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por "UN PROCEDLMIENTO PARA IA PREPARACLON DE NUEVOS ANTI~
BLOTLCOS HOMOTOXOS DB LA IASALOCIDA A", ‘e favor de la fima
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metilo y etilo, con la salvedad de que uno
solo de lf{l--R4 es etilo,
en forma aislada, asi como a sus sales aceptables en far-:
macia,

Se ha descubilerto que los antibidticos de la
férmuls Iysus sales solubles de dcido aceptables en farma-
cia exhiben actividad coccidiostdtica y bactericida. Por
consiguientes pueden utilizarse como agentes coccidiosta-
ticos y bactericidas,

Los nuevos antibidticos y sus sales antes cita-
das se preparan, de conformidad con el invento, segin un
procedimiento que comprende cultivar un microorganismec in-
eluido bajo la especie de streptomyces X-537 en un medio
nutriente acuoso que contiene fuentes asimilables de car-
bohidrato y nitrégeno bajo condiciones aerdbicas sumergi-
das haglba que se impa}te a dicho medio actividad antibib-
tica sustancialy aislar los compucstos de la férmula I asi
producidos de dicho medio acuoso y, =i se desea, convertir
un producto obtenido en una sel respectiva aceptable on
farmacia.

El microorganismo productor de los antibidticos
Gtiles en este invento es un organismo strepbomyces ais -
ladc de ung muestra de terreno recogido en Hyde Park,
Masachussetts. Bn el departamento de jgricultura de los
BEstados Unidos, Agricultural Research Service, Northern
Utilization Research and Development Division, Peoria,
Illinois se depositaron tubos 1iofil§zados del cultivo
con la designacién de laboratorio X-537. El cultivo, iden

tificado con el nimero NRRL 3382 por el Agricultural
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Research Service, se ha ofrecido gl piblico como NRRL,

A continugcidn se expone una descripeidn general
de una raza tipica de streptomyces XF53%;

Cuando se ensaya el cultivo segin las directrices
expuestas en Stirling, E,B. y D. Gottlieb, "Methods of
Characterization of Streptomyces Species", Intern. J.
Systematic Bacteriol 16, 313-340; 1966 (denominado en lo
sucesivo "Stirling & Gottlieb; 1966") éste produsc un mi-
celioc bien desarrollgdo y ramificado con esporas ép una
cadena espiral suelta (retinaculum-gpertum segin ia terT
minologia de Ralf Hutter; Systematik der Streptomyéeten,
pég. 10; Publ, S. Karger; 196%); cada cadena coméérta una

media de unas 25 esporas; la superficie de la ospora es

rugosa.

—

La morfologia de las colonias sobre diversos me=-

dios de agar es como sigue:

Medio de agar 1) | Color de la super—| Color del re|Pigmento
ficio de las colo~| verso dg las| soluble
nias 2) colonias 3) !

Levadura de mal 2 de (gris parduz~| Oc5r (pardo |Pardo

ta (ISP ne 2) co claro) amarillento )| amari~
llento

Avena (ISP ne 3)| e (gris metilico Co5a (amari- pardo

claro) 1lo blancuz-|gmari-
co) 1lento
pélido

Sales inorgéni- e Coo4s (pardo|pardo

cas y almidén amarillento |smari-
(ISP no 4) 10jizo) 1lento
Glucosg~aspara- 2dc Coo2m (purdo|Pardo
gina (ISP n2 5) amarillento |amard-
dorado) 1lento
claro
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1) Medio seghn Stirling & Gottlieb, 1966
2) Gula de color Tresner-Backus
3) Guia de color Prauser's (1964)
4) No se produce alteracidén en HC1 0,05 N o NaOH,

Cuando la prueba se realiza segin Stirling y
Gottlieb, 1966, el cultivo utilize los slguientes carbohi-
dratos: arabinosa 3', celulosa X, fructosa 3+, glucosa 5+,’
inositol 4+, manitol 4+, rafinosa *, ramnosa 2%, sucrosa +,
xilosa 3+,

Cuando la prueba se efectla segfin R.E. Gordon,
"The Taxonomy of Seil Bacterial® in Ecology of Soill Bacte-
ria, T.R.G. Gray & D, Parkinson, Eds., Liverpool University
Press, Diverpool, 1967, se observan las reacciones fisiold-
gicas siguientes 3

Hidrdlisis de: adenina +, caseina ¥, hipoxantina

+, tirosina +, almiddn de patata t,

Produccidén de: ureasas -, nitrato-reductasa-~

Utilizacidn des citrato +, lactato -y malato +,

nucato -y oxalato -, succinato +,

Acldo de: adonitol -, arabimosa -, duleifol -y
eritritol -, galactosa +, glucosa +, insitol +, lactosa +,
maltosa +, manitol +, manosa +, melibiosa +, alfa-metil-
-D-glucosido +, rafinosa -, ramnosa +, sorbitol -, treha -
losa +, xilosa. +.

Crecimiento a: 10°C +, 422C +, 532 C -,

Creeimiento en: caldo de lisozima -, caldo de sa-

licilato ~y caldo de glicerol +,

Utilizando log métodos del Intermational Strep-
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touyces Project (ISP) (Stirling & CGottlieb, 1966) y la cla-
ve de Nonomura (H. Nonomura: clave para la clasificacibn e
identificacidén de 458 especies ge Streptomyoetes incluidas
en ISP; J. Perment, Technol. 52: T78-92, 1974)se aprecia que
el cultivo no corresponde a ningin streptomycete examinado
en estos estudios. Este contiene el L-isdmero de dcido dia-
minopimélico.

Bl material antibidtico hasta ahora identificado
como antibidtico X-537A (Lesalocida A), mediante anflisis
de laboratorio resulta ser el deido 6-/T(R)-[5(8)-etil-5-
~(5(R)~etiltetrahidro~5-hidroxi-6(S)~metil-2H~piran~2(R)-
-11)-totrahidro-3(S)-metil-2(s)-furill-4(s)-hidroxi-3(R),

5(8)-dimetil-6-0zo-nonil7-2, 3-cresdtico, o sea, un compues-

to de la férmula

£l presente invento se rofiere a homblogos de

le lasalocida A antibidtica y a sus sales aceptables en

farmacia. M4s concretauente, los homblogos de lasalocida

del presente invento son compuestos que tienen las férmulas

¥ nomenclatura siguientes @



v

- Iasglocida B:

Acido 6—17(3)-[5(S)—etil~5-(E(R)-etiltetrahidro-
~5-hidroxi-6(3)-metil-2H-piran-2(R)-i1)-tetrahidré-3(S)=

10. metil-2-(8)-furil]-4(s)-hidroxi~3(R),5(s)-dinetil-6-0xo~
nonil/-2-hidroxi-3-etilbenzoico.

Tasalocida C

fal
©HO S
15. N
H
H,O 0,
o,
20, Acido 6-/T(R)~[5(5)~et11-5~(5(R)~etiltetrahidro-
~5-hidroxi~6(S)-metil-2H Piren-2(R)-il)-tetrahidro~3(Ss)-
_metil-z(s)—;ur11]~3(R)-eti1—4(S)-hidroxi_5(s)-meﬁil-s_
oxononil/-2,3-cresético,
Lasalocida D:
25. . CH
co H CH, C.H 3
2 37275 q%H5 | C.H
HO “ % ‘*\‘2‘ 5
H.C i



Acido 6-/T(R)-[5(S)-otil-5-(5(R)~etiltetrahidro~
~5-hidroxi~6(s)~metil~2H—pirany2(R)nil)~tetrahidro~3(s)—
—meti1-2( ‘S).-furil]—S (S)-e$11-4(S)-hidroxi~3(R)-metil~6-
oxononil72, 3-cresético,

5. Laselocida E:

002H

HO

H.0 .
10. 3 "
3

Acido 6/T(R)-[5(8)~etil~5-(5(R)~etiltetrahidro~
~5-hidroxi-6(S)-metil-2H-piran-2(R)~11) tetrahidro-3(Ss)-

» -etilj?(s)~furilj~4(S)—hidroxi—3(R),5(8)—dimetil—6-oxono -
15. nil7?2, 3-cresdtico.

Tos hopélogos se preparan con la fermentacibn de
streptomyces X-537 bajo condiciones sumergidas aerdbicas,
con el pH del caldo de fermentacidn ajustado entormo del
neitro, o sea, alrededor de 6,5 a 7,5. El wedio utilizado

20. contiene una fuente de nitrdgeno, tal como levadura, un
producto derivado de levadura, mailz, soja y similares, sien-
do el méds preferido la glicina; sales como el fosfato pota-
sico, carbonato cdlcico y elementos vestigiales; una fuen-
te de carbohidrato, como el aziicar, melaze y simileres,

25, prefiriéndose el azlcar moreno; y unz grasa o acelte vege-
tal o animal tal como el aceite de soja o el aceite de man-
teca de cerdo para proporcionar una fuente de carbono y

control do espume y pare mejorar el rendimiento de los pro-

ductos finales.
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Ia fermentacidén se lleva a cabo a temperaturas ligera—
mente elevadas,por ejemplo entre alrededor de 25¢ y 352C,
siendo la ‘temperatura de incubacidén preferida de unos 282C.
Después de una incubacidn de alrededor de 4 a 6 dias, ol
caldo de fermentacidn se filtra y se recupera el antibidti-
co mediante extraccidn.

Después de completada la fermentacidn puede uti-
lizarse una variedad de procedimientos para aislar y puri-
ficar los homélogos, Los procedimientos apropiados de aisla
miento y purificacidén incluyen téenicas de extraccidn de di
gsolvente, tales como columnas de extraccidn por partidas o
de extraccidén de liguido-liquido de flujo continuo de dis-
tribucidn a contracorriente ¥y cromatografia de permeabili-
dad de gel en un sistema no sacuosgo.

" Iasg sales aceptables en farmacia de los homdlogos
pueden prepararse siguiendo métodas convencionales. Estas
sales se preparan a partir de la forma de dcido libre del
antibidtico o de sus derivados siguiendo métodos bien cono-
cidos en el arte, por ejemplo, mediante lavado del Acido 1i
bre en solucidn con una base o sal apropiada. Ejemplos de
estas substancias basicas aceptables en farmacia aptas pa-
ra formar sales para los fines del presente invento inclu-
yen bases alcalinometdlicas tales como hidréxido s6dico,
hidrdxido potdsico, hidrdxido litico y similares; bases me-
tdlicas alcalinotérreas tales como hidrédxido célecico, hi-
dréxido de bario y similaresje hidréxido aménico.las sales
metdlicas de metal alcalino o alecalinotérreas apropiadas
para formar sales aceptables en farmacia pueden incluir
aniones tales como carbonatos, bicarbonatos y sulfatos.

Te actividad antibidtica relativa de los homd-



logos de lasalocida By C, Dy E in vitro probada contra el

organismo Bacillus TA se calould comparando una lasaloci-~

da A antibidtica purs y los cuairo homblogos utilizando

la téonica de difusidn de copa-placa de agar. Los valo -
5. res calculados de los cinco componentes se basaron sobre

una gctividad de 100 pars la’base de lasalocida A y se ex~

ponen on la tebla que sigue

Actividad calculada in vitro

Compuesto
frente 8 Bacillus TA

10,  Iasalocida A | 100
Hombélogo de lasalocida B 0
Homblogo de lasalocida C 180
Homdlogo de lasalocida D 160
Homélogo de lasalocida B 170
15. Tas composiciones coccidiostdticas de este in -

vento gue contienen en calidad de ingrediente activo homé-
logos de lasalocida A antibidtica o sus sales aceptables
en farmaclae se preparan mezeclando el ingrediente activo
con un ingrediente inerte. El ingrediente inerte puede com
20. prender un alimento, meterias de relleno y similares, Por
el término t":‘mg::'ediente inerte" se ontiende un material que
no actfia como agente antiparasitario, por ejemplo un cocci-
diostato, es inactivo con respecto al ingrediente activo
y puede ger ingerido sin peligro por los animales que han
25, de tratarse y, por tanto, dicho material inerte es uno
que resulta inactivo para los fines del presente invento.
El ingrediente activo, cuando se administra por
via oral a aves domésticas susceptibles a la coccidiosis,

particularmente pavos ¥y gallinas, como un componente del
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alimento, controla de forma efectiva la enfermendad preve-
niédndola o curdndola despuéds que surja. Ademds, las aves
tratedas mantienen su peso o ganan peso en comparacidn con
los testisgos. Asi pues, las composiciones de este invento
no solo controlan la coccidiosis, sino que también contri-
buyen a mejorar la eficacia de conversién del alimento en
ganancias de peso.

Ia actual concentracidén del ingrediente activo
en el alimento de los animales puede, evidentemente, ajus-
tarse a las necesidades individusles y puede variar dentro
de una amplia gama. El criterio del limite de la concen -
tracidn es aquél cuando la concentracidn minima es tal que
se proporciona una cantidad suficiente de ingrediente acti-
vo para lograr el control deseado dc la coccidiosis y la
concentracibén ndxima es aquella en la que la cantidad de
composicidn ingerida no producc ningln cfecto desfavorable
0 indeseable.

Aisi pues, por ejemplos una mezcle previa alimen-
teia o alimento completo contiene suficlente ingrediente
activo pars proporcionsr de alrededor del 0,006 % a alre-
dedor del 0,03 % en peso del consumo alimenticio diario.
De preferencis se utiliza de alrededor del 0,015 % a 0,03%
en peso, Por lo general, alrededor del 0,015 % del ingre-
diente activo es suficiente para la finalidad de controlar
v combatir la ¢occidiosis., Ias cantidades superiores a
0,015 %, si bien son efectivas contra la coccidiosis no
ofrecen, por lo general, resultados mejorados gobre el
0,015 % y, en cilertos casos, pueden afectar de forma adver—

s& el crecimiento, la eficacia del alimento y la mortali-
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dad.

Si bien cantidades sobre 0,03 % son eficaces pa-
ra combatir la coccidicsis, esta cantidad es el limite su-
perior preferido debido a razones econbémicas, o sea, el
coste por unidad de efectividad eg el mis bajo dentro de
esta gama. las cantidades inferiores a 0,006 % no son efec
tivas para combatir la coccidiosis. Se prefiere un limite
inferior de 0,015 % debido a que ello asegura la eficacia.
La cantidad mis preferida, o seas alredecdor de 0,015 % en
peso del consumo alimenticio diaric de las aves es parti-
cularmente eficaz ya que proporciona el miximo efecto con
la minima dosis.

Bl nivel de dcsificacidén dptima variard, eviden-
temente, segin sea el tamafio del animal. Cuando se utilizan
los antibidticos de confermidad con el invento pare tratar
o prevenir la coccidiosis, pueden componerse o megclarge
primero con un ingrediente alimenticio o vehiculo pare
formar una mezcla previa de aditivo alimenticio, un con -
centrado alimenticio o un suplemento de aditivo alimen -
ticlo. Un aditivo alimenticio, concentrado o mezcla pre-
via es un producto destinado a diluirse para producir un
alimento completo o sea, un producto destinado a adminig-
trarse como una racién dGnica. Un suplemento de aditivo
alimenticio es un producto destinado para ser consumido por
el animal directamente o que puede diluirse ulteriormente
para producir un alimento completo o puede ingerirse y usar
se como un suplemento para otras raciones.Los suplemen =~

tos de aditivos alimenticios concentrados y mezclag previas
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contienen un porcentaje relativamente grande de coccidiosta
tos; 0 sea, el ingrediente activo para un vehiculo apropia~
do y mezclado de modo que se obtenga une dispersidn sus -
tancialmente uniforme del coccidiostato en el vehiculo. Ios
vehiculos apropiados son sdlidos inertes con respecto al
ingrediente active y que pueden ingerirse sin peligro poxr
los animales que han de tratarse. Ejemplos tipicos de estos
vehiculos son los piensos comerciales para volateria, gra-
nos cereales molidos: subproductcs de granos, concentrados
proteinicos de plantas (soja, cacshuetess ete.), subpro -
ductos de fermentacidn, sal, cal, compuestos inorgénicos y
similares o gus mezclas. Tas dispersiones ligquidas pueden
prepararse uwhtilizando agua o aceite vegetal incluyéndo, de
preferencia, un agente tensoactivo , wmn ageﬂte emulgente ¥y
similares, en la dispersién liquida tal como dcido etilen-
~diamina-tetraacédtico, etc.; y solubilizantes. Cualquier
vehiculo apropiade o material de relleno puede actuar como
el ingrediente inerte en forma silida del agente antipara-
sitario siemprc que sea inerte frente al material activo
y no sea téxico para el animal quc debe recibir la adminis-
tracidn.

E1l dngrediente ac¢tivo puede combinarse, para for-—
mar uns masa, pellas y cualquier configuracidn deseaday con
el material sélido de vehiculo o relleno inerte siguiendo
cualquier téenice apropiada. Por ejemplos; pueden formarse
composiciones molturando finamente o pulverizando el ingre;
diente activo y el ingrediente inerte con el empleo de cual-
guier molturadora o pulverizadora comercialmente disponi -

bles; con o sin estar'presente el material alimenticio.Cuan-
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do el material alimenticio no se helle presente al efec -
tuarse la molienda o pulverizacidén, el material resulbante
puede distribuirse, de conformidad con el presente invento,
en cualquier materisl alimenticio dilsponible apropiado.
Tos alimentos para aves tipicos que pueden medicarse con
el ingrediente active de este invento pueden contener di-
versos ingredientes, por ejemplo, pueden contener produc-
tos de grano de elevada energla, tales como, maiz, trigo,
cabezuela de trigo, mllo, avena o similares; productos de
greno de media y baja energla, tales como avenas, cebada
harine de trigo, acemite, acemite corriente o similares;
gragas estabilizadas; proteinas vegetales tales como gli~
cina, gluten de maiz, cacshuete o similares; proteinasA
enimales ‘tales como pescado, solubles de pescado, despojos
cérnicosy o similares; fuentes de UGT (factor de creci -
miento sin ldentificar) y otros vehiculos de vitamina B
tales como productos lécteos secos, lavaduras secasy solu-
bles secos de destilaciones, solubles de fermentacidn o
similares; alfalfs deshidratada y diversos aditivos espe-
ciales tales como riboflevina adicional, vitamina 312’ pan-
totenato célcico, niacina, colina, vitamina K y vitamina
E o similares, asi como vitamina A estabilizada, vitamina
D3 (esteroles animales D-activados); suplementos de cAlci-
co y fbsforo tales como fosfato dicdleico, huesos vapori-
zadogy fosfato defluorado, pledra caliza o similares; sal
yodada, sulfato de manganeso, carbonato de zine, un suple
mento alimenticio antibidtico; metionina o su anilogo hi-

droxi y un antioxidante,

Segln resulte evidente de ouanto antecede, las
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composiciones coccidiostdticas estan destinadas para la
ingestibn oral. Estas composiciones pueden adicionarse al
pienso alimenticio normal del animal ‘tratado o pueden admi-
nistrarse siguiendo otros métodos, tales como incorporan-
do éstas en una pastilla, pildora o bolo ¥y suministrarse
forcadamente al animal. Ia administracién del ingrediente
activo debe considerarse en término del animal especifico
bajo las précticas agricolas encontradas.

Tos compuestos del invento y su empleo como coc~
cidiostutos se ilustra en los ejemplos siguientes

EJENPIO 1
Preparacion de hombélogos de laselocida By, C, Dy E.

El orgenismo estreptomices se desarrolld en cul-
tivo sumergido y alreado en matraces sacudidos. El pH del
caldo se ajustd a 6,5-7,5 mediante la adieibén de solucidn
de KOH y luego se esterilizé el caldo. Se empleé un tanque
de fermentacidén y en el tanque se utilizd un indoulo al
5-10 % oconstituido por un cultivo sumergido de 3 dfas pro-
cedente de botellas aireadas. El medio estuvo constituido
por harina de soja al 2%, azlcar moreno al 2% K2HPO4 al
0,1 % y licor de maiz al 0,5%., Ia fermentacidn se 1levé a
cabo a 28eC bajo presién de aire positiva, con f£lujos de
aire de 5-10 pies clbicos de aire por minuto y por 40-80
galones de carga de liquido. El caldo se cosechd después
de 4 a 6 dfas de fermentacién, se filtré y se recuperd el
antibibtico por extraccibén. Ia oxtraccidn se llevd a cabo
como sigue :

Se filtraron 204 litros de caldo y se suspendid

la torta de filtracién himeda en 100 litros de acetato
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n~-butilico y se agitd la mezcla durante una noche a la tem
peratura del ambiente. Iuego se £iltrd la mezcla y se sepa—
ré la fase acuosa y se descartd. ITa sblucién de acetato de
n-butilo, ensayando unidades de SO millones de Baclllus E,
se concentrd en vacio hasta 3 litros, se lavé con solucidén
de carbonato sddico al 10% y se secd con sulfato sddico
anhidro.

Despubs de ulterior concentracibén hasta 300 oe
y diluoién con 350 cc de éter de petrdleo (punto de ebulli
cién 5076090) se separaron 41 g de material sblido, ensa=
yando 25 millones de unidades de Bacillus E. Este material
sé1ido se extrajo luego en un aparato Soxhlet con 4 litros
de éter de petrdleo (punto de ebullicién 50-602C) durante
40 hores. Se recogld el extracto hasta sequedad en vacio,
gse suspendid el residuo ecristalino en éter de petrdleo y
se filtrd., Ia cristelizacibdn repetida dié aguas madres en-
riquecidos en homdlogos.

EJEMPIO 2
Aislamiento de homblogos de lasalocida B, C, D y E.

Se cromatografié una porcidn (igual a 22 g de
sblidos) de las aguas madres finales, procedente de la pre-
paracidén a gren escala del ejemplo 1, en un aparato de dis-
tribucién a conbracorriente de 200 tubos (cada uno con una
capacided de 80 cc). Se disolviéd la muestra en 160 cc de
lag fgseg mixtas (heptano-acetato de etilo-metanol-agua,
27;18:1532) y se introdujo la solucidn en los dos primeros
tubos., Después de 380 transferencias se evaporaron lag
siguientes fracciones y los ablidos rgcuperados despuds de

la evaporacibén se identificaron como
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A. Mezela de homblogos de lasalocida B, ¢y, Dy B

B. Iasalocida A

0. Isolaselocida A. Esta es un isémero de Lasalocida A
que tiene ung estructura distinte a las lasalocidasg
A-E,

TLa fraccidén A se disolvid en 20 cc de las fases
mixtas del sistema disolvente de heptgnp-goetato de etilo-
etanol-agua-acido acético glacial (10:5:9:311) y se some-
16 a cromatogra?ia en un aparato de distribucidn a con -
tracorriente de 500 tubos. Después de 2800 transferencias
se separaron 200 mg aproximadaments de cada una de las
lasalocidas By Gy Dy E y con el andlisis ofrecieron los
puntos de fusidn siguientes:

Tasalocide B - Punto de fusidén 85-872 C

Iasalocida C - Punto de fusidén 97-1002 C

Iasalocida D -~ Punto de fusidn 102-1042 C

Lasalocida E - Punto de fusidn 902 C
EJEMPIO S

Sal sbdica del homélogo de lasalocide E.

Se disolvieron aproximadamente 100 ng de lasalo-
cida E en ¢loruro de metileno y se tratd con una solucidn
saturade de ocarbonato sédico acuoso. Ia concentracidn de
la fase disolvente con hexano did 104 mg de la gsal sbdica
de lasalocida E cristalina (punto de fusién 182-182,5¢0),

EJEMPIO 4

Este ejeuplo ilustra la utilizacidén de una mez-
cla de coccldiostatos antibidticos en un pienso animal.
Un pienso medicado para aves desti;ado como un alimento

de partida para pollos se prepara
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Combinando 0,015 % en pesgo ¥y 0,006 % en peso de

una mezela de laselocida B y C (50/50) y lagaloecida D y E

(50/50) en una racién bdsica para aves constituida por :

Ingredientes

Maiz, n® 2 amarillo molido

Grase estabilizada o aceite vegetal

Aceitc de soja (proteina al 50% con
bajo contenido de fibre)

Gluten de malz

Peseado; tratado con antioxidante,
protoinas al 60 %

Solubles de pescado secos

Despojos de carne y huesos, pro -
teinas a8l 50 %

Solubles secos de destilados de

maiz
Alfslfa,proteinas a1l 17% 100.000 A/1b

Sulfato~de panganeso de calidad ali -
menticla

Carbonato u dxido de zinec

Riboflavins

Vitemina 312

Pantotenato cdleico

Niacina

Vitaning A cstabilizada

Vitanina ﬁ3

Acetato de vitamina E

Unidades de peso

1,123 libras/ton
60 "

480 "
50 n

30 n
10 n

14_0 "

30 L

0,75 "
0,25
3 gramos
6 mg.
5 gramosg
30 "
6.000,000 de
unidades de la
UsP
650,000 I.C,

5.000 I.C,
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Vitamina K (bisulfito sbédico de me -
nadions ) 2 gramos
DI-metionina o andlogo hidroxi 1 1libra/ton
Antioxidante (etoxigquina o hidro-
xi-tolueno butilado) 0,25 libras/ton

Infeccidn de Eimeria tenella en gallinas de laboratorio.

M&todo de prueba - Egta prueba utiliza dlez g -
1llinas por grupo de farmaco. Se utilizan diez gallinas co-
mo un control de peso y diez grllinag como un control in ~
fectado. El farmaco se administra 48 horas antes de la in~
feccidn. Se mezcla un gramo del farmaco de prueba en una
mezcladora mecédnica con una cantidad suficiente de pienso
para gallinas para que resulte la dosificacibén deseada. Ila
infeceién consiste en la administracidn oral mediante pipe—
ta de unog 200,000 oocistos. La prueba se prolonga por on-
ce dias y luego se realiza la autopsia de las aves super-
vivientes y se examina la existoncia de lesiones importan-
tes en la ceca, las aves de prueba se evaluan segin el ni-
mero de supervivientes y el nimero de lesiones. Ios resul-
tados se expresan como el grado medio de infeccion (A.D.I.)
Un grade medio de infeccidn inferior a 1,5 se considera
significativo,

Segfin puede apreciarse por los datos de la ta -
bla que sigue, la mezcla de antibidticos es efectiva a las

dosis 1lustradas para el tratamiento de la coccidiosis.
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mpuesto Dosis en el Grado medio de  Mortalidaed
: plenso infeccion porcentual
Control sin tratar y ninguna 0,0 0
sin infectar
Control sin tratar
infectado " 246248 10-20
Homélogo de
lasalocida B )mezcla en 0,015 1,0 0
una rela~
Homdlogo de )ecidn 1:1
lagalocida C 0,006 1,2 0
Homblogo de
lasalocida D )Mezela en 0,015 0,0 0
una rela-
Homblogo de Jeibén 1:1
laselocida E 0,006 1,2 0
EJEMPIO 5

Bste ejomplo ilustre el empleo de un solo cocci-

diostato antibibdtico en un pienso para animal, Un pienso

pare aves medicado destinado como un pienso de partida para
pollos se prepara como en el ejemplo 4. Alrededor de 0,01%
en peso de lasalocida D se combina con una racidn para aves
bésica ocomo la ubtilizada en el ejemplo 4. Se sigue el mé -
todo de pruebe utilizado en el ejemplo 4 para investigar
la actividad conire Eimeria Tenella. Segin puede apreciar-
se por los datos de la tabla el anbibidtico es efectivo a
la dosificao?én preferida ilustrada para el tratamiento de
la coocldiosis.

Compuesto Dosis en el Grado medio Mortalidad
pilenso de infeccién porcentual

Control sin
tratar v sin
infectar ningune 0,0 0
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Compuesto Dogig en el Grado medio Moxrtalidad

vsemnmmanens BCD8O ... .36 infoccidén  porcentual

ot s AATAS Lprln

Control gin

tratar in-
5. fectado ninguna 3,0 20
Homblogo de ' ‘
lasaloclda D 0,01 045 0
NOTA
10. Degerito el objeto del presente invento se de-

claran nucvag y de propia invencidn las siguientes reivindi-~
caciones con prioridad de la solicitud de patente UsS.A.
ndm, 457,296 del 2 de Abril de 1974.
1. Un procedimiento para la preparacién de nuevos
15. antibibticos homblogos de la lasolicida de la férmula ge-

neral

co 2H

H N
H
7
RJ (1) CHy
en la que
20, RIL’ Rz’ R3 y R4 se eligen del grupo constitufdo por

metilo y etilo, con la salvedad de

gue uno solo de Rl“Rﬂ, eg otilo,
en forma aislada, agl como gus sales aceptables en farma-

cia, caracterizado porque comprende cultivar un micro-

25, organismo comprendido en la especie streptomyces X~537 en
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un medlo nutriente acuoso que contenga fuentes asimilables
de carbohidrato y nitrdgenc bajo condiciones aerdbicas su-~
mersddas hagta que se imparte sustoncial actividad antibid-
tica a dicho medio, aislar los compuestos de la férmula I
asl producidos de dicho medio acuoso y, convertir, si se
desea, un producto obtenido en una sal respectiva acepta-
ble en farmacia.

2.~ Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacibén 1, caracterizade porque el organismo utili-
zado es sireptomyces X-537, NRRI 3382,

3o~ Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el cultivo de
streptomyces XF537.se lleva a cabo 2 un pH comprendido ene-
tre alrededor de 6,5 y alrededor hé 7,5 y‘a una tembéiatﬁrﬁ
comprendida enire alrededor de 25¢C y alrededor de 35¢(,

4.~ Un procedimiento, de conformidad con cual-
quiera de las reivindicaclones 1 a 3, caracterizado porque
ol cultivo ge lleva a cabo en prescencia de una grasa o acci-
te vegetal o animal. '

5~ Un procedimiento, de cqnformidad con cual-
guiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque
la recuperacidén de los productos finales se lleva a cabo
filtrondo el medio acuoso, extrayendo el filtrado con un
disolvente inmiscible en agua para los antibidticos y sepa-
rando el producto final del exﬁracto de digolvente.

6e~ Un procedimiento, de conformidad con la
reilvindicacidn 5, caracterizado porque el filtrado se ex~
tras con n~butil-acetato y el extracto se trata con éter

de potrdéleo para obitener unas aguas modres onriquecidas em
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log productosg finales descados,

7Te= Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacibén 5 o 6, caracterizado porque la separacidn
de los productos finales del extracto de disolvente se efec=-
tia gometiendo éste dltimo a distribucibdn on contra-corricn~

te.

8.~ Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porgue la distribucién en
contra~corriente se efectia utilizando como medio disolvens
$e heptano—acetato de etil-metancl-agna y sometiendo la
fraccibn que contiene los productos finales deseados a otra
distribucibn en contra~corricnte uitilizando como medio di-
solvente heptano-acetato de otilo-etanol~agua~dcido acético
glacial.

9.~ Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacibn 8, caracterizado porque el medio disolvente
para la primera distribucibn en contra-corriente eatd cons~
tituido por hepianc-acetato de ctilo~-metanol~agua en una re—
lacibn volumétrica de alrededor de 27:18:18:2 y ol medio di-
solvente para la segunda digtribucibdn en contra-~corriente
estd constituldo por heptano-acetato de etilo-etanol~agua—
dcido acdiico glacial en una relacibn volumétrica de alre—
dedor de 10:5:9:3:1.

10.~ Un procedimiento para la preparacibn de
nmuevos antibliédticos homolégos de la lasolicida A.

Segin sc deseribo y rolvindica cn la prosente
menoria deseriptiva que consta de 23 pdginas foliadas y ca~

critas a miguina por una gola de sus caras.
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Madrid, a 1 de Abril de 1975

Pelle
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