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A taldlmlny tdrgya eljdrds a (III) 4ltalénos kép-
letd savas, policiklusos éter-tipusi antibiotikum, ne-
vezetesen a CP-91243 - ahol R jelentése hidrogénatom -
és CP-91244 - ahol R jelentése metilcsoport - el84llité-
sdra oly médon, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC
torzs antibiotikumot termeld mutdnsdt vagy a nevezett
mutdns antibiotikumot termeld tovédbbi mutdnsdt, transzfor-
médnsdt vagy rekombindnsdt asszimildlhatdé szénforrédst,
asszimildlhatd nitrogénforrédst és szervetlen sdkat tar-
talmazé vizes téptalajon, silillyesztett tenyészetben,
aerob kérilmények kozdtt nevelik. Az igy elB4llitott 4Uj
antibiotikumokat és az ismert UK-58852 antibiotikumot
felhaszndljdk baromfiak kokcididlis fert&zésének megeldzé-
sére és gydégyitdsdra, ldbasjdsz4g enteritiszének, sertés
dizentéridjédnak kezelésére, valamint a kérédzdék és egy-
szerd gyomriak ndvekedésszerkentésére és/vagy tdpanyag-

hasznositdsuk fokozdséra.
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A taldlmdny targya eljdrds Uj savas, policiklusos
éter-~tipusd antibiotikumok és gydgydszati szempontbdl
alkalmazhatdé kationséik eld4llitidsadra. Foglakozik a ta-
1l41médny Uj Actinomadura roseorufa tOrzsekkel is. A taldl-

many tovédbbi tdrgya, eljdrds a mér ismert UK-58852 savas,



policiklusos éter-tipusd antibiotikumnak az el8411itd-
sdra, valamint eljdrds a baromfiak kokcididlis fertd-
zésének megelézésére és kezelésére, ldbasjdészdg en-
teritiszének és sertés-dizentéria gydgyitdsdra, oly mé-
don, hogy a nevezett 4llatok szervezetébe az antibotiku-
mot bejuttatjuk.

Ugyancsak foglalkozik a taldlmdny azokkal a tdap-
készitményekkel, melyek a taldlminy szerinti dj anti-
biotikumokat tartalmazzdk, valamint azokkal a mdédszerek-
kel, melyek a taldlmany szerinti antibiotikumokat fel-
haszndljdk a kér8dz8k és a nem-kér8dzSk ndvekedésének
serkentésére és/vagy a tdpanyagfelhaszndldsuk javitdsara.

A savas, policiklusos éter-tipusd antibiotikumok-
ra az jellemzd, hogy hatdssal vannak a mitokondriumokba
tO8rténd kationsz&llitdsra. Az antibiotikumoknak ebbe a
csoportjdba olyan jé1 ismert hatdanyagok tartoznak, mint
a monenzin, nigericin, grizoricin, dianemicin, szalino-
micin, mutalomicin, ionomicin és leuszeramicin. Ezekrdél
Westley ad 4ttekintést a "Polyether antibiotics" cimd
munkdjdban /Adv.Appl. Microbiol., 22: 177 (1977)/.

A fent felsorolt policiklusos éter-tipusd anti-
biotikumok aktivak a gram-pozitiv baktériumok, gombék
és protozodk ellen. Kiildndsen kitlinnek az anti-kokci-
didlis hatédsukkal. Ezért kiilénb6z8 mértékben, de sike-
resen alkalmazhatdk &llatok kiilénféle fertézdS megbe-
tegedésével szemben. Az &llatorvosi gyakorlatban, ki-

18nésen a baromfiiparban nagy gazdasidgi jelent8sége van



a jol ismert protozoa megbetegedés, a kokcididzis meqg-
el8zésének és kezelésének. A kokcididzis fertdzést az
Eimeria vagy az Isospora egy vagy tdbb faja okozza.
(Osszefoglaldé munka: Lund és Farr, "Diseases of poultry",
5. kiadéds Biester és Schwarte szerkesztésében, Iowa State
University Press, Ames, Ia, 1965;’1056—1096. old.).

Hat olyan kokcidiafaj ~ van, ami k&nnyen
jelentéé elhullast okoz az érzékeny csirkéknél. Az
Eimeria tenella, E.necatrix, E.brunetti, E.acervulina,
E.maima és E.mitavi vagy dgy kdrosit, hogy kdzvetleniil
tonkreteszi az emészté8rendszer epitéliasejtjeit vagy
kdzvetve, az 4ltala termelt toxinokon keresztilil.Ugyan-
ehhez a nemhez tartozd misik hdrom protozoa faj viszony-
lag &rtalmatlan, de az E.mitis, E.hagani és az E.praecox
képesek csOkkenteni a sdlyt, lerontani a tdpanyaghaszno-
sitdst és a tojashozamot.

Tekintettel a kokcididzis okozta nagy gazdaségi
veszteségekre, az eddig alkalmazott anti-kokcidlis hatd-
anyagok ismert hdtrédnyos tulajdonsdgaira, kutatdmunka
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folyik t&kéletesebb kokcidiaellenes hatdanyagok el&41l-

lit4séra.
Az enteritisz a mésik olyan betegség, ami je-
lentds gazdasdgi veszteséget okoz, Az enteritisz

csirkénél, sertésnél, szarvasmarhé&ndl és juhokndl for-

dul eld; fdként anaerob baktériumok, mindenek eldtt a

Clostridium perfringens és virusok okozzdk. A kérd8dzdk



enterotoxémidjat, példdul a juhok "tulevési betegségét"
a C.perfringens fert&zés okozza.

Az Egyesiilt Allamokban a leggyakoribb sertésbe-
tegség a dizentéria. Ez a betegség sok mds orszégban is
eldl jar, és igy évente hatalmas veszteségeket okoz az
egész f61ld6n. Ma mar tudjuk, hogy a betegség okozdja egy
nagy spirocheta, a Treponema hyodysenteriae, amit most
izoldltak, és bebizonyitottdk, hogy képes kivdltani ezt
a betegséget/Harris D.L. és munkatdrsai, "Swine-Dysentery-1,
Inoculation of pigs with Treponema hyodyseneriae (New
species) and reproduction of the disease", Vet.Med./SAC,
67: 61-64 (1972)/. Megjegyzendd, hogy nem tudjuk, vajon
a T.hyodysenteriae az egyetlen olyan mikroorganizmusFe, ami
sertés dizentéridt okozhat. A rendelkezésre 4116 adatok-
bdl azonban az megdllapithatd, hogy ez a fert8zés elséd-
leges tényezbije.

Az dllatorvostudomdny médsik gazdasdgi szem-
pontokbdl jelentds teriilete a kérddz8k, példdul a szar-
vasmarha, a nem-kér&8dzdk,példdul a sertés, tenyésztésének
hatékonyabbd tétele a ndvekedés meggyorsitdsival és/vagy
a tdpanyaghasznositds fokozdsdval. Kliléndsen lényeges
a tdpanyaghasznositds fokozédsa. A kér8dzd&k tdpanyaghasz-—
nositédsédnak mechanizmusa jél ismert. A bend8ben €18 mik-
roorganizmusok a szénhidrdtokat monoszacharidokkd bont-
jdk, majd ezeket az egyszerl cukrokat piruvdtokkd ala-
kitjék.

A piruvdtot a mikrobioldgiai folyamatok acetdttd,
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butirdttd, propiondttd, Osszefoglald néven 1116 zsir-
savakkd metabolizdljdk. /Ennek részletesebb tdrgyalédsat
1l4sd: Leng, "Physiology of digestion and metabolism in
the ruminent", szerk.: Phillipson és munkatédrsai; Oriel
Press, Newcastle-upon-Tyne, England, 1970, 408-410.
old.).

Az illdé zsirsavak felhaszndldsdnak viszonylagos
hatékonysidgadt foglalja Ossze McCullough ("Feedstuffs"
1971, junius 19., 19. old.), Eskeland és munkatdrsai
/J.An.Sci., 33: 282 (1971)/ és Church és munkatdrsai("Di-
gestive physiology and nutrition of ruminants", 2. k&t.,
1971, 622. és 625. old.).

Noha az acetdtokat és butirdtokat is felhaszndljak
az 4llatok, a propiondtokat hasznositjdk a leghatéko-
nyabban. Ha az 4llatok széméra tﬁﬁkevés propiondt hozzé-
férhetd, kialakulhat a ketdzis. Ezért kedvezd hatdsidak
azok a vegyililetek, melyek eldsegitik, hogy szénhidrdtok-
bél nagyobb ardnyban keletkezzen propiondt, ezdltal ndve-
kedjen a szénhidrdtok hasznositdsénak hatékonysédga és
csbkkenjen a ketozis kialakulas&nak lehetd&sége.

Ugyancsak nagy gazdasdgi kérokat okozhat az &llat-
tenyésztének egy mésik protozoa parazita, a Theileria
parva. A parazita 4ltal okozott betegség a teileridzis,
amit "keleti parti l&znak", "parti laznak" vagy "rodé-
ziai atka-l4znak" is neveznek. A Theileria parazita meg-

tédmadja, de nem pusztitja el a vordsvértesteket, aminek



kbévetkeztében heveny vagy krdénikus l&zas fertdzéses
dllapot alakul ki. A betegséget szarvasmarhdkndl magas
14z, a nyirokcsomdék megduzzadédsa, lesovényodds és magas
elhulldsi ardny jellemzi. A betegség igen sﬁiyos prob-
léma Kelet- és Kozép-Afrikdban. /LAsd: "The Merck
veterinary manual", szerk.: Siegmund és muhkatérsai,
Merck et. Co., Rahway, N.J. 5. kiadds, 431-433. old.,
(1979)/.

A 4 746 650 szAdmu amerikai egyesiilt &4llamokbeli szabada-
lom foglalkozik az UK-58852 elddllitdsdval, ami az
Actinomadura roseorufa Huang Sp. nov., ATCC 39697 tOrzs
vizes tdpkbzegben tenyésztett, siillyesztett, aerob te-
nyésztésével tOrténik. A nevezett taldlmény az UK-58852
antibiotikumot az (I) képlettel leirhaté savas, policiklu-
sos éterként hatdrozza meg. Az Actinomadura roseorufa
Huang sp. nov., ATCC 39697 tdrzs két rokonszerkezetd
minor komponenst is termel, melyek a kokcidibzissal szem-
ben antibiotikus hatdssal rendelkeznek. A két minor
komponens a (II) &ltaldnos képlettel irhaté le, ahol az
egyikénél R jelentése hidrogénatom, R1 jelentése metil-
csoport; a misiknil az R és R1 jelentése egyardnt metil-
csoport.

A jelen taldlmény két Gj savas policiklusos éter-
-tipusd antibiotikummal foglalkozik, ezek a (III) &alta-
ldnos képlettel jellemezhetd8k, ahol a CP-91243 antibio-
tikumndl R jelentése hidrogénatom, a CP-91244 antibio-

tikumdl R jelentése metilcsoport. Ugyancsak kiterjed a



taldlmdny oltalmi kOre a nevezett antibiotikumok gyd-
gydszati szempontbdl alkalmazhatd kation-sdira is.
Foglalkozik a taldlmdny az Actinomadura roseorufa
ATCC 53666-bél kapott Uj mutdnsokkal. Ezek az Uj mikro-
organizmusok CP-91243 és/vagy CP-91244 antibiotikumokat
termelnek. Ilyen Uj mikroorganizmusok az Actinomadura
roseorufa ATCC 53869 és az ATCC 53870 tdrzs. Kiterjed a
taldlmdny a nevezett Gj mikroorganizmus t&rzsek tovabbi
olyan mutédnsaira, transzformdnsaira és rekombindnsaira,
melyek CP-91243 és/vagy CP-91244 antibiotikumot termelnek.
Foglalkozik a taldlmény tovabbd azokkal az Actinomadura
roseorufa ATCC 53666 tOrzsbdl szdrmazd muténsokkal,
transzformdnsokkal és rekombindnsokkal is, melyek a
CP-91243 és/vagy CP-91244 antibiotikum mellett UK-58852
antibiotikumot is termelnek. A taldlmény térgya tehét,
eljdrds a CP-91243 és CP-91244, valamint az ismert sa-
vas, policiklusos éter tipusd UK-58852 antibiotikum el&-
4dllitdsdra a taldlmdnyban szerepld Uj mikroorganizmusok
tenyészetével. A taldlmdny médszert nyudjt a szdrnyasok
kokcididlis fert8zésének, a ldbasjészdg - példdul csir-
ke, sertés, szarvasmarha, juh - enteritiszének, a sertés
dizentéridjdnak kezelésére oly médon, hogy az &llatnak
CP-91243 és/vagy CP-91244 antibiotikumot adunk be egy-
magdban vagy UK-58852 antibiotikummal kombind&lva. A ta-
141médny tovédbbi tdrgya, eljdrds a kérbdz8k és a nem-ké-
r8dz8k ndvedkedésserkentésére és/vagy tédpanyaghasznosita-

sédnak fokozdsdra, mely abbdl 411, hogy az &llatnak



CP-91243 és/vagy CP-91244 antibiotikumot adunk be egy-
magdban vagy egymdssal és/vagy UK-58852 antibiotikummal
kombindlva. Foglalkozik a taldlmdny tovdbbd azokkal a
tépkészitményekkel, melyek CP-91243 és/vagy CP-91244
antibiotikumot tartalmaznak egymagukban vagy UK-58852
antibiotikummal kombindlva.

Az "Actinomadura roseofurfa ATCC... torzs" kife-
jezésen egyrészt azt a tényleges tdrzset értjlik, mely a
megadott szdmon az ATCC tOrzsgyljteményben szerepel, més-
részt bAdrmely mds Actinomadura roseorufa mikroorganizmust,
amelyiknek jellemzdé tulajdonsdgai a letétbe helyzett
tbrzs tulajdonsdgaival megegyezik.

Az ﬁj,savas, policiklusos éter-tipusui CP-91243
és CP-91244 antibiotikumokat az Actinomadura roseorufa
Huang sp. nov. ATCC 53666 tOrzsb8l - az aldbbiakban is-
mertetett médon - kapott mutédnsokkal &4llitjuk eld. Az
Actinomadura roseorufa ATCC 53666 tOrzs a Budapesti Egyez-
mény el8irdsai szerint keriilt letétbe az Amerikai
Torzsgylijteményben (American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, USA) az 1987. oktdéber 26-&n benyuj-
tott 113 563 sorozatszdmi, fligg8ben 1évS U.S. szabadalom-
mal kapcsolatban.

Mutagénként N-metil-N'-nitro-N-nitrozo-guanidint
(NTG) haszndltunk. A kezelt mikroorganizmus kiildndlld
telepeit megvizsgéltuk az antibiotikumtermelés szempont-
jabdl.

Az eljérds abbdl &411t,hogy az ATCC 53666 tdrzset

vizes téptalajban tenyésztettiik siillyesztett tenyészetként,



aerob kOrilmények ko&z6tt rédzatva 28°C hémérsékleten.
A tenyésztéshez haszndlt tdpkdzeqg kivdlasztdsa nem doéntd.
Az alkalmas té&pkdzeg: egy liter vizben 10,0 g
cerelose, 5,0 g kukoricakeményitd, 5,0 g kukoricalekviar,
5,0 g N-Z Amine YTT (enzimatikusan lebontott kazein mar-
kaneve, Humko Sheffield Chemical Co., Inc.) és 0,002 g
kobalt-klorid; a kémhatdst ndtrium-hidroxiddal pH=7,0
értékre &llitottuk be, és 800 ml tdptalajt mértiink egy
Fernbach edénybe. Autokldvos sterilizdlds utdn a tdpta-
talajt ferde tenyészetrd8l készitett szuszpenzidval vagy
lefagyasztott vegetativ micéliummal oltottuk be, és 200
percenkénti fordulatszédmmal kevertetve, 28°C hémérsékle-
ten nOvesztettlik 7-8 napon &t. 50 ml tenyészetet kivéve,
a micéliumot egy Teflon perselyd szévetﬁomogenizétorban
elddrzs8ltiik, és ultrahanggal homogenizdltuk. A fragmen-
tdlt micéliumot lecentrifugdltuk, a tdptalajt kimostuk
melléle, és 300 ml-es Erlenmeyer lombikban 50 ml friss
tdptalajban djraszuszpenddltuk, majd 2 4rdn 4t inkub&l-
tuk 32°C hémérsékleten rézatva.A sejteket djra lefugdl-
tuk, a tdptalajt kimostuk, és 50 ml trisz(hidroxi-metil) -
-amino-metdn-maldt pufferben, pH = 9,0, szuszpendiltuk.
A szuszpenzid kivétjét NTG-vel kezeltiik 750-1500 /ug/ml
koncentrdcidtartomdnyban egy Srédn &t, mikdzben 34%°C-o0s
vizfiirdében rédzattuk. A kezelés utdn a sejteket lefugdl-
tuk, a mutagént a sejtek melldl kimostuk, kivétekbdl
higitdsi sorozatot készitettiink, amiket szildrd té4p-
talajra szélesztettiink. A lemezeket 28°C hémérsékleten

tartottuk, amig az egyes telepek akkora nagysdgot nem



értek el, hogy &t lehetett vinni 8ket a ferdetenyészetre.
A lemezek és a ferdetenyészetek alkalmas anyagaaz ATCC
Medium No. 172,1,0 g N-Z Amine Type A-val literenként
(Humko Sheffield Chemical Co., Inc.).A beoltott ferde-
tenyészetet 28°C hémérsékleten ndvesztettiik 10-14 napon
dt, mely i1id8 utdn mar kdénnyen levizsgdlhatdk voltak.
Ehhez a 300 ml-es Erlenmeyer lombikban 1évé 25 ml al-
kalmas tépkdzeget (az egyik ilyennek az Osszetétele:
45,0 g cerelose, 10,0 g szdjaliszt, 15,0 kukoricalekvir,
0,1 g mangdn-szulféat (MnSO4.H20), 0,1 g 7 kristdlyvizes
magnézium-szulfat (MgSO4.H20), 0,002 g kobalt-klorid,
3,0 g kdlcium-karbondt egy liter vizben, a kémhatds bedl-
litva pH = 7,0 értékre) 30 perces 121°C hémérsékleten
tOrténd autokldvos sterilizdlds utdn az egyes ferdete-
nyészet szuszpenzidjdval oltottuk be, és 28°C hémérsék-
leten rdzattuk 7 napon &t. A mutdcids kezelésnek aldve-
tett mikroorganizmusokat oly mdéddon vizsgdltuk, hogy a
tenyészeteket metil-izobutil-ketonnal extrahdltuk, az
extraktumot szilikagél vékonyrétegen kromatografdltuk,
és a kromatogramot vanilines reagenssel hivtuk eld
100°C hémérsékleten tdrténd 5 perces h&kezeléssel. A
futtatdérendszer: kloroform/metanol, 9:1.
Az Rf~értékek: CP~91243: 0,2

CpP-91244: 0,4

UK-58852: 0,7.

Két olyan mutanst kaptunk, melyek CP-91243,

CP-91244 és UK-58852 antibiotikumokat termeltek. Ezek a



mutdnsok a Pfizer Inc. tOrzsgyldjteményben mint FD 28455
és FD 28518 lettek meghatdrozva. Az igy kapott mutdnsok
alaktani tulajdonsdgai és tenyészeteik jellemzdi lénye-
gében megegyeznek azA.roserufa ATCC 53666 tdrzs tulaj-
donsdgaival.A mutdnsok megkiilonbdztetd jellegzetessége,
hogy CP-91243 és CP-91244 keveréket termelnek.

A mutdnsok tenyésztését és a CP-91243 és
CP-91244 antibiotikumok kinyerését olyan kb6riilmények k&-
z0tt végezhetjlik, melyeket a policiklusos éter-tipusu
antibiotikumokndl eddig is alkalmaztak. Erre példat a
4 361 649 sz&mi amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalom-
ban taldlunk. A tenyésztés eldnydsen vizes tdpkdzegben
torténik, siillyesztett tenyészettel, aerob kdriilmények
k6z6tt kevertetve, 24-36°C hémérsékleten. A tdpkbzeqg
asszimildlhaté szénforrdst - példdul cukrok, keményitdék,
glicerin -, szerves nitrogénforrédst - példdul kazein,
enzimmel emésztett kazein, széjaliszt, gyapotmagliszt,
féldimogyoréliszt, bizasikér, vérliszt, huisliszt, hal-
liszt - tartalmaz. Ugyancsak alkalmazhatunk - elényds
eredménnyel - ndvekedési anyagokat tartalmazd komponen-
seket - példdul gabona kivonatok, halliszt, gyapotmag-
liszt és élesztdkivonat -, valamint &svanyi sdékat -
példdul nédtrium-klorid és k&lcium~karbondt -, nyomele~-
meket - példdul vas, magnézium, réz, cink, kobalt és
mangdn. Ha a fermentdcid alatt tudlzott habzdst észle-
link, alkalmazhatunk habzdsgdtldkat, példdul ndvényi

olajokat vagy szilikonokat. Silillyesztett tenyészetnél



a tapkbzeg levegbztetését eldnydsen percenként a te-
nyészet térfogatdnak 0,5-2-szeresdt kitevd steril le-
vegl &tvezetésével végezziik egy bekeverdn keresztiil.
A kevertetést a szokdsos kever8berendezések valamelyiké-
vel végezhetjlik. A kevertetés sebessége attdl fiigg, hogy
milyen tipusd keverdt alkalmazunk. A razott lombikokat
dltaldban percenkénti 150-300 fordulatszdmmal rézatjuk,
a fermentor keverési sebessége 4ltaldban 300-1700 fordu-
lat percenként. A mikroorganizmus &tvitelénél és a te-
nyésztés alatt természetesen steril kérilményeket kell
biztositani. Az antibiotikum termeléshez haszndlt inoku-
lumot elkészithetjiik a kivant mikroorganizmus ferde-
tenyészetérdl szdrmazdé kindvesztéssel vagy Roux edényben
a kivdnt mikroorganizmussal vald leoltédssal vagy a megol-
vasztott ferdetenyészet micéliumszuszpenzidjdval. A ferde-
tenyészethez és a Roux edényben elkdszitett tenyészethez
alkalmas téptalaj lehet az ATCC No. 172 tdpkbzeg. A
mutécids kezelésnél az el&z8ekben ismertetett folyékony
tdptalaj alkalmas a lefagyasztédsra szint vegetativ mi-
célium kindvesztéséhez is. A nyert tenyészetet hasznil-
hatjuk rdzott lombikok vagy oltdedények beoltdsdhoz
vagy az oltdedényeket beolthatjuk rdzott lombikokrdl.
Razott lombikokndl a maximdlis névekedés 4-8 nap alatt
érheté el, mig siillyesztett tenyészetld oltdedényeknél
az inokulum elkészitésének legkedvezdbb ideje 4-5 nap.
Az antibiotikumtermelés mennyiségi nyomonkdve-

tését vékonyrétegkromatogridfiival k6vetjlik nyomon. A



kifejlesztett kromatogramot vanilines reagenssel hivijuk
eld, amint azt az el8z8ekben mar leirtuk. A kromatog-
ramon 1lévd antibiotikumok megjelenitésének mdsik méd-

ja, hogy a vékonyréteget olyan agy/sziv kivonatos agar-
ral rétegezziik fellil, melyet Bacillus subtilissel ol-
tottunk be, majd a feliilrétegzett lemezt 37°C hémérsék-
leten inkubdljuk 16 dér&n &t. A fermentlébdl nyert nyers
€s tisztitott termék analiziséhez ugyancsak haszndlhatunk
vékonyrétegkromatogrdfidt.

A CP-91243, CP-91244 és az UK-58852 antibiotikumok
a micéliumban és a tdpkdzegben tald&lhatdk, kinyerésiikhdz
a teljes, szliretlen fermentlevet szerves olddszerrel ext-—
rahdljuk a természetes kdriilmények k&zdtt kialakult kém-
hatdsndl. Az extrahdléshoz példiul kloroformot, etil-ace-
tdtot, metil-izobutil-ketont vagy butanolt haszn&lhatunk.
Az emulzids probléma kikeriilésére eljérhatunk dgy is,
hogy a micéliumot el8zetesen elvdlasztjuk, és a fer-
mentlé k&zeget elvdlasztva extrahdljuk a szerves olddszer-
rel. Az extraktumot slrd sziruppd t6ményitjiik, és a
CP-91243, CP-91244 és UK-58852 antibiotikumokat oszlop-
kromatografdldssal izoldljuk.

Az antibiotikumok elvilasztdsa és kinyerése tipi-
kusan az aldbbiak szerint t&rténik: A mutédns teljes
fermentlevét metil-izobutil-ketonnal extrahdljuk. Csdk-
kentett nyomdson bepdroljuk az extraktumot, és a nyert
vorGses, olajos anyagot szilikagél-oszlopra vissziik.

Az anyagot kloroform/metanol, 9:1 eleggyel eludljuk, az



eludtumokat vékonyrétegkromatogrdfidval vizsgdlijuk.

A CP-91243, CP-91244, illetve az UK-588852 antibiotiku-
mot tartalmazdé frakcidkat kiilon-kiildn egyesitijiik, és
betdményitjiik vagy szdrazra pdroljuk. A bepirlédsi mara-
dékokat etil-acetdtban oldtjuk és szilikagél-oszlopokra
visszlik. A felvitt anyagot etil-acetdttal eludlijuk,az
eludtumot vékonyrétegkromatogrdfidval vizsgdljuk. A
CP-91243 és a CP-91244 antibiotikumot tartalmazd frak-
cidkat etil-acetdtbdl, az UK-58852 antibiotikumot tar-
talmazdt hexdnbdl kikristdlyositjuk.

Az antibiotikumot kinyerhetjiik a micéliummal
egylitt, dgy, hogy a teljes fermentlevetiismert médon -
példdul permetezéses szdritdssal - bepdrolijuk vagy a
micéliumot szlréssel vagy centrifugdldssal elvdlasztijuk
a fermentléb8l. Az igy kapott micéliumtermék az anti-
biotikumot a micélium felszinén és a micélium kdzti tér-
ben tartalmazza, a micélium ezdltal egy alkalmas hordozd-
ként szolgdl.

A Pfizer Inc. tOrzstenyészetben FD-28455 és
FD-28518 jeldléssel meghatdrozott mutdnsokat a Budapesti
Egyezménynek megfelelden helyeztilk letétbe az amerikai
toérzsgylijteménybe, az American Type Culture Collection-
-ba. Az FD-28455 tenyészet az Actinomadura roseorufa
ATCC 53869, az FD-28518 tenyészet az Actinomadura
roseorufa ATCC 53870 megjeldlést kapta.

Az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 és az

ATCC 53870 lényegében azonos az Actinomadura roseorufa



53666 tOrzzsel, azzal a kiildnbséggel, hogy az ATCC 53869
és az ATCC 53870 tdrzsek CP-91243 és CP-91244 antibiotiku-
mokat termelnek.

Az Actinomadura roseorufa ATCC 53666 taxonomiai
vizsgdlatait L.H. Huang végezte, és az aldbbi leirdst
adta.

A ferdeagarrdl a tenyészetet ATCC No. 172 tdptalaj-
ra oltjuk &t, és 28°C hémérsékleten rédzatjuk négy napon
dt. A tenyészetet 20 percen 4t centrifugdljuk, steril desz-
tilldlt vizzel héromszor Adtmossuk, és olyan tdptalajra
oltjuk le, melyeket az Actinomycetdk meghatdrozdsdra hasz-
ndlunk.

A tenyészetet 28°C hémérsékleten inkubdljuk és
kiilénbdz8 iddben megfigyeléseket tesziink, leginkdbb azon-
ban a 14. napon. A szinek megjeldlése a szokésos terminold-
gidval torténik, de a pontosabb megnevezéshez a Color
Harmony Manual negyedik kiad&sdnak szincsikjaival valéd
Osszehasonlitdst alkalmazzuk. A teljes-sejt aminosavanali-
zisét Becker és munkatdrsai médszerével /Appl.Microbiol.,
12: 421-423 (1964)/ végezziik. A teljes-sejt cukordsszetéte-
lének analiziséhez Lechevalier mdédszerét /J.Lab.Clin.Med.,
71: 934-944 (1968)/ és Staneck és Roberts médszerét
/Appl.Microbiol., 28: 226-231 (1974)/ haszn&ljuk. Ossze-
hasonlitdsul az Actinomadura roseorufa ATCC 39697 tdrzs
‘szolgélt.

A tenyészetek jellemzéséhez haszndlt azonositd

tdptalajok és az Ossszetételilk meghatdrozdsidra szolgdld
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Culture Collection Catalogue, 15. kiadés, 608. old.

(1982),

Az Actinomadura roseorufa ATCC 53666 tdrzs leirdsa:

(N:bnévekedés, T: telepek, F: fondk oldal, 0.f.: oldhatd

festékanyagqg).

Eleszt8kivonat/maldtakivonatos agar

N: jé

T: rézsaszin-vOrsls

(6 1/2ia, 7ia, 6ia),

redbz6tt, fehér légmicélium

F: vords (7ia)
0.f.: nincs
Zablisztes agar

N: mérsékelt

T: csontszind (2ca), kissé kiemelkedd

kiemelkedd,

sima, vagy

kiilénd11l6 telepek, légmicélium nincs vagy szor-

vényos, fehér

F: csontszind (2ca)

0.f.: nincs



Szervetlen sé/keményitds agar
N: gyenge-k&zepes
T: szintelen-csontszind (2ca), vékony, sima;
légmicélium nincs vagy szorvdnyos, fehér
F: mint a felszin
O0.f.: nincs
Glicerin/aszparaginos agar
N: gyenge-kdzepes
T: csontszind (2ca), rdézsaszin-vdrds pontokkal
(6ea, 6 1/2ga); légmicélium nincs vagy szorvanyos,
fehér
F: szintelen-csontszind (2ca) vdrds pontokkal
O.f.: nincs
Czapek-féle szacharbézos agar
N: gyenge-kdzepes
T: csontszinl (2ca), rdézsaszin-vdrds pontokkal
(5ea, 6 1/2ia); légmicélium nincs vagy szor-
vanyos, fehér
F: szintelen-csontszind (2ca)
O0.f.: nincs
Glikdéz/aszparaginos agar
N: kO6zepes - jé
T: rézsaszin-vords (6 1/2ga, 6 1/2na), kiemel-
kedd, sima, szemcsés vagy reddzdtt; légmicélium
fehér-halvdnyrézsaszin (6ea)
F: v6r6s (6 1/2ga, 6 1/2ia)

O0.f.: halvdnysdrga (3ca)



Gordon-Smith-féle tirozinos agar
N: kOzepes - jo
T: rézsaszines narancs (5ea), mérsékelten kiemel-
ked6, redd&zdtt; légmicélium nincs vagy szor-
vidnyos, fehér
F: mint a felszin
0.f.: sargds (21c)
Kalcium maldtos agar
N: gyenge
T: szintelen, vékony, sima; légmicélium nincs
F: szintelen
0.f.: nincs
Kazeines agar
N: k&zepes - jé
T: rézsaszines narancssdrga - narancssarga
{(4ia, 5ia), mérsékelten kiemelkedd, reddzdtt;
légmicélium nincs
F: sdrgds - halvdnyrézsaszin (3ga, 5ea)
Of.: barna (31lc)
Bennett-féle agar
N: jo
T: vbrds - sotét vords (6 1/2ne, 6 1/2ng), kiemel-
kedd, reddzdtt; légmicélium fehér - rdzsaszin
(6ea)
F: vords (6 1/21c)

0.f: barna (3ne)




Emerson-féle agar
N: jé - kivald
T: narancssdrga (5la, 5na), kiemelkedds, red&zott;
fehér légmicélium
F: narancssdrga (5ic)
O0.f: nincs
Nutrient agar
N: kOzepes
T: halvédny narancssdrga (5ea, 5ga), gyengén kimel-
ked6, sima, vagy mint kiil6ndllé telepek jelenik
meg; légmicélium nincs
F: halvdny narancssdrga (5ga)
0.f: nincs
Zselatinos agar
N: mérsékelt - jé
T: halvadny narancssdrga (4ga), enyhén kiemelkedd,
sima - red&zdtt; légmicélium szorvényos, fehér
F: halvdny narancssdrga (4qga)
O0.f: nincs
Keményitds agar
N: k&zepes - jé
T: halvdny narancssdrga (5ga), mérsékelten ki-
emelkedd, sima - reddzdtt; légmicélium szorva-
nyos, fehér
F: mint a felszin

Of.: nincs



Burgonya/sdrgarépds agar

N: gyenge - kOzepes

T: csontszind - halvény rdézsaszin (2ca,

vékony - enyhén kiemelked§;

nyos, fehér

F: csontszinli - halvédny rdzsaszin

0.f: nincs
Csapvizes agar

N: gyenge

4ca) ,

légmicélium szorvéa-

(4ca)

T: szintelen - csontszind (1 1/2ca), vékony,

sima;
F: mint a felszin
0.f: nincs
Gauze-féle 4dsvdnyisds tdptalaj (1)
N: k6zepes
T: rdzsaszin - vOrds (5ca, 61la)
(61c), enyhén kiemelked&, sima;
nincs vagy szdrvédnyos, fehér
F: mint a felszin
0.f: nincs
Gauze-féle szerves komponensd téptalaj
N: kdzepes - jé

T: rdézsaszin narancs

légmicélium szorvanyos,

fehér

vbrds ponokkal

légmicélium

(2)

(5ga), mérsékelten kiemel-

kedd, enyhén reddzdtt; szdrvdnyos légmicélium,

fehér
F: mint a felszin

O.f: nincs.

iy



Morfoldgiai tulajdonsdgok:

Hét hetes inkubdcidé utdn egyik tdptalaj esetében
sem taldlunk spdérédkat. Burgonya/sdrgarépds agaron azonban
termindlis, laterdlis vagy interkalldris duzzanatok fi-
gyelhetd8k meg a hifdn; ezek egyediildl11dk és simdk. Alak-
juk g&mbalaki’, ovdlis vagy elliptikus; méretiik 1,2-2,5 n
adtmérdjdek vagy 1,2-2,2x0,9x1,8 um nagysaguak. Hasonlé
képzdédményeket taldlunk az élesztb8kivonat/maldtakivonatos
agaron, zablisztes agaron, csapvizes agaron, zselatinos
agaron, Czapek-féle szachardézos agaron és a Gauze-féle

4svényisds tdptalajon (1) nétt tenyészeteknél is.

Biokémial tulajdonsdgok:

Melamint nem termel, hidrogénszulfidot nem termel,
nitrdtot nitritté redukdl, a zselatint elfolydsitja, a
keményitét nem hidrolizdlja, gyengén né a Jensen-féle

celluldézds téptalajon, de nem né a Levine é€s Schoenlein-

m

14

-féle celluléz téptalajon, egyik celluldzos tdptalajon sincs

szétesés (dezintegrdcid); a tejet koaguldlja és pepto-
nizdlja; k&lcium-maldt lebontds negativ; tirozinbontés

pozitiv; kazeinbontds pozitiv.
Szénhidridthaszonosités:
Glikdzt, ramndzt és szachardzt hasznosit; arabi-

ndézt, fruktdzt, inozitolt, mannitolt, rafindzt és xildzt

nem.
Pozitiv tesztek:
Aceté&t-, propiondt- és piruvdthasznositds; sav-

termelés gliikézbdl, ramnézbdél, maltdzbdl és trehaldzbdl.



Negativ tesztek:

adenin, xantin, hipoxantin és karbamid lebontéasa;
eszkulin és hippurdt hidrolizise; lizozimmal szembeni
ellendlléds; benzodt, citrdt, dextrin, laktdt, malét,
mukat, oxaldt, fenol és szukcindt hasznositdsa; savter-
melés arabindézbdl, fruktdzbdl, inozitolbdl, mannitolbdl,
rafindzbdl, szachardzbdl, xildzbdl, adonitolbdl, cello-
bidézbdl, dulcitolbdl, eritritolbdl, galaktdzbdl, glice-
rinbdl, laktdézbdl, manndzbdl, melezitdzbdl, malibidzbdl,
alfa-metil-D-gliikozidbdl, ribdzbdl, szalicinbdl, szorbi-

tolbdl, szorbdzbdl és keményitdb&l.
Teljes-sejt analizis:

A hidrolizdtum mezo-diamino-pime_linsavat, galak-

tézt, gliikézt, madurdzt, ribdzt és ramndzt tartalmaz.

Novekedés kiilénbdz8d hémérsékleten:
o) .
21°C kOzepes
28°C j6
o »

37°C kOzepes

45°C nincs.

Az Actinomadura roseorufa ATCC 53666 tOrzsre
jellemzd8, hogy nem képez melanhint; a szubsztrdt-micélium
rézsaszind, rdézsaszin-narancsszind, narancsszin@-vdrds;
a teljes-sejt komponensek k&z0tt szerepel a mezo-diamino-
-pimelinsav és a madurdz. A hosszu, hét hetes inkubdcid
ellenére a tenyészet nem termel spdrdt, noha némelyik

tdptalaj esetében a hifdn duzzanatok keletkeznek.



A tenyészetek legtObb tulajdonsdga és szinte
valamennyi biokémiai jellegzetesség tekintetében az
Actinomadura roseorufa ATCC 53666 t8rzs hasonld az
Actinomadura roseorufa Huang ATCC 39697 tdrzshdz (169001
szdmi eurdpai szabadalmi bejelentés). Zselatinos agaron
és keményités agaron az ATCC 53666 telepek inkdbb narancs-
sdrga, mint halvédny csontszind. Tirozinos agaron és az
Emerson-féle agaron a tenyészet inkdbb narancssérga, mint
barna. Az ATCC 53666 eltér8en az A.roseorufatdél koagu-
ldlja a tejet. Ezek az eltérések kicsinyek, és ezért az
ATCC 53666 tenyészetet az A.roseorufa Uj tdrzseként ha-
tdrozhatjuk meg.

A taldlmany oltalmi k&re kiterjed azokra az
Actinomadura roseorufa ATCC 53666 tOrzsbdl szédrmazd to-
vabbi mutdnsokra, transzformdnsokra és a mutdnsok re-
kombindnsaira, melyeket az ATCC 53869 vagy ATCC 53870

tOrzsként tartanak nyilvadn. Ezek a mutdnsok létrejdhet-
nek spontdn vagy a jél ismert médon induk&lva. A
mikroorganizmusok transzformidnsait és rekombindnsait a
klasszikus technika és a biotechnoldgia jél1 ismert mdéd-
szereivel 4llithajuk eld. Mindezek a mutdnsok, transz-—
formadnsok és rekombindnsok beletartoznak a taldlminy ol-
talmi kdrébe, feltéve, hogya CP-91243 &és CP-91244 anti-
biotikum egyikét vagy mindketté8t termelik. Az oltalmi
kdr kiterjed minden olyan tovAbbi mutdnsra, transzfor-
médnsra és rekombindnsra, mely a CP-91243 és/vagy

CP-091244,illetve UK-58852 antibiotikumot termel.



Az 4j, savas, policiklusos éter-tipusd antibioti-
kumok in vitro antibakteridlis hatésdt a szokdsos médsze-
rekkel vizsgdljuk, és megadjuk az egy vagy tdbb mikroor-
ganizmussal szemben mért minimdlis gdtldsi koncentrdcid-
kat (MIC értékeket) /ug/ml—be kifejezve. Az egyik ilyen
eljadrds agy/sziv kivonatos (BHI) agart alkalmaz sza-
poroddsra alkalmas mikroorganizmussal /International
collaborative study on antibiotic sensitiviti testing,
Ericcson és Sherris, Acta Pathologica et Microbiologia
Scandinav, Supo. 217, Section B: 64-68 (1971)/. Az egy
éjszakdn &t kinbvesztett tenyészetet 100-szorosra higit-
juk és 0,001 ml-t (20000 - 100000 sejtet) helyeziink az
agar felszinére (20 ml BHI agar csészénként). 12 1lépéses
higitdsu sorozatot készitlink a vizsgdlati anyagbdl, a
kezdeti koncentrdcid: 200 /ug/ml, az egyes lépések kbzt a
higitds kétszeres. 37°C hémérsékleten 18 6rds kindvesztés
utén értékeljiik a lemezeket, a kiiléndlldé telepeket nem
véve figyelembe. A teszt mikroorganizmussal szembeni
érzékenységet (MIC) dgy hatdrozzuk meg, hogy megadjuk azt
a legkisebb koncentrdcidt, melynél szabad szemmel megédlla-
pithatdan a gdtléds telijes.

A csirkék kokcididlis fert8zéssel szembeni haté-
konysédgat a CP-91243, CP-91244 és séi esetében az alédbbi
médszer segitségével hatdrozhatjuk meg. Tiz napos, kdér-

ok
okozd mentes, fehér leghorn kakgggél 4116 hdromtagd cso-
portokat olyan darakeverékkel etetiink, mely a vizsgé-

landé vegyliletet vagy annak ndtrium és/vagy kdliumséjat



egyenletesen elosztva tartalmazza. Miutdn az &llatokat

24 S6rdn 4t ilyen tdpléldsi koriilmények kodzdtt tartottuk,
per os megfertdztik Sket az Eimeria speci&lis fajainak
oocisztdival. Egy mésik ugyanilyen csoportot hasonld
keverékkel etetilink, de az az emlitett vegylileteket nem
tartalmazza. 24 déra elmiltédval ezeket az 4llatokat is
befert8ztilk, és ezek alkotjdk a fert&z6tt 4llatok kont-
rollcsoportjdt.Egy harmadik ugyanilyen csoportot ugyanugy
antibiotikumot nem tartalmazé tdplédlékkal etetiink, de
nincsenek befert&zve kokcididval. Ez a normdl kontrollcso-
port. Hat nap utdn értékeljiik a kezelds eredményét.

A kokcidia elleni hatds mérésére J.E. Lynch méd-
szerét haszndljuk /A new method of the primary evaluation
of anticoccidial activity", Am.J.Vet.Res., 22: 324-326
(1961)/, aki a 1éziét 0-4 pontszédmmal mindsiti. A vegylilet
aktivitdsdt dgy &llapitjuk meg, hogy az egyes kezelt
csoportokndl megdllapitott 1ézidés pontszémot elosztjuk a
fert6z6tt kontrollcsoport pontszdmaival.

Az &llati takarmdny értékét &ltaldban kdzvetleniil
hatédroztdk meg, megetetve azt az &llattal. Az 1 197 826
szdmi brit szabadalmi leiréds egy in vitro bendd mdédszert
ismertet, ahol a t4pl&lék mikroorganizmusok &ltal okozott
vdltozdsait gyorsabban és nagyobb pontossdggal nyomon-
kGvetve értékelhetjlik a takarmdnyt. Az eljdras egy olyan
eszk6zt alkalmaz, melyben az &llatok emésztési folyamatai

in vitro nyomonkdvethet8k és tanulmdnyozhatdk. Gondosan



ellendrzott kOriilmények kdzdtt tartott laboratdriumi
edénybe bevissziik az &4llati takarmdnyt, a bendd8bdl
szdrmazd oltdanyagot és kiildénféle ndvekedésserkentdket,
majd mikSzben a mikroorganizmusok lebontjdk a takarmanyt,
folyamatosan tanulmdnyozzuk a tdrtént valtozdsokat. A
propionsavnak a bend&nedvben tdrténd ndvekedése azt mutat-
ja, hogy a tépkészitményben 1évé ndvekedésserkentd a
benddben lezajld folyamatokat a kivdnt iré&nyba vitte.
A propionsavtartalom valtozdsdt szdzalékosan fejezziik ki
a kontroll bendénedv propionsavtartalmdhoz viszonyitva.
Hoszd ideig tartd in vitro etetési kisérletek bizonyit-
jak, hogy megbizhatd korrekcidé van a bend&nedv proponsav-
tartalmédnak novekedése és az 4llati termékndvekedés kdzdtt.
A benddnedvet fisztuldn keresztiil olyan tehénbdl
nyerjiik, amit a hfzlaldsndl szokdsos tdplalék-adaggal
és széndval etetlink. A bendénedvet azonnal &tszlrjiikk egy
tirds-zsékon, és 10 ml szilirletet adunk egy 50 ml-es
kdénikus edénybe, amiben 400 mg standard szubsztrit (68 %
kukoricakeményitd, 17 % celluldz és 15 % extrahdlt szdéja-
liszt), 10 ml puffer, pH = 6,8 és a vizsgdlati vegylilet van.
Az edényeket 2 percen &t oxigénmentes nitrogéngdzzal &t-
mossuk, é€s 39°C hémérsékletd vizfirdSben rédzatjuk 16 Sran
dt. Mindegyik vizsgdlatot hdrom parhuzamossal végezziik
el.
Inkubdcidé utdn 5 ml mintét 6sézekeverﬁnk 1 ml 25
%-os metafoszforsavval. 10 perc milva 0,25 ml hangyasa-
vat adunk hozzd, és a keveréket 1500 percenkénti fordu-

latszédmmal centrifugdljuk 10 percen 4t. A mintdkat D.W.



Kellog és J.Dairy &ltal leirt gaz-folyadékkromatog-
rafids mdédszerrel analizdljuk /Science, 52: 1690 (1969)/.
Meghatdrozzuk a kezelt és kezeletlen inkubdcids edé-
nyekbd8l szdrmazdé mintdkban az ecetsav, propionsav és vaj-
sav csdcsainak magasségét;

A szarnyasok kokcidézisa, a ldbasjészdgok - pél-
ddul csirke, sertés, szarvasmarha, juh - enteritiszének
€s a sertésdizertéridnak a kezelésére a taldlmédny szerinti
vegylileteket megfeleld vivBanyagok kiséretében szdjon 4t
adjuk be. A gydgyszer beaddsa egyszerlen megoldhatd az
ivévizzel vagy a baromfitépban, dgy, hogy a hatdanyag
dozirozdsdt a napi ivévizzel vagy a tdp mennyiségével
szabdlyozzuk. A gydgyszert kdzvetleniil kimérhetjik az
ivévi zbe eldénydsen folyadék, vizoldékony koncentrdtum
(példdul a vizoldékony sé vizes oldata) formdjédban vagy
hozzdadjuk a takarmdnyhoz premix vagy koncentrdtum alak-
jédban. A premix vagy koncentr&tum, mely a hatdanyagot
valamely vivéanyag kiséretében tartalmazza, &ltaldnosan
alkalmazott eljirds a hatdanyagnak a tdpl&lékba vald be-
viteléhez. Az alkalmas viv8anyag lehet folyékony vagy
szilard, az igényeknek megfelelden. Ilyen viv8anyag le-
het példdul a viz, kiilénféle lisztek, kukoricatorzsa-
-liszt, kisajtolt szdéja lisztje, kisajtolt lenmag liszt-
je, dsvényi keverékek,melyeket dltaldnossdgban hasz-
ndlnak a baromfitdpokndl. Kiiléndsen hatékony viv8anyag
maga az illetd 4llati takarminy, azaz annak kis adagja.

Tovabbd a micélium is haszndlhatd vivéanyagként. A vivs-



anyag el8segiti, hogy a hatdanyag egyenletesen eloszol-
va legyen abban a végsd takarmdnyban, amivel a premixet
Osszekeverjik. Ez fontos, minthogy a hatdanyagnak csak
kis adagjaira van sziikség. Fontos, hogy a hatdanyagot
alaposan elkeverjiik a premixben, majd azt a takarményban.
Ehhez a hatdanyagot alkalmas olajos viv&kdzegben - pél-
ddul szdéja-, kukorica-, gyapotmagolajban stb. - vagy
1116 szerves olddszerben diszpergdljuk vagy oldjuk és
ezt a keveréket, illetve oldatot keverjiik &ssze a vivé-
anyaggal. Nyilvanvald, hogy a hatdanyag mennyisége a
koncentratumban széles hatdrok kdzdtt vdltozhat, mint-
hogy a végsd 4llapotban a mennyiségét azdltal Allitjuk
be, hogy a takarmidnyt megfeleld mennyiségl premixszel
keverjlik Ossze a megfeleld hatdanyagkoncentrdcidt bedl-
litva.

Nagy hatékonysédgi koncentrdtumok készithetdk el
igy, hogy a hatdanyagot fehérjetartalmi vivBanyaggal
- példdul a sajtolt szdja lisztjével vagy més fentebb
emlitett liszttel - keverjiik 8ssze, és az igy elkészi-
tett koncentrilt adalékanyagot k&zvetleniil feletetjiik
az allatokkal. Ebben az esetben az &llatok megkapjdk a
szokdsos takarmdnyadagjukat. Alternativ médon eljér-
hatunk dgy is, hogy a koncentrdlt adalékanyagot kdzvet-
lenil a takarményhoz adjuk és egy olyan bedllitott tép-
anyagbsszetétell, kész takarmdny keriil az 4llatok elé,
mely a tal&dlmény szerinti vegyliletet gydgydszati szem-

pontbdl hatdsos koncentrdcidban tartalmazza.



A keveréket a szokdsos mdédszerekkel alaposan Ssszekever-
jik, hogy a homogenitdsdt biztositsuk.

A szakemberek elétt nyilvdnvald, hogy a hatdanya-
gok itt ismertetett koncentrdcidi véltozhatnak a k&riil-
ményeknek megfelelSen. Igy példdul a baromfiak kokcidid-
zisédnak kezelésekor a még n&vekedd 4llatokndl egy alacsony
szintl gydgyszerezést alkalmazunk. 6-12 hetes csirkéknél
ez a hatdsos megeldzd8 kezelés. Tényleges fert8zés meg-
dllapitdsakor magasabb gydgyszerezési szint sziikséges,
hogy a fertdzdttséget leklizdjiik. A takarmdnyban alkalma-
zott szint dltaldban 15-120 ppm. Ha a gydgyszerezés ivd-
vizen keresztiil torténik, a gydgyszer koncentriciéjét a
vizben dgy &llitjuk be, hogy a napi elfogyasztott ivé-
vizben 1évé hatdanyag mennyisége megfeleljen a napi el-
fogyasztott takarményban 1év§ hatdanyag mennyiségével.

A taldlmény szerinti antibiotikumokat beadhat-
juk szabad sav vagy kationos séik alakjdban.igy példiul
alkalmazhatjuk az antibiotikumok ndtrium- vagy k&lium-
séjat. Ezek a sdék a szakemberek &ltal jél ismert mdéd-
szerekkel elSdllithatdk. A CP-91243 és CP-91244 antibio-
tikumot beadhatjuk kiilon-kiildn vagy egymédssal, illetve
UK=-58852 antibiotikummal kombindlva. A CP-91243,
CP-91244 és az UK~-58852 antibiotikumokat alkalmazhatjuk
nyers formdban vagy az antibiotikumot a kivant koncent-
rdcidban tartalmazdé beszdritott fermentlé formdjdban is.

Az elmondottakat az aldbbiakban példdkon illuszt-
rdljuk. A példdk kizdrdlag szemléltetd célzatiak, és a

taldlmadny oltalmi koOrét nem korlétozzdk.



1. példa

Az Actinomadura roseorufa FD 28455 (ATCC 53869)
fermentédlasa és az antibiotikumok kinyerése az alédbbiak
szerint t&rténik.

Az inokulum elkészitéséhez steril vizes tdptalaijt

dllitunk &ssze, melynek Osszetételw:

cerelose 10,0 g/1
kukoricakeményitd 5,0 g/1
kukoricalekvar 5,0 g/1
NZ Amine YTT® : 5,0 g/1
kobalt-klorid 0,0002 g/1

* Enzimmel emésztett kazein; védett markanév (Humko
Sheffield Chemical Co. Inc.).

Miutén a kémhatéstbedllitottuk pH = 7,0 értékre,
800 ml tédptalajt mériink 2800 ml-es Fernbach edénybe,
vattadugdval és papirboritdssal lezérjuk, és 121°C hé-
mérsékleten (15 p.s.i, 1 atm.) nyoméson 60 percen at
sterilizdljuk autoklavban.Miutdn lehiilt, a té4ptalaijt
beoltjuk az FD 28455 ferdetenyészetr8l szdrmazd vegeta-
tiv sejtek szuszpenzidjéval. Az edényeket 28°C hémér-
sékleten rédzatjuk korkdrds rdzdgépen, melynek kitérése
4-6 cm, fordulatszdma percenként 150-200. A rizatdst 6
napon keresztiil végezzik.

A Fernbach edényben kindvesztett 800 ml tenyésze-
tet haszndljuk a 14 literes fermentorban 1év& 8 liter

steril téptalaj beoltdsdra, melynek Osszetétel a kdvetkezd:



alkotdérész g/l
cereldse 55,0
szdjaliszt 1030
kukoricalekvar 15,0
vérliszt 10,0
manganszulféat

(MnSO , . H,0) 0,1

magnézium-szulfét

(MgS0, . 7H,0) 0,1

4
kobalt-klorid

(CoC12.6H20) 0,002

kdlcium-karbonat 3,0

pH bedllitva 6,9-7,0 értékre.

A téptalajhoz hozzdadunk még 4 ml szilikonolajos
habz4dsgatldt.

A fermentdciét 30°C hémérsékleten végezzilkk, percen-
kénti 500-as fordulatszdmmal kevertetve, levegbztetésként
a fermentlé 3/4 térfogatdnak megfeleld térfogati levegbt
dtvezetve percenként a tenyészeten. A fermenticidt addig
végezziik, amig lényeges hatdanyag-termelddést tapasztalunk.
A CP-91243/CP-91244/UK-58852 antibiotikumok termel8désé-
nek nyomonk&vetésére vékonyrétegkromatogrdfidt hasznéd-
lunk. Adszorbens: szilikagél; futtatdszer: kloroform/meta-
nol, 9:1.A kifejlesztett kromatogramot vanillines rea-
genssel (6 g vanillin 100 ml etanolban és 3 $ tdmény

kénsavban) hivjuk eld 5 percen 4t 100°C hémérsékleten.

Az antibiotikumok vér&ses-kék foltokként jelennek megq.



A kimutatdsndl eljdrhatunk dgy is, hogy a lemezt B.
subtilis teszt-mikroorganizmussal beoltott és 0,4 ml

5 %-o0os 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolium-kloridot tartalmazd
agarral Ontjlik le. 16 &rés, 37°C hémérsékleten tSrténd
inkubdlds utdn az antibiotikumot tartalmazd helyek szin-
telen foltokként jelennek meg a vdrds hdttérben.

Két fermentor fermetlevének egyesitésével kapott

14 liter fermentlevet azonos térfogatd metil-izobutil-ke-
tonnal kevertetjiik 20 percen &t. A f4zisokat elvalasztjuk,
és a szerves fdzist bepdroljuk 24 g olajat nyerve. Ezt a
bepdrldsi maraddékot 700 g szilikagélbdl (70-230 mesh,
Universal Absorbensts) készitett oszlopon kromatografdljuk
(oszlopméret: 5,5 cm x 8 cm livegcsb8ben), eluensként klo-
roform/metanol, 19:1 elegyet haszndlva. Az 4dtfolyédsi se-
besség: 10 ml/perc, és percenként vesziink egy frakcidt. A
frakcidkat vékonyrétegkromatogrédfidval vizsgdljuk (Ameltech
szilikagél GF lemezeken), kifejlesztéshez kloroform/meta-
nol, 9:1 elegyet haszndlva; el8hivds vanillines reagens-
sel és melegitéssel. A CP-91243, CP-91244 vagy UK-58852 an-
tibiotikumot tartalmazd frakcidkat egyesitjilk, és bepé-
roljuk, igy 0,7 g CP-91243, 4,9 g CP-91244 és 3,6 g
UK 58852 antibiotikumot nyeriink.

| A CP-91244 antibiotikumot tartalmazdé bepdrlési
maradékot 200 g szilikagélb8l (70-230 mesh, Universal AD-
sorbents) készitett oszlopon (2,5x100 cm) kromatografdl-
juk, eluensként etil-acetdtot haszndlva. Az &tfolyédsi

sebesség: 10 ml/perc, és percenként vesziink egy frakcidt.



A frakcidkat a fentiekben ismertetett médon vékonyréteg-
kromatogrdfidval vizsgdljuk, és a CP-91244 antibiotikumot
tartalmazdé frakcidkat egyesitjiik, bepdroljuk, és etil-
~acetdtban Atkristélyositijuk, 850 mg CP-91244 antibioti-
kumot nyerve.

A CP-91243 és UK~-58852 frakcidkat ugyanigy kroma-
tografdlva 280 mg,etil-acetdtbdl kristdlyositott CP-91243-t
és 1,5 g, hex&nbdl kristdlyositott UK 58852-t nyeriink.

A CP-91243 és CP-91244 natriumsd szerkezetének
megadllapitdsdhoz a 13C—NMR spektrumdt, az elemanalizisét
és a FAB tOmegspektrumdt az ismert UK-58852 &s UK 61689
adataival hasonlitjuk Ossze.

CP-91243 antibiotikum
op.: 178-180°C.

25
/alfa/D o

-7,6 (c = 1, metanol).

FAB/MS: 996 (M + Na)~.

Elemanalizis a C Na.H,0 képlet alapjén:

50783%13
szdmitott: C: 59,22, H: 8,47 %;
mért: C: 59,22, H: 8,23 %.
13C-NMR(CDCl3 + 2 csepp CD3OD):

179,3 (0), 107,6(0), 103,3(1), 102,5(1), 98,0(0),
97,0(0), 87,1(1), 84,8(0), 84,3(0), 82,6(1), 82,4(1),
81,8(1), 81,0(1), 80,2(1), 76,0(1), 75,8(1), 73,4(1),
71,4(1), 70,9(1), 70,2(1), 67,9(1), 67,6(1), 59,6(3),
45,4(2), 44,7(1), 39,9(1), 39,0(2), 36,6(2), 33,8(1),
33,8(2), 33,5(1), 33,5(2), 33,1(1), 32,5(2), 32,5(2),
32,3(2), 32,3(2), 31,4(2), 31,0(2), 27,5(3), 26,9(2),
26,1(3), 23,2(3), 18,1(3), 17,9(3), 17,4(3), 16,8(3),
12,3(3), 10,9(3) és 10,3(3) ppm (zdrdjelben a hidrogén-

atomok széma)-:



CP~91244 antibiotikum
op.: 154-157°cC.
25
/alfa/D : -4,8 (¢ = 1, metanol).

FAB/MS: 1010 (M + Na)'.

Elemanalzizis a C51H85018Na képlet alapjén:
szdmitott: C: 60,65, H: 8,59 %;

mért: C: 60,41, H: 8,58 %.

13

C—NMR(CDClB):

179,3(0), 107,6(0), 103,2(1), 102,5(1), 98,0(0), 97;0(0),
87,1(1), 84,7(0), 84,3(0), 82,6(1), 82,4(1), 81,8(1),
80,9(1), 80,3(1), 80,0(1), 75,8(1), 74,7(1), 73,1(1),
71,7(1), 70,2(1), 67,8(1), 67,5(1), 59,6(3), 56,8(3),
45,7(2), 44,8(1), 40,0(1), 39,0(2), 36,6(2), 33,9(2),
33,7(1), 33,6(1), 33,6(2), 33,2(1), 32,6(2), 32,4(2),
31,7(2), 31,5(2), 30,7(2), 27,7(3), 27,0(2), 26,9(2),
26,1(3), 23,3(3), 18,4(3), 18,1(3), 17,5(3), 17,0(3),

12,4(3), 11,1(3) éa la 10,4(3) ppm.

Ezek szerint a két antibiotikum a (III} &ltalédnos
képlettel jellemezhetd, ahol R jelentése CP-91243 esetén

hidrogénatom, CP-91244 jelenlétében metilcsoport.
2. példa

Az Actinomadura roseorufa FD 28518 (ATCC 53870)
tdrzs fermentdldsa Ugy torténik,ahogy azt az 1. példa-
ban az Actinomadura roseorufa ATCC 53870 tOrzs esetében
leirtuk. A 15 liter fermentlevet extrahdljuk, és bepéd-

rolva 17 g olajos maradékot nyeriink. A bepdrlédsi maradé-



kot az 1. példdban leirtak szerint kromatografdljuk.

A CP-91243, CP-91244 vagy UK-58852 antibiotikumot tar-
talmazdé frakcidkat egyesitjiik, é€s bepdrolva 5 g
CP-91243-at, 3,5 g CP-91244-et és 2,5 g UK-58852-t kapunk.
A bepadrlédsi maradékot tovdbb kromatografdljuk, és kris-
tdlyositjuk az 1. példdban leirtak szerint. igy 1,2 g
CP-91243, 480 mg CP-91244 és 190 mg UK—58852 antibio-

tikumot nyeriink.



SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Eljdréds a (III) 4ltaldnos képletd - ahol R je-
lentése hidrogénatom vagy metilcsoport - antibiotikum vagy
gyégyésiati szempontbdl alkalmazhaté kationsdi eld4lli-
tdsadra, azzal jellemezve, hogy az Actinomadura
roseorufa ATCC 53666 tOrzs antibiotikumot termeld mutén-
sdt vagy a nevezett mutdnsantibiotikumot termeld tovébbi
mutdnsdt, transzformdnsdt vagy rekombindnsdt asszimildl-
hatdé szénforrdst, nitrogénforrdst és szervetlen sdékat
tartalmazdé vizes téptalajon, slillyesztett tenyészetben,
aerob koOriilmények k&zdtt tenyésztjﬁk;

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 vagy ATCC
53870 tOrzset vagy ezek valamelyikének a nevezett anti-
biotikumot termeld mutdnsédt, transzformdnsit vagy rekombi-
nédnsit tenyésztijiik.

3. A 2. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 tdrzset
tenyésztjiik.

4. A 2. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53870 tOrzset
tenyésztjik.

5. Eljérds a (III) &ltaldnos képletd - ahol R jelen-
tése hidrogénatom - antibiotikum vagy gydgydszati szempont-
bél alkalmazhatd kationsdi elddllitdsara, azzal jellemezve,

hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53666 t8rzs nevezett



antibiotikumot termeld mutdnsdt vagy a nevezett mutdns
antibiotikumot termeld tovabbi mutédnsdt, transzformén-
sdt vagy rekombindnsédt asszimildlhatd szénforrdst, nit-
rogénforrdst és szervetlen sdkat tartalmazdé vizes tép-
talajon, slillyesztett tenyészetben, aerob k&riilmények
kdoz6tt tenyésztijlik.

6. Az 5. igénypont szerinti eljdréds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 vagy
ATCC 53870 tOrzset vagy ezek valamelyikének a nevezett
antibiotikumot termeld mutdnsdt, transzformdnsdt vagy
rekombindnsdt tenyésztijilik.

7. A 6. igénypont szerinti eljdrads, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 tor-
zset tenyésztijlk.

8. A 6. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53870 tdrzset
tenyésztjik.

9. Eljdrds a (III) &ltaldnos képletd - ahol R
jelentése metilcsoport - antibiotikum vagy gydgydszati
szempontbdl alkalmazhatd kationsdi elb4dllitédséra,
azzal jellemezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC

53666 tOrzs nevezett antibiotikumot termeld mutdnsat
vagy a nevezett mutdns antibiotikumot termeld tovabbi
mutdnsdt, transzformdnsdt, rekombindnsdt asszimildlhatd
szénforrdst, nitrogénforrdst és szervetlen sdkat tar-
talmazd vizes téptalajon, slillyesztett tenyészetben,

aerob kOriilmények kbz6tt tenyésztjlik.



10. A 9. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 vagy
ATCC 53870 tdrzset vagy ezek valmelyikének a nevezett
antibiotikumot termeld muténsdt, transzformdnsit vagy
rekombindnsat tenyésztjiik.

11. A 10. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura ATCC 53869 tOrzset tenyészt-
jik.

12. A 10. igénypont szerinti eljédrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura ATCC 53870 t&rzset tenyésztijik.

13. Eljéras az (I) képletli, valamint a (III) &lta-
léanos képletd - ahol R jelentése hidrogénatom vagy metil-
csoport - antibiotikumok el84l1llitdsédra, azzal jellemezve,
hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53666 tdrzs nevezett
antibiotikumot termeld mutdnsdt vagy a nevezett muténs
antibiotikumot termeldé tovabbi mutdnsdt, transzformdnsat
vagy rekombindnsdt asszimildlhaté szénforrdst, nitrogén-
forrdst és szeretlen sdkat tartalmazd vizes tédptalajon,
slillyesztett tenyészetben, aerob kdriilmények kdzdtt te-
nyésztijlk.

14. A 13. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 vagy
ATCC 53870 torzset vagy ezek valamelyikének a nevezett
antibiotikumokat termeld mutdnsdt, transzformdnsat,
rekombindnsédt tenyésztijiik.

15. A 14. igénypont szerinti eljdréds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 td&rzset

tenyésztjiik.



16. A 14. igénypont szerinti eljédrés, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53870 tdrzset
tenyésztijiik.

17. Eljérés az (I) képletl antibiotikum el84&4111i-
tésdra, azzal jellemezve, hogy az Actinomadura roseorufa
ATCC 53666 torzs antibiotikumot termeld mutdnsdt vagy a
nevezett tdrzs antibiotikumot termeld tovébbi mutdnsat,
transzformdnsét vagy rekombindnsdt asszimildlhatd szén-
forrdst, nitrogénforrdst, és szervetlen sdékat tartalmazd
vizes tédptalajon, siillyesztett tenyészetben, aerob k&riil-
mények k&z6tt tenyésztijiik.

18. A 17. igénypont szerinti eljdréds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 vagy
ATCC 53870 tbrzset vagy ezek valamelyikének a nevezett
antibiotikumot termeld mutdnsit, transzformédnsat vagy
rekombindnsét tenyésztjiik.

19. A 17. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy a nevezett antibiotikumot kinyerijiik.

20. A 18. igénypont szerinti eljlris, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 tdrzset
tenyésztjlik. |

21. A 18. igénypont szerinti eljéréds, azzal jelle-

mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53870 tdrzset
tenyésztijilik.
22. A 18. igénypont szerinti eljéréds, azzal jelle-

mezve, hogy a nevezett antibiotikumot kinyerjiik.
23. A 22, igénypont szerinti eljérds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53869 tSrzset

tenyésztjiik.



24. A 22. igénypont szerinti eljirds, azzal jelle-
mezve, hogy az Actinomadura roseorufa ATCC 53870 tdrzset
tenyésztjiik.

25. Eljaréas baromfiak kokcididlis fert8zdttségének
megeld8zésére vagy kezelésére, azzal jellemezve,hogy az
dllatoknak az alébbi antibiotikum(ok) antikokcididlis
hatédsd mennyiségét adjuk be:

a) az 1. igénypont szerint elB4dllitott egyik anti-

biotikumot; vagy

b) az 1. igénypont szerint el84dllitott antibiotikumckat;
vagy
c) az l. igénypont szerint elddllitott egyik antibio-

tikum é€s az UK-58852 antibiotikumot; vagy
d) az 1. igénypont szerint eld4dllitott antibiotikumckat
€s az UK 58852 antibiotikumot.

igénypont szerinti,
26. A 23?’€Ijérés, azzal jellemezve, hogy a neve-

zett antibiotikumot vagy antibiotikumokat dgy adjuk be a
baromfiaknak, hogy a téplédlékukhoz keverjiik.

27. Baromfi takarménykészitmény, azzal jellemezve,
hogy a készitmény az aldbbi antibiotikumoknak a baromfi
antikokcididlis fert8zésére vagy annak megel8zésére ha-
tdssal rendelekz8 mennyiségét tartalmazza:

a) az 1. igénypont szerint el&8dllitott egyik anti-

biotikum; vagy

b) az 1. igénypont szerint eld4llitott antibiotikumok
vagy
c) az 1. igénypont szerint elS4dllitott egyik anti-

biotikum és az UK-58852; vagy



seses
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ad) az 1. igénypont szerint el84llitott antibiotikumok
és az UK—~58852 antibiotikum.

28. Eljérds ldbasjdészdg enteritiszének kezelésére,
azzal jellemezve, hogy az 4llatoknak az aldbbi antibio-
tium(ok) enteritisz-ellenes haté&sd mennyiségét adjuk be:
a) az 1. igénypont szerint el8dllitott egyik anti-

biotikum; vagy

b) az 1. igénypont szerint el&4dllitott antibiotikumok;
vagy
c) az 1. igénypont szerint elfdllitott egyik antibio-

tikum és az UK—58852 antibiotikum; vagy
a) az 1. igénypont szerint eld&dllitott antibiotikum ok

és az UK58852 antibiotikum.

29. A 28. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy a nevezett antibiotikumot vagy antibiotikumo-
kat dgy adjuk be a lédbasjdészdgnak, hogy hozzdadjuk az
dllatok eleségéhez.

30. Labasjészégok tdpkészitménye, azzal jellemezve,
hogy az alédbbi antibiotikum(ok) enteritisz ellenes
hatédsd mennyiségét tartalmazza:

a) az 1. igénypont szerint elddllitott egyik anti-

biotikum; vagy

b) az 1. igénypont szerint el8dllitott antibiotikumok;
c) az 1. igénypont szerint el&4dllitott egyik antibio-

tikum €s az UK-58852 antibiotikum; vagy
c) az 1. igénypont sezrint el&4llitott antibiotikumok
és az UK-58852 antibiotikum.

31. Eljér&s a sertés dizentéria kezelésére, azzal



jellemezve, hogy az &llatnak az aldbbi antibiotikumo(ka)t

adjuk be:

a) az 1. igénypont szerint elddllitott egyik anti-
biotikumot; vagy

b) az 1. igénypont szerint elf&dllitott antibiotiku-
mokat; wvagy

c) az 1. igénypont szerint el6dllitott egyik anti-
biotikumot és az UK-58852 antibiotikumot; vagy

d) az 1. igénypont szerint eld4dllitott antibiotiku-
mokat és az UK-58852 antibiotikumot.

32. A 31. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-
mezve, hogy a nevezett antibiotikumot vagy antibiotiku-
mokat Ugy adjuk be a sertéseknek, hogy hozzdadjuk az
dllatok eleségéhez,

33. Eljéréds kér8dz8k vagy egyszerl gyomridak ndve-
kedésserkentésére és/vagy tdpanyaghasznositisuk fokoza-
sdra, azzal jellemezve, hogy az &llatoknak az aldbbi
antibiotikum(ok) n&vekedést serkentd és/vagy tdpanyag-
hasznositdst fokozé mennyiségét adjuk be:

a) az 1. igénypont szerint elédllitott egyik anti-

biotikumot; vagy

b) az 1. igénypont szerint elddllitott antibiotikumokat;
vagy
c) az 1. igénypont szerint elddllitott egyik antibiotiku-

mot ¢és az UK-58852 antibiotikumot; vagy

d) az 1. igénypont szerint el8dllitott antibiotikumokat



és az UK~58852 antibiotikumot.
34. A 33. igénypont szerinti eljdréds, azzal jelle-
mezve, hogy a nevezett antibiotikumot vagy antibiotiku-

mokat az dllatok eleségéhez adjuk.
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