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Esta invencidn se refiere a un nuevo agente sntibid-
tico, sus sales, el método para prepararlo y su uso. Mfs par-
ticulammente, la presente invencién conclerne un nuovo compues-
to antibibtico altamente activo, conceldo como ametobotromied-
ha, sus sales, el procedimiento para prepararlo, y su uso como
agente antibidtico en el trotamiento de enfermedad resnirato-
ria crdénica de los pollos y la sinusitis infecciose de loo pa-
vose | |

El descubrimiento de las notables propiedades anti-
biSticas de la penicilina y sustancias similares ha estimula-
do un gran interés en el campo de los compuestos antibifticos
tales como: estreptomicina, gramicidina, subtilina, bacitra-
¢ina, cloroctetraciclina, oxitetraciclina, cicloserina, colis-
tina, fervenulina, estreptozotocina, novobiocina y similares.
En general, tales ontibiéticos son particularmente activos
contra clertas bacterlas gram-positivas. Ctros son activos
gontra baeteriés gram#negativas y algunos son activos tanto
contra bacterias gram-negativas como contrz bacteriss gram-
positivase Sin embargo, la actividad de estos untibibticos eo~
nocidos esté habitualmente limitada a unos pocos microorganis
mos patégence y se han realizado trabajos de investigicién en
este campd en un intento de encontrar sustancies antibidticas
adicionales que sean efectivas contra otros patdgenoss

' Ademfs, muchas bacterias que, por unz vesz, hzh sido
dominadas por antidbidticos conocidos, han desarrollado resis-
tencia aumentada & través de los afios a estas sustanclas an-
tibibticase Como resultado, aungue algunos de estos antibid-
ticos han resultado inapreciables en el tratamiento de varias
enfermedades, se ha descublerto gue clertas cepas de ulgunos

patégenos desarrollan uma resistencia a varios sntibidtices
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particulares y, en consecuencia, estos antibidticos ya no son
activos contra tales cepas de patdgenos o la actividad de es-
tos antibibticos se ha reducido en tal grado que hace que su
uso contra tales patdgenos sea de consecuenciss insignifican-
teas

De acuerdo con ésto. la deficiencia de los antibide
tices conocidos ha cstimalado la investigacidn posterior para
encontrar otros antibidticos que sean altamente activos eontra
una swplia gama de patdgenos as{ como contra las cepas de va-
rios microorganismos que son resistentes a otros antibidticos.
Esto es cierto no solamente con las bacterias productoras de
enfermedades que atacan al homdre, sinc también con las bacte-
rias productoras de enfermedades que atacan a los animales y
a las aves de corrale

1a enfermedad respiratoria ¢rdnica es una enfermedad
de los pollos y de los paves, causada por clcrto grupo de mi-
croorganismos conocidos como PPLO o "pleuropneumonia~like or-
ganisws®™, que han sido clasificados como Mycoplasmas Esta en-
fermedad es conocica como infeccidn PPLO. En los pllos la en-
fermedad puede complicarse por un invasor secundaric, en cuyo
caso la enfermedad se conoce como enfermcdad compleja respira-
toria crénicas En 10s pavos csta enfermedad aparece em dos
formaes Je llama sinusitis infecciosa cuando se encuentra en
la forma que afecta la porciéa superior del &rbol respiratorio
y enfermedad del saco aereo cuande la afecta la porcién infe-
rior del 4rbol respiratorios Con propbésitos de simplicidad,
estas enfermedades se designardn en esta memoria coxo sinusi-

tis infecciosa. |
En los pollos los sintomas de la cnfermedad crdénica

respiratoria pueden ser similares a loe de otras enformedades
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respiratorias tales como las Hewcastle, brongquitis infecciosa,
ilaringotraqueitis, infeccidn funsica, etce lLos sintomas habi-
tualmente obscrvador son descarga masal y ligera :inchazdn de-
bajo de los ojos» Bstos signos suelen acompaiicrse de dos cs~
toraudos y un ruido roneo on la garganta ¢ un estertors Los
sintomas de la enfermedad en los pavos aparecen & ncnudo acom-
paflados de semos hinchados con exudacién gelatinosz, ojos 1lo-
rosos y toses COn SaC05 Qereds gasecsos O turbios.

1a pérdida econdmica que acompalia a la enfermedad
respiratoria crdinica ec una marma en la produccidn de huevos
de por lo menos 10% a 40%, que afe;ta a las aves curznte va-
rias semanas o mesess La poca incubabilidad de los huevos £ér-
tiles puesto por gallinas infectadas puede causar pérdidas
adicicnales. La infeccidn eausada por el XMycoplasma (PPLG)
ocasiona la muerte de un alto poreentaje de los cabriones. la
pérdida de peso en un gran porcentaje de aves es taskién evi-
dentee Hay, ademfs, una cifra significativa er ia mértalidad
de las aves que comienza a alrededor de lac cuatrc cemanas de
edads

La infececiln de las aves puede ocurrir de una diver-
sidad de mancrase. Las aves pueden infectarse por contacto con
otras aves infectadas; habitualmente por inhalacidén de exuda-~
do nasal de un ave gue estornuday em efecto, 108 polles © pa-
vos infectados pueden enfcrmarse y transformurse er vehiculos
que parecen ser sanos pero cstin, en realidad, infectados con
cepas patdgenas de Mycoplasma (PPLOJs Aderds, las aves pueden
infectarse por medio de nidos, estiércol, agua y alimentos
contaminados, gallinas cluecas o incubadoras contaminadas. la
transmisidn de la enfermedad por medio del huevo embrionado
infectado contribuye ampliamente a la obtencidén de generacio~
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La gquimioterapia ce estss enformedades he sido exi-.

nes infectadass

tosa ¢on un nimero muy limitado de compuestess Con una cxcep-~
¢idn, los agentes que han cido encontredos satiszfactorios son
antibibticos conoeidos usados clinicamente parz otras enferme-
dades, principalmente snfermodades humanass La excepeidn es
el antibidtico tilosinas Aunque la tilosina se usa muy amplia~
mente, se han encontrado cepas de FPLO resistentes a ellas y
el antibidtico i demostrado ser téxico cuzndo se usa con los
pavoss

Utros antibidticos Utiles para dominmer la enformedad
respiratoria crénica ¢e los pollos y la sinusitis infeceiosa
de los pavos son la eritromicina y 12 ¢lorotetracicling u oxi-
tetraciciinas Sin embargo, los niveles de dosis de estos anti-
bibéticos necesarios para abtener buenos resultsdos son dema-
siado altos, lo que crigina un impedimento econdmico para el
usuarios Otros antibibticos de 1los que se sabe ticnen activi~
dad anti-FrPi0, habitualmente requieren un nivel de dosis dema-
siado préximo al nivel téxico para ser de valor précticos Se
incluyen en este grupo la neomicina, cancmicina y ol cloramfe-
nic&i« A

Muchos otros antibibticos antibacterianos cue se
usan para otras infecciones han demostrado no tener ningin
efecto sobre los PFIO+ Entre los ejemplos de.estos dltimos se
incluye la penicilina y sus muchos derivados, la cicloserina,
1a novobiocina y muchos otrose Como puede verse, este grupo
incluye agentes con un anplic espectro de actividad, de acui
que su imactividad contra el Mycoplasma muestra como estos mi-
crobios son un tipc dnico y especializado de bacteriae

Es una finalidad de 1z presentc invencidn proveer
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substancias antibibticas dtiles que son altamente cfectivas
para dominar cl agente etiolfgico primario de la enfermedad
respiratoria epénica de los pollos y la sinusitis infecciosa
de los pavoss

Una finalidad adicional de la prosente invencién es

producir una substancis antibidtica nucva y til cue oucde

- utilicarse en concentracionos mds altas que las agtazlmente

utilizables sin peligros resultantes de toxicidad.

’ Otra finalidad de la preseate invenciln es proveer
un antibidtico que tiscne una absorcidn oral acaptable pura
tratar la enfermedad respiratoria c¢rénica de los pollos y la
sinusitis infecciosa de los pavoss

Una finalidad ulterior de la presente 4invencidn es
proveer un antibibtico que ouede aplicarsc en docis rolativa~
mente bajas en el tratamiento de la enformedad yesniratoria

‘de los pollos y la sinusitis infecciocsa de los pavos.

Otra finalidad adicional de la prosente imvencidn
¢s proveer un antibidtico que o5 un ggente cetive gontrs una
amplis gama de cepas de micoplasmas, ireluao las Gue pertene-
cen = las especies M. gallisepticum (PPLO), en ¢l trataciento
de la enfermedad respirzioria crénica de los pollos v la si-
rusitis infecciosa de los pavoss

Bs afin una finalidad ulterior de la presente inven-
eidn, proveer un procedimiento parz preparir csta sustancla
antibidtica novedosas

Otras finzlldades adiclcnzles de la presente inven-
¢idn resultardn cvidentes pzra los comocedoras por 1z lectura
de la siguiente memoriae

Las nucvos sustancias antibidticas de 1 presente

invencidn se encuentran haciendo ¢recer, en conifcicnes con~
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troladas, una especie previamente desconécida de microorganis-
mo« El microorganismo se aisld del caldo de fermentacién de un
actinomycete del suclo obtenido en Caradéde Este mueve ricroor-
genismo ho side desiprnado Streptomyces cansdersis MA-959 en

la coleccidn de cultives de Merck & Coe, Inc., Hakvay, Kew
derseys Un cultive de cste ha ¢ ido depositado er la seccibn
de fermentacién de la American Tyve Culture Collection, 12701
Parklawm Drive, Pockville, Maryland, v se agregd & cu eclee~
cién permarente de cultivos come ATCC 17775-

Lae caracterfcticas morfolégicas y culturalss del
Streptomyces canadensis MA~959 ce determinen o contirwacidn:
STREPTCNYCES CANADEMSIS MA-~959
Morfologfa, Biverticiladee Cadonas rectas de 8-10 ¢spores, unas
pocas cadenas més largas« Esporos cilfméricos (95C X tarafio me-
éio 1,0 p X 1,7 ple |
Czapek Dox Agar (Sacarosa =« Nitrato): desarrollo loves Micello
asreod escaso, blancos Desarrollo vegetativo incslorss Reverso
incoloroe XNo preseﬁta pigmento solublee Esporulacién buenase
Glicerol~Asparagina-agar: Desarrolle buencs Mieclio acred me-
dio,; gris. Dassrrello vegetativo pardo o parda rojizos. Reverso
pardo o pardo rojizos Figmomto coluble parde o porde rojito
{rcsade en las primeras etapos del desarrollc una semans)e Ko
ge obaserva csporulaciéne.

Pasta de tomate~harina de avena-zgart Desarrcllc bueno. Mice-
lio sereo buenc, gris con penachos blancos y exudade rosado,
cue aparece despuds de tros semanase. Desarrolle vegotstivo
pardes Reversc parde oscurce Pigmento scluble pardo. Se obser-
va slguna esporulzeiéns

Lpar de Emersonts: Desarrollo moderados Micelio aereo escaso,

gris claros DPesarrcllo vegotativo pardce Beverse pardoe Pige
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mento solublc pardo e¢laro (rosado on las primeras etapasie
Patata: Desarrolle buecnoe Colonias lisac color ercma o pardo
grisiseo. Micelis aéreo gris claro (amareee solo en la »ore-
cidn mis seca de la patatajs Pigmento soluble mcdic, pardo
(rosado en las orimerac etapasje
Almidén-agar: Desarrollo bueno. No se observs micclic 26rece
Desarrollo vegetative nardo claroe. Reverso pordo claro. Pig
mento soluble perdo elaro (rosaco eon las nrimerss ctopne del
erecinientoje Hidrdlisise
Placa de gelatina nutritiva: Desarrollo bueno. Mo se observa
micelic adreos Dasarrollo vegetativo pardo claros Reverso par-
do claros Pigmente soluble pardo claros Licuacibne
Gelatina punzada: Pigmento soluble pardo verdoso oscuroe /3
licuacidne
Maleato de calcioe-agar: Desarrollo bueno. Micelio aérec esca-
so, blanco rosadas Desarrollo vegetativo pardoe cmarillento.
lipero pardec del medic a lo lorgo de la linsa de crecimicnto.
Tirosina-agar: Desarrollo moderado. Micelio aerco blanec rosa-
do pilido. Desarrollo vegetativo pardo muy elarce Ligero par-
deo del medioe.
Peptons~hierro~ Bxtrato de levadura inclinada: Desarrollo tue-
noe Fo se observa micelio aéreos Desarrollo vegetativo grise
Pigmento soluble negro asulado a los dos dfas. Yiedio pardo a
las tres semanaSe .
Leche descremada-agar: Desarrollo buenos Micclio aerzo blanco
rosados Desarrollo vegeotativo pardo claros Piguento scluble
parde muy claros No se observa hidrélisise
Reduccidn de nitratos: Negativa en las condiciones del ensayo
en medios orgdnicos y sintéticos.

Temperatufa: Desarrollc bueno a 28°C. Ko se observa desarrollo
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a 50°C.

Desarrollo micro-aerdfilo {extracto de levadura-dextrosa pun-
zade): Gran desarrollo superficial y a lo largo de 2/* de la
l4inea de punzidne

Leche: ?eptonigacién completa a las tres semanase No se obscr-
va coagulacibne Crueso anillo de desarrollo pardo con micelio
aéreo disperso (gris claro). Pigmento soluble en el medio,
pardo grisiseo. Reaccidn alcalina (pH: 7,9)s

leche tornasolada: Peptonizacidn completz en tres semanase Ko
se observa coagulaciéne Reaccidn alcalina.

- La procedente descripeidn del microorganismo predue~
tor de la ametobotromicina se da como flustrativa de las cepas
édecuadas de Streptomyces que pueden usarse en la produccién
de ametobotromicina, pero debe entenderse que la informacién
dada no debe limitarse a los organismos que rcsponden a esta
particular descripcidne La presente invencién también contem-
pla el uso de otras especies de Streptomyces o mutantes de
los organismos descriptos tales como los obtenidos por selec-
c¢idn natural o los producidos por agentes mutantes, por ejem-
plo, irradiacidn con rayos X, irradiacién ultra-vicleta, mos-
tagas de nitrdgeno y similares.

El nuevo antibibdtico de la presente invencién es un
compuesto bisico que forma sales con los Acidos, tanto inorgd-
nicos como orginicos, tales como el &cido clorhidrico, tarté-
rico, salic{lico, etce, y otros compucstos. Lo formg de base
1ibre de la ametobotromicina posee las siguicntes propiedades
fistcas y quimicas: ’

ae Tieme un punto de fusién comprendido en el intervalo de
alrededor de 154° a 163°C.
bs Es fécilmente soluble en aleoholes, ésteres, éteres, di-
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¢+ Es pzrecialmente scluble en aguge
de Es insoluble en éter de petrdleo, hexanc y similarese

solventes clorados y bencenos

¢+ Tiene una rotacién especifica de (gx;72° -25% en una
disolucién el 5% en etanol al 95%.
Desgraciadamente, en contraste ¢on otros antibidti-
-coé, la ametobotromicina es un compucsto excesivamente comple-
jo, cue ticne um peso molccular de slrededor de 8CCe En conse
cuencia, hasta ahora no ha sido posible determinar la compo-
8icidn completa exacta de la ametobotromicinae Se ha encontra-
do que esta composicién contlene los elementos carbono, hidré-
geno, nitrégeno, azuffe y oxfigeno. Los porcentajes hallados

de estos elementos sop sigulentes:

G- 58,40 %
He 744 %
N- 13,42¢%
S~ b77%

0~ 15,97 % (por diferencia)
Total - 100,00 % ’
Estos datos sugieren una estructura molecular: C“OHKONdD7S,‘
pero son posibles también otras férmulas moleculares simila-
res dentro del error esperimental de ectas detcrainscionese.

El espectro de absorcién infrarrojo del antibidtico
ametobotromicina en cloroformo usando prismas de clorurc de
sodio, se ilustra en el dibujo que se acompafias Los picos ca-
racterfcticos mds significativos ocurren o las siguientes lom-
gitudes de onda expresadas en inversas de centimetros: 290,
2980, 1739, 16,0-1685, 1500, 1440, 1378, 1240, 1181, 1122,
1092, 1061, 995, 960,

Las lecturas de espectro infrarrojo precedentes pue-
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den verse mis ficilmente én los dibujos anexose« Por bidrélisis
fcida, la ametobotromicina produce 6 substancias ninhidrina-

- positiva, una de las cuales es la prolines

La ametobotromicina posee el sigulente valor carac-
teristico,ar en la combinacién de disclventes indiezda.
. | Be
Alcoho) caprilico: fosfato tampon de pH 6
_ (fase inversa) 0,30
(Bn este caso el papel fue impregnado con la fase estaciona-
ria)s .
Las caracterfsticas del antibidtico de la presente

fnvencidn pueden también incluir la cromatografiz en capa del-

gada. Se toman placas cromatogrificas en capa delgada que con-
tienen sal de sflice y se ﬂesaérollan con eloroformo al % y
metanol al 6%, ee secan y se colocan en una cfmars que contie-
ne vapor de iodo. Una mancha parda indica la presencia del an-
tibvibético de la presente invencién, ametobotromicins. El R,
de esta zona eg 0,60.

21 cultivo que produce la ametobotromicinn produce
generalmente dos tipos de substancias: un antibibtico de tipo
netropsina y un antibidtico de tino botromicinas El grupo bo-

' tromicina de antibidticos de lés que la amctobotromicina se

extrae, se.separa ficilmente del grupo netropsina por extrac-
cién con cloroformo de disoluciones acuosase Bl extracto ¢lo-
roférmico; después de purificacién, muestra la prescncia de
cinco substancias antibidticas por biloautograma de cintas de

‘papele La cinta de papel utilizada para este ensayo ¢onsiste

 en papel impregnado ¢on aleohol caprilico y revelado, aguas

abajo con tampén, donde el Rp de la amctobotromicina cs ©,0.
los c¢inco componentes hanzaide'designados cozponentes AaE en
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orden de polaridad decrecientes La tabla A siguicnte indica
1a diocactividad de todos los componentes de 1la botromicinas
La primera columna "Staphe MIC" es un ensayo en tubo de dilu-

. ¢3én que mide la concentracidn inmhibitoris minima del antibié-

tico en un cultive de caldo del microorganismo en cnsayo,
Stephy ' lcoccus gureuss La segunda columna "In Cva EDSO" es un
ensayo in oya cue mide el nivel de dosis efectiva del antibié-
tico en la proteccién de huevos embrionados contra.una inyec-
cién conocida de microorganismo, en este caso, Mycoplasma
Gallisepticum (PPI0)s» Este ensayo estd tomado de la conmbina-
cién de ensayos descrita por Re Yamamoto y He Ee Adlor (Ame J»
Vets Rese¢, julio, 1965) excepto que ¢l pardmetro usado para
medir la efectividad de la droga fue la proteccidm contra la
mortalidad en lugar de la prolongécidn de la vida del embridén.

TABLA A

. Staph In Ova
Componente MIC ug/ml Ensg #g/ huevo

4 3,0 720

B . 0423 .3
{ Ametobotromicina) ‘

¢ . 0,04 | 5
(Metobotromicina) | 4 .

D 0,16 10

E | 0,23 5

La tabla B "nuestra que se liberan sustancias produe-
toras de ninhidrina de los cince cempoxéentes per hidrdlisie
fcids y cfmatégraf!a sobre papels

Sigue tabla B.
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TABLA B

{Ametobo- {metobo~

tromicina) tromicina)
Ingrediente A B ¢ . DB
glicina ¥ + + 5
proling * + - ;
tiasol + + + 9
metil prolina  ~ - . .
valina ¢ + \;
desconocide A & ';
des¢conocido B
frmetil fenil-
alaninz ¥ + + 3 #

0 Porgentaje @resente demasiado pequeiid para separars

Como puede verse eu la tabla B, la ametobotromicina
contiene prolina, no contiene metil prolina ni contiene desco-
noeido B»

En una disolucién acuosa a un p# mayor que 10, el

antibiético es inestebles Sin embargo, a un pll de 3 a 9 el pro-

ducto es estable duronte 24 horas a temperatura ambientee

la metobotromicinz es activa en 1z inhiticidn de mi-
croorganlismos gram positivos primarismente, aungne exhibe ac-
tividad contrs microorganismos gram negativoge

Bl nuevo antibidtico de la presente imvencién se pro-
duce por la fermentacién aerdbica de Streptcmyces gancdensis
MA-959 en un medio acuoso adecuados Los medics aeuosos tales
como loc empleados para la produccidn de otroc antibidticos
son adecuados para la produccifén de ametobotromicinas Tales
medios contienen fuentces de carbono y nitrdfgene asimilables
por el microorganismo, y sales inorgénicase. Ademds, los medios

de fermentacifn c¢ontienen trazas de metales nccesarias para el
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crecimiento del microorganismo cue estin habitualmente presen-
tes en fuentes complejas de carbono y nitrdgenc en el medio.
En general, los hidratos de carbono tales como azi-
cares, ‘por ejempla; dcxtrosa, sacaross, dextrina y similares,
son fuentes adecusdas de carbono asimilablee La cantidad exac-
ta de la fuente de tarbén dependerd, en parte, de los otros
ingredientes del medio, pero se ha encontrado habitu-lmente
que una cantidad de hridrato de carbono comprendida aproximada-
mente entre 1% y 6% en peso con respecto al medio, es satis-

- factoria. Estas fuentes dé carbono pueden usarse individual-

mente o pueden combinarse varias de dichas fuentes en el medio.
Varias fuentes de nitrégeno tales como hidrolizados

arginina, digeridos de harina de soya, harina de soyay y simi-
lares son ficilmente asimilados | por los micmoréanismoa pro-
ductores de ametobotromicina y pueden usarse en medios de fer~
mentacidn para la produccién de este antibiético« En general,
hemos encontrado cue ingunas fuentes orgédnicas de nitrégeno,
particularmente harina de soya, son muy satisfactorias para
la produccidn del nuevo antibiético. Las diversas fuentes inor-
génicas y orgdnicas de nitrdgeno pueden utilizarse ya sean so-
las o en corbinacién en cantidades que van desde alrededor de
0,2% hasta alrededor de 6% en peso con respeeto al medio acuo-
80, :

El sigulente ejemplo ilustra un método para preparar
el antidbidtico de la presente invencidn, pero debe entenderse
cue se 44 con propésitos de ilustracidn y no de limitacidn.
EJEMPLO 1

A« Fermentaeién
Se preparé un medic que contenfa 1% de dextrosa, 0,1%
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de exvracto de carne, 1,04 de digerido triptico de cafeina y
0,5% de cloruro de sodio con ogua y se ajustd ¢l pH a 7,0 eon
hidréxido de sodio esterilicado y agregado asépticamente a un
cultivo inclinado de Streptomyces canadensis MA-959 (ATCC
17776} y los esporcs fueron pusstos en suspensiéne Alrededor
de 3 ml de esta;suspenéién de esporos se agregd asépticamente
a un Brienmeyer de 2 )+ con tapfn, que contenfa 5G0 ml de me-
dio acuogo estéril que consistfa en 1% de dextrosa, C,3% de
extracto de carne, 1,0% de digerido triptico de cafedina y 0,5%
de cloruro de sodio y ol pH se ajusté nuevamonte a 7,0« El
frasco se incub& a 28°C sobre un agitador rotatorioc a una ve-
lccidad de 12C rpm con un desplagamiento de 5 ¢m durante un
perfodo de 48 horase

Este cultivo vegetativo se agregd entonces aséptica-
mente & un fermentador de acero inoxidable de 190 1 que conte-
nﬁa alrsdedor de 110 a 150 1, de medio esuéril; con una compo-
sicién que comprendfa 1,5% de autolisado de lovadura, 1% de
dextrosa, 0,25% de cloruro de sodio, con el pH ajustads a 7,5
El medio incculado se incubd a 28°C durante 40 h durante cuyo
tiempo se agité con aire estéril asi, haciéndolo pasar a tra-
vés del medio a uma velocidad de 85 dm> por mins Alrededor de
8,4% de este cultivo vegetativo se empled para imccular un
fermentador de acero inoxidable de 568 1 que contenia alrede-
dor de 50 1 de un medio de una composicién que eomprendfa
1,5% de autolisado de levadura, 0,58 de cloruro de sodioc y %
de dextresa, a un pH de 7,0, previamente esteriligado con va-
por a alrededor de 120°C durante 15 mine El cultivo se imcub$
a 28°C con agitacibn y aereacién a una velocidad de 260 dm'/m
hasta que se obtuvd el miximo rendimicnto de entibiftico.

B» Becuperacién
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~ E1 antibiético de la presente invencidn se recuperéd
del caldo de fermentacidm ajustando el pH del caldo a 4,8 con

‘4eide elorhidrico y £iltrando. El calde filtrado se pasé a

través de una resina Dowex 50 X 2 de sodio {19 litros) a uma
velocidad de 1,9 1 por mine La resina se lavd comn 8 1 de agua

| y se levigé con 190 1 de metanol al 70%, amoniaco 1,N 0%, a

una velocicad de 0,9 1 por mins Se tomsron 10 porciones de
19 1. y cada una se neutralizé 2 un pH de 7 con dcido clorhi-
drico al 5%+ Se ensayaron las porciones y las poreiones acti-
vas se evaporaren a un volumen de 28 1 de aguae L1 concentra-
do se ajusts a un pH de 8 y se extrajo 3 veccs con un volumen
igual de cloroformo y los extractos se seccron sobre sulfato
de sodioce El cloroformo enricuecids se pasé por unz cclumna
que contenfa una mezcla de Florisil 70%, Celite 545, 0%, con
un tiempo de contacto de 10 mine la absorcién fue seguida por
un lavado con 38 1 de cloroforme, siguiéndose luege por una
levigacidn con cloroformowacetona 50%, a la mism: velecidad.
Se tomaron porciones de 1,9 1 de Iévigado ¥y se emsayaron las
poreioness Lag porciones activas se combinaron y se evaporaron
al,9 i de cloroformos« El concentrado cloroférmico se secé en
un plato y se recogié con unos 160 ml de mctanole Se agrsgaron
30 volfimenes de &ter etflico y se filtraron les insolublese
Se agregd una disoclucidn 10 a 1 de metanolwﬁcido clorhidrico
concentrado, al filtrado etéreo, con agitacién hasta que no
se produjo mis precipitacidne El precipltade se filtré,.se la~
v8 con éter y se secde

La smetobotromicina de la presente invencién se ais-
18 por cromatografia de particiéncon fosfato tempon C,1 M pH
6,9, como disolvente de revelados El Celite imprepnado eon el-

eohol caprilicc se usa como fase estaclionmarias la fase esta-
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cionaria‘se prepara impregnando 113 kg de Celite lavado ocon
fcido (tierra de diatomeas) con una disolucién de 23 1 de al-
cohol caprilico y 90 1 de acetonaes El Celite se seea al aire
para eliminar la acetonz y se compacta en unz columna satis~
factoria en capas delgadas y apisonando la uniformidads Des~
puds de compactada la columna se lava con un fosfato tampén
0,1 M, pR 6,0 hasta que emergié medio volumen de tampéne Alre~
dedor de 40 g de clorhidrato bruto descripto precedentemente
go disuelve en 30 1 de tampdn de pH €,0 y se coloca en la ¢o-
lumnas La ¢olumna se reveld conm un tampdn de pH 6,0, tomando
porciones de 19 1« Cada fraccién se ensays y se examiné por
eromatografia sobre papels lLas fracciones rieas se concentra-
ron a alradedor de /5 de su volumen, sc ajustd el pH a 8,5y
se extrajeron dos veces ¢on un volumen igual de cloroformos
Las discluciones cloroférmicas se evaporarcn & secuedad+ los
residuos ablidos se disolvicron em una pequeiia cantidéd de me-
tanol (alrcdoder de 56C ml) y se diluyeron con 20 volimenes
de &ter otflico y se filtraron. A este filtrado se agregd dei-
do clorhfdri¢co metandlico 1,2 N hasta que una posterior adi-
¢idn no produjo mas precipitaciones.

Bl clorhidrato del antibidtico se recogid y se seed
4n vacup con los sigulentes resultados:

Antibidtico Praceién Cantidad
Ametobotromicina - 29-38 hol Eo

La ametobotromicina y sus sales son valioscs agentes
antibacterianos, que, como ha sido puntualizado pregcedentemen-
te, son activos en la inhibicidn del crecimientc de varios or-
ganismos gram-positivose Sin embargo; estos antibibticos som
extremadamente Gtiles en el tratamiento de la enfermedad res-
piratoria crénica de los pollos y de la sinusitis infacciosa
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de los pavoss En esta realisacidn de la presente invencién,
se ha encontrado que la cnfermedad respiratoria ¢rfnica de
los pollos y la sinusitis infecciocsa de los pavos pucde inhi-
birse sfectivamente del usc de la ametobotromicinz o sus sa-
les, que pueden ser administradas ya sea por via subcuténea
o por via orale fAdemis, se ha encontrado que le ametobotromi~
cina y sus sales son efectivas para dominar la enfermedad res-
piratoria ¢rénica de los pollos y 1la sinusitis infecciosa de
los pavos cuando se administra en dosis que wvarfan desde al-
rededor de por lo menos 10 mgykg hasta glrededor de 500 mp/ kg
de peso del cuerpc del ave sin el peligro resultumte de toxi-
cidad y, preferiblemente, de 10 mg/kg a 250 mg/kg de peso del
cuerpo ds las aves, lo que depende de la vfa de administracién.
Para llustrar la actividad y las ventajas de la pre-
sente invencidn en la utilsizacién de 13 ametobotromieina como
antibidtico contra le enfermedad crdnica respiratoria de los
pollos y la sinusitis infecciosa de los pavos, se dan los si-
gulentes ensayoss Se entiende, sin anbargo, gue se dan simple~
mente con propdsitos de flustracidén y de ninguna manera deben

tomarse como limitando la invencidne

ENSAYO 1

Actividad de la ametobotromicina contra Micoplasms galliseptd-

gcum en pollos
Se infectaron grupos de pollitos leghorn de 5 dias

de edad por via saco-séreo con un caldo de cultivo de Micoplas-
ma gallisepticume Se suministré ametobotromicina en uma diso-
lucidn acuosa por via subcuténea con dosis dadas a 2 h y a 18k
después de la infecciéne Se observaron las aves en cuanto al
desarrollo de sintomas de la cnfermedad respiratoria ¢rémica

y los resultados fueron los siguientes:



Dosis mg/kg X 2 Resultados a la terminacidn
del ensayo
Testigos no tratados Enfermedad cvidente
10 ' Enfermecdad detenida
25 Enfermedad detenida
S 50 Infermedad detenida

Resulta evidente de los datos de los ensayos, que
ecn los pollos tratados con por 1o menos 10 pg/kg de ametobo-
tromicina, se detuvo la infeccidén producida por Micoplasma

allisepticum, enfermedad reépiratoria crdnica infecciosa,
10 nientras que en los pollos no tratados se desarrolld la
infeccidén de la enfermedad respiratoria crdnica.

Debe naturalmente entenderse que las explicacio-
nes tebricas para la posible férmula y las proporciones
de los ingredientes de ametobotromicina como se desceribe

15 en la presente memoria, estdn basados on nuestro conoci-
miento actual de este producto y no excluyec la posibili-
dad que datos cxperimcntales postoriores establezcan gue
la férmula postulada y las proporciones son, en verdad,
incorrectas. De acuerdo con esto, no se desea cstar lini-

20 tado a estas consideraciones tedricas, aunque estas con-
cuerden con los conocimientos actuzles. Estas explicacio~
nes se presentan principalmente como un nedio para provecr

un mejor conociniento de la presente invenocidn.

b Y T A

-.Q.-.-.-.-.-.-.-

25 Se reivindioa como cobjeto de csta patcnte:
l.~ Procedimicnto para producir un sntibiético, y
eéspceialmente para la preparacidn de wmetobotronicing, ca-
racicrizado porgue comprende hacer desarrollar una cepa de
Streptomyces produciora de ametobotromicina en condiciones

30 aerébicas, cn un medie nutritivo acuoso, hasta que se im-
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parta a dicho nedio una actividad antibidtica sustaneial,
y recuperar dicha ametovotromicina del caldo de fermenta=
¢idn,

2,~ Procedimicnto de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizado porque el microorganismo es Streptomyces
ATCC 17776 o mutantes del misno,

| 3,~ Proccdimicnto para producir un antibvidético, y

espceialmente para la ;reparacién de ametobotromiocina, ca-
ractcerizado porque comprende hacer desarrollar una cepa de
Streptomyces productora de ametobotromicina, en condiciomnes
acréhicas, en un medio nutritivo acuoso que contenga fuen-
tes asimilables de carbono y nitrégeno, y recuperar la ame-
tobotromicina del caldo de fermentacidn,

4,=- Procediiento de acuerdo con la recivindicacidn
3, caraeterizaéo porque el nieroorganismno es Streptomyces
ATCC 17776 o mutantes del mismo,

5,~ Procedimiento para producir un antibidtico, ca=-
racterizado porque camprende hacer desarrollar Streptony-
ces ATCC 17776, en condiciones aerébicas, en un medio nu-
tritivo queheontenga harina de soya, dextrosa, solubles
destiladores, autolisado de levadura y digerido triptico
de cafeina, y recuperar la ametobotromicina del caldo de
fermentacién resulitante.

6+~ Proccdiniento de acuerdc con la reivindicacién
5, caracterizado porgque cl antibidtico sc recupera zor un
procediniento que comprende £iltrar el caldo de fermenta-
cidén acidificado, extracr ¢l filtrado con un disolvente
inmiseidle adecuado ¥ rceupcrar la anctovotromicina de los
extractos de¢ digolventes y llevar a cabo la cromatograffa
particidn para la separacién de la ametobotromicina pura.

7.~ Procedimiente para producir un antibiético, el |
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cual, -para rocuperar la enetobotromicina de los caldos de
fcraentacidn, comprende la ctapa earactcrizadaApor acidifi-
car un caldo de fermcntacidén que conticne ametobotroieina
a un pH de elrcdedor de 5,8, filtrar ol ualdo de feracenta=-
cién acidificado, extraer el filtrado con un disolvente
inmideible y recupcrar la gactovotromicina de los extractos
dc disolventes.

8.~ Procedimiento dc acucrde com la reivirdicaecidn
7, caracierizaedo porouc el disolventc c¢s cleroformo.

9.~ Proccdimicnto para producir un sntibidtico.

Ista menoria consta de veinte y una hoja escritas

por una sola cara.

BARCELONA, -0 1 AED. 1968

y 4
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