo-

nen av propionater i forhold til produksjonen av acetater

.1 vommen. Man kan derfor postulere at den samme behandling

ogsad ville vare fordelaktig for monogastriske dyr som fer-
menerer fiberaktig vegetabilsk materiale i cecum, da man
kunne forvente at en fordelaktig forandring i propionat/
acetatforholdet ville opptre etter oral administrering av
det foreliggende antibiotikum. Hester, svin og kaniner er
eksempler pd dyr som fordgyer en del av sitt for ved cecal

fermentering.

Innfgringen av Antibiotikum X-14889C 1 enhver av de oven-
for beskrevne doseringsformer bgr utfgres under hensynta-
gen til in vitro nivd for aktivitet av 50 ppm angitt oven-

for og LD5O for forbindelsen angitt nedenunder.

Antibiotikum X-14889C har fglgende toksisitet uttrykt som

LDSO'er:

A.S.M.A/S 15.000.6.84
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LDSO(PO) = 190 mg/kg
LDSO(lP) = 120 mg/kg

Forbindelsene X~-14889A-D er polyeterforbindelser og danner en
rekke farmaseytisk akseptable salter. Disse salter fremstil-

les fra den fri syreform av den spesielle forbindelse ved

velkjente metoder; f.eks. ved & vaske den fri syre i le@sning

med en egnet base eller salt. Eksempler pa slike farmasaoy-
tisk akseptable basiske substanser som er i stand til a
danne salter for formalet av foreliggende oppfinnelse, er
alkalimetallsalter sasom natriumhydroksyd, kaliumhydrok-
syd, litiumhydroksyd o.l.; jordalkalimetallbaser sasom
kalsiumhydroksyd, bariumhydroksyd o.l.; og ammoniumhydr-
oksyd. Alkalimetall eller jordalkalimetallsalter som er
egnet for a danne farmasgytisk akseptable salter kan inne-

holder anioner sdsom karbonater, bikarbonater og sulfater.

Eksempler pa organiske baser som danner farmasgytisk ak-
septable salter med polyeterforbindelsene er lavere alkyl-
aminer, primare, sekundzre og tertiare hydroksy-lavere
alkylaminer sdsom etylamin, isopropylamin, dietylamin,

metyl-n-butylamin, etanclamin og dietanclamin.

Et spesielt foretrukket amin er N-metylglukamin. Salter av
N-metylglukamin er av spesiell verdi fordi de er vannlgse-

lige, hvilket gjsr dem egnet for parenteral bruk.

Antibiotikum X-14889C viser ogsd svak in vitro aktivitet
ved 1 ppm som anticoccidiostatisk middel mot Eimeria tene-
all,

A.S.M. A/S.15.000.6.84
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Patentkrayv

Fremgangsmate ved fremstilling av forbindelsen X-14889C med
formel '

Me Me

Me ’ Et

samt farmasgytisk akseptable salter derav,
karakterisert ved a4 dyrke stammen
Streptomyces X-14889, NRRL 15517 i en vandig opple¢sning
inneholdende et nitrogenholdig nzringsmiddel under neddyk-
kede aerobiske betingelser og deretter isolere forbindelsen
X-14889C fra opplesningen og om gnsket konvertere forbindel-
sen til farmasgytisk akseptable syreaddisjonssalter.
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