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Esta invención se refiere a un nueve agente antibió­

tico» bus sales» el método para prepararlo y su uso* Mis par­
ticularmente» la presente invención concierne un nuevo compues 
to antibiótico altamente activo» conocido como ametobotromiei- 
na, sus sales» el procedimiento para prepararlo» y su uso como 
agente antibiótico en el tratamiento de enfermedad respirato­
ria crónica de los pollos y la sinusitis infecciosa de los pa­
vos*

El descubrimiento de las notables propiedades anti­
bióticos de la penicilina y sustancias similares ha estimula­
do un gran interés en el campo de los compuestos antibióticos 
tales comes estreptomicina» gramicidina» subtílina» bacitro­
cina, clorotetrncicllna, oxitetractelina» cicioserina, eolia- 
tina» fervenulina* estrepfco zotoeina» novobiocina y similares* 
En general» tales antibióticos son particularmente activos 
contra ciertas bacterias graut-positivas* Otros son activos 
contra bacterias gram-negativas y algunos son activos tanto 
contra bacterias grara-negatlvas como contra bacterias gras­
po sit ivas* Sin embargo» la actividad de estos antibióticos co­
nocidos esté habitualmente limitada a unos pocos microorganis 
moa patógenos y se han realizado trabajos de investigación en 
este campo en un intento de encontrar sustancias antibióticos 
adicionales que sean efectivas contra otros patógenos*

Además» muchas bacterias que» por una vez» han sido 
dominadas por antibióticos conocidos» han desarrollado resis­
tencia aumentada a través de los anos a estas sustancias an- 
tiblóticas* Como resultado» aunque algunos de estos antibió­
ticos han resultado inapreciables en el tratamiento de varias 
enfermedades» se ha descubierto que ciertas cepas de algunos 
patógenos desarrollan una resistencia a varios antibióticos



particulares y, en consecuencia, estos antibióticos ya no son 
activos contra tales cepas de patógenos o la actividad de es­
tos antibióticos se ha reducido en tal grado que hace que su 
uso contra tales patógenos sea de consecuencias insignifican­
tes#

De acuerdo con esto, la deficiencia de los antibió­
ticos conocidos ha estimulado la investigación posterior para 
encontrar otros antibióticos que sean altamente activos contra 
usa amplia gama de patógenos asi como contra las cepas de va 
ríos microorganismos que son resistentes a otros antibióticos* 
Esto es cierto no solamente con las bacterias productoras de 
enfermedades que atacan al hombre, sino temblón con las bacte­
rias productoras de enfermedades que atacan a los animales y 
a las aves de corral*

Xa enfermedad respiratoria crónica es una enfermedad 
de los pollos y de los pavos, causada por cierto grupo de mi­
croorganismos conocidos como ?PLO o *pleur&pneumoniQ~llke or- 
ganisms", que han sido clasificados como Mvcoplasma* Ssta en­
fermedad es conocida como infección PPLO* En los pilos la en» 
f eras dad puedo complicarse por un Invasor secundario, en cuyo 
Caso la enfermedad se conoce como enfermedad complots respira­
toria crónica* En los pavos esta enfermedad aparece en dos 
formas* Se llama sinusitis infecciosa cuando se encuentra en 
la forma que afecta la porción superior del ¿rbol respiratorio 
y enfermedad del saco aereo cuando la afecta la porción infe­
rior del árbol respiratorio* Con propósitos de simplicidad, 
estas enfermedades se designarán en esta memoria como sinusi­
tis infecciosa*

En los pollos los síntomas de la enfermedad crónica 
respiratoria pueden ser similares a loe de otras enfermedades
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respiratorias tales como las Ifewcastle, bronquitis infecciosa» 
laringotraqueitia, infección funsica, etc* los síntomas habí - 
tualmente observados son descarga nasal y ligera hinchazón de 
bajo de los ojos* listos signos suelen acompañarse de dos es­
tornudos y un ruido ronco en la garganta e un estertor* tos 
síntomas de la enfermedad en los pavos aparecen a menudo acom 
panados de senos hinchados con exudación gelatinosa» ojos lio» 
rosos y toses con sacos aereos gaseosos o turbios*

La pérdida económica que aeompafia a la enfermedad 
respiratoria crónica es una merma en la producción de huevos

■i
de por lo menos 10$ a 4G$» que afecta a las aves durante va­
rias semanas o meses* La poca incubabtildad de los huevos fér­
tiles puesto por gallinas infectadas puede causar pérdidas 
adicionales* La infección causada por el Neoplasma (PPLO) 
ocasiona la amarte de un alto porcentaje de loe embriones* La 
pérdida de peso en un gran porcentaje de aves es también evi­
dente* Hay» además» una cifra significativa en la mortalidad 
de las aves que comienza a alrededor de las cuatro semanas de 
edad*

La infección de las aves puede ocurrir de una diver­
sidad de maneras* Las aves pueden infectarse por contacto con 
otras aves infectadas, habitualmente por inhalación de exuda­
do nasal de un ave que estornuda» en efecto» los pollos o pa­
vos infectados pueden enfermarse y transformarse en vehículos 
que parecen ser sanos pero están» en realidad» infectados con 
cepas patógenas de Neoplasma (PPLG)* Además, las aves pueden 
infectarse por medio de nidos, estiércol» agua y alimentos 
contaminado», gallinas cluecas o incubadoras contaminadas* La 
transmisión de la enfermedad por medio del huevo embrionario 
infectado contribuye ampliamente a la obtención de generado-
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«es infectadas»

La quimioterapia de estas enfermedades ha sido exi- 
tosa don un número muy Limitado de compuestos» Con una excep­
ción, ios agentes que lian sido encontrados satisfactorios son 
antibióticos conocidos usados clínicamente para otras enferme­
dades, principalmente enfermedades humanas * La excepción es 
el antibiótico tllosina* Aunque la tllosina se usa muy amplia- 
mente, se han encontrado cepas de PPtG resistentes a ellas y 
el antibiótico ¿a demostrado ser tóxico cuando se usa con los 
pavos»

Otros antibióticos útiles para dominar la enfermedad 
respiratoria crónica de los pollos y la sinusitis infecciosa 
de los pavos son la eritroraicina y la clorotctraciclina u <wi* 
tetraoiclina* Sin embargo, los niveles de dosis de estos anti­
bióticos necesarios para obtener buenos resultados son dema­
siado altos, lo que origina un Impedimento económico para el 
usuario* Otros antibióticos de los que se sabe tienen activi­
dad anti-PPLO, hablfcuaimente requieren un nivel de dosis dema­
siado próximo al nivel tóxico para ser de valor práctico» Se 
incluyen en este grupo La neomieina, canamieina y el cloramfe- 
nicol»

Muchos otros antibióticos antibacterianos cue se 
usan para otras infecciones han demostrado no tener ningún 
efecto sobre los fPLO* Entre los ejemplos de estos últimos se 
incluye la penicilina y sus muchos derivados, la cicloserina, 
la ncvobiocina y muchos otros* Como puede verse, este grupo 
incluye agentes con un amplio espectro de actividad, de acui 
que su inactividad contra el Evcoplasma muestra como estos mi­
crobios son un tipo único y especializado de bacteria»

Es una finalidad de la presente invención proveer
I



aubstanclas antibióticas ¿tiles que son altamente efectivas 
para dominar el agenta etiológico primario de la enfermedad 
respiratoria crónica de los pollos y la sinusitis infecciosa 
de los pavos»

5 íína finalidad adicional de la presente invención es
producir una substancia antibiótica nueva y ¿til que puede 
utilizarse en concentraciones más altas que las actualmente 
utilizablcs sin peligros resultantes de toxicidad»

Otra finalidad de la presente invención es proveer 
10 un antibiótico que tiene una absorción oral aceptable pira

tratar Xa enfermedad respiratoria crónica de los pollos y la 
sinusitis infecciosa de los pavos*

tfea finalidad ulterior de la presento invención es 
proveer un antibiótico que puede aplicarse en dosis relativa- 

15 mente bajas en el tratamiento de la enfermedad respiratoria
dé los pollos y la sinusitis infecciosa de los pavos*

Otra finalidad adicional de la presento invención 
es proveer un antibiótico que es un agente activo contra una 
amplia gama de cepas de micoplasmas, ineluao las que porten»- 

20 can a las especie» JT* gallisepticua (fT'iO), en el tratamiento
de la enfermedad respiratoria crónica de los pollos y la si­
nusitis infecciosa de los pavos»

Es aún una finalidad ulterior de la presente inven­
ción, proveer un procedimiento para preparar esta sustancia 

25 antiblótica novedosa»
Otras finalidades adicionales de la presento inven­

ción resultarán evidentes para los conocedoras por la lectura 
dé la siguiente memoria»

tas nuevas sustancias antibióticos de la presente 
30 invención se encuentran haciendo crecer, en condiciones con-
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troladas» una espacia previamente desconocida de microorganis­
mo* El microorganismo se aislé del caldo de fermentación de un 
aetlnomycete del sudo obtenido en Canadá* Este nuevo írieroor-
ganismo ha sido designado Strentor-vces canaderais PíA-959 en 
la colección de cultivos de Merck & Co*, Ine*» Rafe-ay, P’e»? 
Jersey* Un cultivo de este ha sido depositado en la sección 
de fermentación de la American Typc Culture Collecfclcn» 12X)1 
?arkia*a Drive, Rccfcville* Maryland, y se agregó s cu colec­
ción permanente de cultivos como ATCC 1777é*

Las características morfológicas y culturales dol 
Streotomvces canadensis KA-959 se determinan a continuación: 
STREPTPMTCBS CAtfABEKSXS Mft~9S9
Morfología» Biverticilado* Cadenas rectas de Ó~10 esporos» unas 
pocas cadenas más largas* Esporos cilindricos (95$ 1 tamafio me­
dio 1,0 |i X 1*7 *)*
Czapek Box Agar (Sacarosa ** Bit rato): desarrollo leve* Micelio 
aereo escaso» blanco* Desarrollo vegetativo incoloro* Reverso 
incoloro* No presenta pigmento soluble* Esporulación buena* 
Glicerol-Asparagina-agar: Desarrolle bueno* Micelio aereo me­
dio» gris* Desarrollo vegetativo pardo o pardo rojizo* Reverso 
pardo o pardo rojizo* Pigmento soluble pardo o pardo rojizo 
(rosado en las primeras etapas del desarrollo una semana)* tío 
se observa esporuiaciÓn*
Pasta de tomate-harina de avena-asgart Desarrollo bueno* Mice­
lio aereo bueno, gris coa penachos blancos y exudado rosado, 
que aparees después de tres semanas* Desarrollo vegetativo 
pardo* Reverso pardo oscuro* Pigmento soluble pardo* Se obser­
va alguna esporulaeión*
Agar de Emerson11 s: Desarrollo moderado* Micelio aereo escaso, 
gris claro* Desarrollo vegetativo pardo* Reverse pardo* Pig-3©



mentó soluble pardo claro (rosado en las primeras etapas)• 
Patatas Desarrollo bueno* Colonias lisas color croma o pardo 
grisaseo. Micelio aéreo gris claro (aparees solo en la por­
ción mis seca de la patata)* Pigmento soluble medio, pardo 
(rosado en las primeras etapas)*
Almidón-agar: Desarrollo bueno- ?Jo se observa micelio aéreo- 
Desarrollo vegetativo nardo claro* Reverso pardo claro- Pig 
mentó soluble oardo claro (rosado on lio primeras etapas del 
crecimiento)♦ Hidrólisis*
Placa de gelatina nutritivas Desarrollo bueno- So se observa 
micelio aéreo* Desarrollo vegetativo pardo claro» Reverso par­
do claro* Pigmento soluble pardo claro. Licuación*
Gelatina punzada: Pigmento soluble pardo verdoso oscuro. 1/ 
licuación*
Haleato de calcio-agar: Desarrollo bueno* Micelio aéreo esca­
so» blanco rosado. Desarrollo vegetativo pardo amarillento* 
Ligero pardeo del «tedio a lo largo de la línea de crecimiento. 
Tirosloa-agar: Desarrollo moderado* Micelio aereo blanco rosa­
do pálido* Desarrollo vegetativo nardo muy claro* Ligero par­
deo del medio.
Peptona-faierro- Estrato de levadura inclinada: Desarrollo bue­
no* No se observa micelio aéreo* Desarrollo vegetativo gris* 
Pigmento soluble negro azulado a los dos días* leedlo pardo a 
las tres semanas*
Leche déseremada-agar: Desarrollo bueno* Micelio aéreo blanco 
rosado* Desarrollo vegetativo nardo claro* Pigmento soluble 
pardo muy claro* No se observa hidrólisis*
Reducción de nitratos: Negativa en las condiciones del ensayo 
en medios orgánicos y sintéticos.
Temperatura: Desarrollo bueno a 2S°C» 86 se observa desarrollo
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a 50#C.
Desarrollo raicro~aeró£ilo (extracto de levadura-dextrosa pun­
zada): Oían desarrollo superficial y a lo largo de 2/ ■> de la 
línea de punzión*
leches Peptonización completa a las tres semanas* No se obser­
va coagulación* Grueso anillo de desarrollo pardo con micelio 
aéreo disperso (gris claro)» pigmento soluble en el medio, 
pardo grisáseo* Reacción alcalina (pH: 7,9). 
leche tornasolada: Peptonización completa en tres semanas* No 
se observa coagulación» Reacción alcalina*

la procedente descripción del microorganismo produc­
tor de la ametobotromicina se da como ilustrativa de las cepas 
adecuadas de Streotoiavces que pueden usarse en la producción 
de ametobotromicina, pero debe entenderse que la información 
dada no debe limitarse a los organismos que responden a esta 
particular descripción* la presente invención también contem­
pla el uso de otras especies de Strentoanrcea o saltantes de 
los organismos descriptos tales como los obtenidos por seise - 
ción natural o los producidos por agentes matantes, por ejes» 
pío, irradiación con rayos X, irradiación ultra*violeta, «o© 
tazas de nitrógeno y similares*

11 nuevo antibiótico de la presente invención es un 
compuesto básico que forma sales con los ácidos, tanto inorgá­
nicos Como orgánicos, tales como el ácido clorhídrico, tartá­
rico, sallcílico, etc», y otros compuestos* La forma de base 
libre de la ametobotromicina posee lae siguientes propiedades 
físicas y químicas:

a* Tiene un punto de fusión comprendido en el intervalo de 
alrededor de 134° a 163°G*

b# Es fáclímente soluble en alcoholes, ásteres, éteres, di-
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solventes clorados y benceno* 
c* Es parcialmente soluble en agua*
d* Es insoluble en éter de petróleo* hexano y similares*
•* tiene una rotación específica de * ~25° en una

disolución el 5$ en efcanol al 95#*
Desgraciadamente, en contraste con otros antibióti­

cos, la ametobotromicina es un compuesto excesivamente comple­
jo, que tiene tan peso molecular de alrededor de 8CC# En conse 
cuencla, basta ahora no ha sido posible determinar la compo­
sición completa exacta de la ametobotromicina* Se ha encontra­
do que esta composición contiene los elementos carbono, hidró­
geno, nitrógeno, azufre y oxígeno* Los porcentajes hallados
di estos elementos son siguientes:

C • 58,40 *
a -  7,44 i
H - 13,42 i
s - 4,77 *
O - 15,97 $> (por diferencia)

Total *• 100,00 £
Estos datos sugieren una estructura molecular: C40HóOR^ 7S* 
pero son posibles también otras fórmulas moleculares simila­
res dentro del error esperlmental de estas determinaciones*

SI espectro de absorción infrarrojo del antibiótico
ametobotromicina en cloroformo usando prismas de cloruro de
sodio* se ilustra en el dibujo que se acompaña* Los picos ca­
racterísticos más significativos ocurren a las siguientes lon­
gitudes de onda expresadas en inversas de centímetros: 3290, 
29*0, 1739, lé40~16Ó5, 1500, 1440, 1378, 1240, 1181, 1122, 
1092, 1061, 995, 980*

Las lecturas de espectro infrarrojo precedentes pue-



den verse más fácilmente en los dibujos anexos* Por hidrólisis 
Acida, la ametobotromicina produce 6 substancias nihhldrina- 
positiva, una de Xas cuales es la prolina*

Xa ametobotroraicina posee el siguiente valor carac- 
terístieo en la combinación de «disolventes indicada*

%
Alcohol caprílieo: fosfato tampon de pH é 
(fase inversa) 0,30

(En este caso el papel fue impregnado con la fase estaciona­
ria)*

Xas características del antibiótico de la presente 
invención pueden también incluir la cromatografía en capa del­
gada* Se toman placas cromatográficas en capa delgada que con­
tienen sal de sílice y s© desarrollan con cloroformo al 94# y 
aetanol al ó#, se secan y se colocan en una cámara que contie­
ne vapor de iodo* lina mancha parda indica la presencio del an­
tibiótico de la presente invención, ametobotromicina* El 
de esta zona es 0,é0*

El cultivo que produce la ametobotromicina produce 
generalmente dos tipos de substancias: un antibiótico de tipo 
netropsina y un antibiótico de tipo botromicina* El grupo be- 
tromlcina de antibióticos de los que la ametobotromicina se 
extrae, se.separa fácilmente del grupo netropsina por extrac­
ción con cloroformo de disoluciones acuosas* El extracto cío- 
rofórmico, después de purificación, muestra la presencia de 
cinco substancias entibióticas por bioautograma de cintas de 
papel* Xa cinta de papel utilizada para este ensayo consiste 
en papel impregnado con alcohol caprílieo y revelado, aguas 
abajo con tampón, donde el de la ametobotromicina os 0,^0* 
Los cinco componentes han s ido designados componentes AaE en
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orden de polaridad decreciente* La tabla A siguiente indica 
la bioactividad de todos los componentes de la botromlcina*
La primera columna BStapb» MIC” es un ensayo en tubo de dilu­
ción que mide la concentración inhibitoria mínima del antibió­
tico en un cultivo de caldo del microorganismo en ensayo» 
Staphvlcoccua aureua» la segunda columna nIn Oga E D ^ n es un 
ensayo in ova que mide el nivel de dosis efectiva del antibió- 
tico en la protección de huevos embrionados contra una inyec­
ción conocida de microorganismo» en este caso» !»¿vcoolasma 
Gallisepticun {PPLO}» Este ensayo está tomado de la combina-' 
ción de ensayos descrita por H» famamoto y H* E* Adlcr (Am» J* 
Vet» Res*» Julio» 1965) excepto que el parámetro usado para 
medir la efectividad de la droga fue la protección contra la 
mortalidad en lugar de la prolongación de la vida del embrión»

Consónente

TABLA A
Staph 
MIC ¡i&ml In OvaEDjq0 jxg/huevo

A 3»0 720

B 0»23 13
{Ametobotromicina)

C 0,04 5
(Metobotrooicina)

D 0,16 10
E 0,23 5

¿a tabla B muestra que se liberan sustancias produe 
toras de nlnhidrina de los cinco componentes per hidrólisis 
ácida y cromatografía sobre papel*

Sigue tabla B*30
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(Ametobo- 
troaicina)

(metobo­
tromic Ina)

Ingrediente á B C IMS0
glicina ♦ ♦ f f
prolina * ♦ - t
tiasol ♦ ♦ f
metil prolina - t f
valina ♦ ♦ ♦ , ♦
desconocido A ♦ ♦ ♦ ♦
desconocido 3
/S«*etil fenil- 
alanina ♦ ♦ 4 0
° Porcentaje prosearte demasiado pequeño para separar»

Como puede verse en la tabla 3* la ame tobotromic ina 
contiene prollna, no contiene metil prolina ai contiene desco­
nocido 3*

En una disolución acuosa a un pE mayor que 10, el 
antibiótico es inestable» Sin embargo* a un píl de 3 a 9 el pro­
ducto es estable ¿urente 24 horas a temperatura ambiente*

la metobotrcmicina as activa en la inhibición de mi­
croorganismos gran positivos primariamente* aunque exhibe ac­
tividad contra microorganismos grata negativos*

SI nuevo antibiótico de la presente invención se pro­
duce por la fermentación aeróbica de Streotoavces canadensis 
Mi-959 en un medio acuoso adecuado* tos medios acuosos tales 
como loo empleados para la producción de otros antibióticos 
son adecuados para la producción de ametobotromicina * Tales 
medios contienen fuentes de carbono y nitrógeno asimilables 
por el microorganismo, y sales Inorgánicas* Además, los medios 
de fermentación contienen trazas de metales necesarias para el
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crecimiento del microorganismo que están habitualmente presen- 
tés en fuentes complejas de carbono y nitrógeno en el medio*

En general, los hidratos de carbono tales como azú­
cares, por ejemplo, dextrosa» sacarosa, dextrina y similares, 
son fuentes adecuadas de carbono asimilable* la cantidad exac 
te de la fuente de carbón dependerá, en parte, de los otros 
ingredientes del medio, pero se ha encontrado habitu-lmente 
que una cantidad de hidrato de carbono comprendida aproximada­
mente entre 1% y en peso con respecto al medio, es satis­
factoria* Estas fuentes de carbono pueden usarse individual­
mente o pueden combinarse varias de dichas fuentes en el medio* 

ferias fuentes de nitrógeno tales como hldrolisados 
de caseína, amlao ácidos, por ejemplo, asparagina, glicina, 
arginina, digeridos de harina de soya, harina de soya, y simi­
lares son fácilmente asimilados por los microorganismos pro­
ductores de ametobotromicina y pueden usarse en medios de fer­
mentación para la producción de este antibiótico* En general, 
hemos encontrado que algunas fuentes orgánicas de nitrógeno, 
particularmente harina de soya, son muy satisfactorias para 
la producción del nuevo antibiótico* Las diversas fuentes inor­
gánicas y orgánicas de nitrógeno pueden utilizarse ya sean so­
lee o en coirbinacíón en cantidades que van desde alrededor de 
0,2% hasta alrededor de 6% en peso con respecto al medio acuo­
so*

21 siguiente ejemplo ilustra un método para preparar 
el antibiótico de la presente invención, pero debo entenderse 
que se dá con propósitos de ilustración y no de limitación*

EJEMPLO 1
A* fermentación

Se preparó un medio que contenia 3% de dextrosa, 0,5%



de extraoto de carne* 1,0% de digerido tríptico de cafeína y 
0*5% de cloruro de sodio con agua y se ajusté el pH a 7*0 con 
hldróxido de sodio esterillando y agregado asépticamente a un 
cultivo Inclinado de Streotoavces canadensis lík-959 (ATCC 
17776) y los esporos fueron puestos en suspensión* Alrededor 
de 3 mi de esta suspensión de esporos se agregó asépticamente 
a un Brlenmeyer da 2 1$ con tapón* que contenia £G0 mi de me­
dio acuoso estéril que consistía en 1# de dextrosa* 0,3% de 
extracto de caree* 1*0$ de digerido tríptico de cafeína y 0*5% 
de cloruro de sodio y el pR se ajustó nuevamente a 7,0* B1 
frasco se incubó a 2Ó°C sobre un agitador rotatorio a una ve-* 
loeidad de 120 rpm con un desplasaalento de 5 era duraste un 
periodo de horas#

Este cultivo vegetativo se agregó entonces aséptica­
mente a un fcimentador de acero inoxidable de 190 1 que conte­
nía alrededor de 110 a 150 1* de medio estéril* con una compo­
sición que comprendía 1*5$ de autolisado de levadura* 1% de 
dextrosa* 0,2*$ de cloruro de sodio* con el pH ajustado a ?*5« 
El medio inoculado se incubó a 2Ó°C durante 40 h durante cuyo 
tiempo se agitó con aire estéril así, haciéndolo pasar a tra­
vés del medio a una velocidad de $5 dm^ por min* Alrededor de 
$,4% de este cultive vegetativo se empleó para inocular un 
fermentador de acero inoxidable de 5éÓ 1 que contenía alrede­
dor de 450 1 de un medio de una composición que comprendía 
1,5% de autolisado de levadura, 0*5% de cloruro de sodio y *% 
de dextrosa* a un pH de 7*0# previamente esterilizado con va­
por a alrededor de 120°C durante 15 mln* El cultivo se incubó 
a 2Ó®C con agitación y aereación a una velocidad de 260 d m V m  
hasta que se obtuvo el máximo rendimiento de antibiótico*
B* Recuperación
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Si antibiótico de la presente invención se recuperó 
del caldo de fermentación ajustando el pH del caldo a 4*6 con 
ácido clorhídrico y filtrando* El caldo filtrado se pasó a 
travÓs ce una resina Dosíex $0 X 2 de sodio (19 litros) a Una 
velocidad de 1,9 1 por min* la resina se lavó con ’6 1 de agua 
f  se levigó con 190 1 á© metanol al 70$* amoniaco 1,M "0$, a 
una velocidad de 0t9 1 por min* Se tomaron 10 porciones de 
19 1* y cada una se neutralizó a un pH de 7 con ácido clorhí­
drico al J$* Se ensayaron las porciones y las porciones acti­
vas se evaporaron a un volumen de 26 1 de agua* El concentra­
do se ajustó a un pH d© 6 y se extrajo 3 veces con un volumen 
igual de cloroformo y los extractos se secaron sobre sulfató 
de sodio* El cloroformo enriquecido se pasó por una columna 
que contenía una mezcla de Plorisil 70$, Celite 545* con 
un tiempo de contacto de 10 min* la absorción fue seguida por 
un lavado con 36 1 de cloroformo* siguiéndose luego por una 
levigación con cloroformo-acetona 50$, a la misma velocidad*
Se tomaron porciones de 1*9 1 de levigado y se ensayaron las 
porciones* las porciones activas ae combinaron y se evaporaron 
a 1,9 1 de cloroformo* El concentrado cloroformice) se secó en 
un plato y se recogió con unos 160 mi de metaaol* Se agregaron 
lO volúmenes de éter etílico y se filtraron los insolubles*
Se agregó una disolución 10 a 1 de aetanol-áeIdo clorhídrico 
concentrado, al filtrado etéreo, con agitación hasta que no 
se produjo más precipitación* El precipitado se filtró* se la­
vó con éter y se secó*

la ame tobotromicina de la presente Invención se ais­
ló por cromatografía de partición c on fosfato tampón C,1 8 pH 
6*0* como disolvente de revelado* El Gelite impregnado con al­
cohol eaprílic© se usa como fase estacionaria* la fase esta-



clonarla so prepara impregnando 113 feg de Celite lavado con 
leído (tierra de diatorneas) con una disolución de 23 1 de al­
cohol caprílleo y 9® 1 do acetona* El Celite se seca al aire 
para eliminar la acetona y se compacta en una columna satis­
factoria en capas delgadas y apisonando la uniformidad* Des­
pula de compactada la columna se lava con un fosfato tampón 
0,1 M, pH 6,0 hasta que emergió medio volumen de taaspÓn* Alre­
dedor de 40 g de clorhidrato bruto descrióte precedentemente 
se disuelve en 30 1 de tampón de pH 6,0 y se coloca en la co­
lumna* la columna se reveló con un tampón de pH 6,0, tomando 
porciones de 19 1* Cada fracción se ensayó y se examinó por 
cromatografía sobre papel* las fracciones ricas se concentra­
ron a alrededor de 1/5 de su volumen, se ajustó el pH a 6,5 y 
se extrajeron dos veces con un volumen igual de cloroformo* 
las disoluciones clorofórale as se evaporaron a sequedad* los 
residuos sólidos se disolvieron en una pequeña cantidad de me­
tano! (alrededor de 500 mi) y se diluyeron con 20 volúmenes 
de óter etílico y se filtraron* A este filtrado se agregó áci­
do clorhídrico metanólico 1,2 N hasta que una posterior adi­
ción no produjo mas precipitaciones*

£1 clorhidrato del antibiótico se recogió y se secó 
con los siguientes resultados:

Antibiótico Fracción Cantidad
Aaetobotroaicina 29-36 4,1 g*

La ametobotromicina y sus sales son valiosos agentes 
antibacterianos, que, como ha sido puntualizado precedentemen­
te, son activos en la inhibición del crecimiento de varios or­
ganismos gram-positivos* Sin embargo, estos antibióticos son 
extremadamente útiles en el tratamiento de la enfermedad res­
piratoria crónica de los pollos y de la sinusitis infecciosa



4* los pairos* En esta realización do la presente invención, 
se ha encontrado que la e nferraedad respiratoria crónica de 
los pollos y la slnnsitls infecciosa de los pavos puede inhi­
birse efectivamente del uso de la ametobotromicina o sus sa­
les, que pueden ser administradas ya sea por vía subcutánea 
O por via oral* Además, se ha encontrado que la ametobotromi- 
cina y sus sales son efectivas para dominar la enfermedad res­
piratoria crónica de los pollos y la sinusitis infecciosa de 
los pavos cuando se administra en dosis que varían desde al­
rededor de por lo menos 13 mgykg hasta alrededor de $00 mg/kg 
de peso del cuerpo del ave sin el peligro resultante de toxi­
cidad y, preferiblemente, de 10 mg/kg a 250 mg/kg de peso del 
cuerpo de las aves, lo que depende de la vía de administración*

Para ilustrar la actividad y las ventajas de la pre­
sente Invención en la utilización de la ametobotror?icina como 
antibiótico contra la enfermedad crónica respiratoria de los 
pollos y la sinusitis infecciosa de los pavos, se dan los si­
guientes ensayos* Se entiende, sinembargo, que se dan simple­
mente con propósitos de ilustración y de ninguna manera deben 
tomarse como limitando la invención*

B8SAYQ 1
Actividad de la aaetobotromicina contra Mlcoalasma galllseptl- 
cum en pollos

Se infectaron grupos de pollitos leghorn de 5 días 
de edad por vía saco-aéreo con un caldo de cultivo de Mlcoolas- 
na galliseoticum* Se suministró ametobotromicina en una diso­
lución acuosa por vía subcutánea con dosis dadas a 2 h y a lóh 
después de la infección» Se observaron las aves en cuanto al 
desarrollo de síntomas de la enfermedad respiratoria crónica 
y los resultados fueron los siguientes:
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Dosis mg/kg X 2

Testigos no tratados 
10 
25 
50

Resultados a la terminación 
del ensayo

Enfermedad evidente
Enfermedad detenida
Enfermedad detenida
.Enfermedad detenida

Resulta evidente de los datos de los ensayos, que 
en los pollos tratados con por lo menos 10 ipg/kg de ametobo- 
troaicina, se detuvo la infección producida por Micoplasma 
gallisepticua. enfermedad respiratoria crónica infecciosa, 
mientras que en los pollos no tratados se desarrolló la 
infección de la enfermedad respiratoria crónica.

Debe naturalmente entenderse que las explicacio­
nes teóricas para la posible fórmula y las proporciones 
de los ingredientes de anetobotromiciña eomo se describe 
en la presente memoria, están basados ©n nuestro conoci­
miento actual de este producto y no excluyo la posibili­
dad que datos experimentales posteriores establezcan que 
la fórmula postulada y las proporciones son, en verdad, 
incorrectas. De acuerdo con osto, no se desea estar limi­
tado a estas consideraciones teóricas, aunque estas con- 
cuerden con los conocimientos actuales. Estas explicacio­
nes se presentan principalmente como un medio para proveer 
un mejor conocimiento de la presente invención.

JS O T A

25 Se reivindica como objeto de esta patente:
1.- Procedimiento para producir un antibiótico, y 

especialmente para la preparación de ¡ametobotromicina, ca­
racterizado porque comprende hacer desarrollar una cepa do 
Streptoayces productora de ametobotroaiciña en condiciones 

30 aeró Moas, en un medio nutritivo acuoso, hasta que se im-
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parta a dicho medio una actividad antibiótiea sustancial, 
y recuperar dicha ametobotromicina del caldo de fermenta­
ción.

2. - Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 
1, caracterizado porque el microorganismo es Streptomyces 
AJTCC 17776 o matantes del mismo.

3, - Procedimiento para producir un antibiótico, y 
especialmente para la preparación do ametobotromioina, ca­
rácter! sado porque comprende hacer desarrollar una cepa de 
Streptomyces prodúotora de aaetobotromicina, en condiciones 
aeróbicas, en un medio nutritivo acuoso que contenga fuen­
tes asimilables de carbono y nitrógeno, y recuperar la ame- 
tobotromiciña del caldo de fermentación.

4, - Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 
3, caracterizado porque el microorganismo es Streptomyces 
A3?CC 17776 o mutantes del mismo.

5, - Procedimiento para producir un antibiótico, ca­
racterizado porque comprende hacer desarrollar Streptomy­
ces ájrcc 17776, en condiciones aeróbicas, en un medio nu­
tritivo que contenga harina de soya, dextrosa, solubles 
destiladores, ©utolisado de levadura y digerido tríptico
de cafeína, y recuperar la ametobotromioina del caldo de 
fermentación resultante.

6. - Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 
5, caracterizado porque el antibiótico se recupera por un 
procedimiento quo comprende filtrar el ealdo do fermenta­
ción acidificado, extraer el filtrado con un disolvente 
inmiscible adecuado y recuperar la eme tobotromiciña de los 
extractos de disolventes y llevar a cabo la cromatografía 
partición para la separación de la aaetobotromicina pura.

7. - Procedimiento para producir un antibiótico, el
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cual, para recuperar la ametobotrarol ciña de los caldos cíe 
fermentación, comprende la otapa caracterizada por acidifi- 
oar un caldo de fermentación que contiene ame tobo troii ciña 
a un pH de alrededor de 5,8, filtrar ol caldo de fermenta­
ción acidificado, extraer el filtrado con un disolvente 
inaidcibl© y recuperar la ametobotromicina de los extractos 
do disolventes.

8. - Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 
7, caracterizado porque el disolvente es cloroformo.

9. - Procedimiento para producir un antibiótico.
Bsta memoria consta de veinte y una hoja escritas

por una sola cara.

BARCELONA,
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