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Sukurtas naujas fermentinis preparatas, gautas i$ Streptomyces flavus 197 (deponuotas UAB “Biocentras”,
mikroorganizmy muziejaus kolekcijos numeris K-91) kullros skyséio, ji filtruojant, koncentruojant ir i$
koncentrato i$sodintg organiniais tirpikliais fermentinj kompleksa diovinant. Gautas fermentinis preparatas yra
lizuojanciy fermenty kompleksas, pasiZzymintis proteolitiniu, peptidaziniu, kolagenaziniu bei elastaziniu
aktyvumais, efektyviai lizuojantis kai kuriuos gramteigiamus ir gramneigiamus mikroorganizmus, jy tarpe ir

patogeninius. Fermentinis preparatas gali bt taikomas medicinoje ir veterinarijoje.
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ISradimas priskiriamas mikrobiologijos sriciai. Jis gali biti taikomas biotechnologijoje,
veterinarijoje bei medicinoje. Zinomi lizuojanéiy fermenty kompleksai, gaunami giluminiu biidu
auginant Actynomyces kamienus, pvz. fermentiniy kompleksas, sintetinamas Actinomyces
levoris Nr.96, lizuoja A grupés streptokokus, taikomas streptokokiniy antigeny gavimui.
Esminis Sio fermenty komplekso trukumas - siauras lizuojancio veikimo | mikroorganizmus
spektras ir gana ilgas jo biosintezés laikas (2-6 paros). (Su aut. 1. Nr.528340)

Artimiausias siilomam fermentiniam preparatui yra lizuojanéiy fermenty kompleksas,
sintetinamas Streptomyces griseus 205, kuris lizuoja streptokokus ir stafilokokus, naudojamas
veterinarijoje streptokokiniy, stafilokokiniy infekcijy gydymui bei profilaktikai. Sio fermentinio
komplekso trukumas - ribotas lizuojantis veikimas | mikroorganizmus. Jis lizuoja tik
gramteigiamas bakterijas (streptokokus ir stafilokokus) ir Si savybé mazina jo panaudojimo
galimybes. (Su aut. 1. Nr.1112778) |

ISradimo tikslas - sukurti naujg kompleksinj fermentinj preparata, efektyviai lizuojantj
gramteigiamus ir gramneigiamus, jy tarpe ir patogeninius mikroorganizmus, tinkama
naudojimui medicinoje ir veterinarijoje.

ISradimo  tikslas pasiekiamas sukuriant kompleksinj fermentinj preparata, kuris
gaunamas kultivuojant giluminiu budu aktinomicetg Streptomyces flavus 197 (UAB
“Biocentras”, mikroorganizmy muziejaus kolekcinis numeris K-91). Fermenty komplekso
iSskyrimui  kultarinis skystis filtruojamas, filtratas garinamas, koncentratas dZiovinamas
purkstuvinéje dZiovykloje arba fermenty kompleksas i§ koncentrato i$sodinamas acetonu
santykiu 1:3 ir dziovinamas. Gautas fermentinis preparatas susideda i§ lizuojandiu vekimu
pasizyminCio fermenty komplekso, kuris naudojamas kovai su patogeniniais
mikroorganizmais, ypatingai tais atvejais, kai infekcija atspari antibiotikams.

Kultura Streptomyces flavus 197, sintetinanti lizuojanciy fermenty kompleksa, i§skirta i$
dirvos PietryCiy Lietuvoje ir charakterizuojama sekanc¢iomis savybémis:

Morfologinés. Kulturos pavirSinis micelis baltas arba bespalvis, vidutinis hify storis 0,6-

0,8 mikronu. Sporos ovalios arba pailgos, pavirSius lygus.
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Kultirinés. Auginant kultira Streptomyces flavus 197 ant agarizuotos kukuriizinés
terpés Nr.2, susiformuoja gausus micelis (pavirSinis - baltas, o substratinis - Sviesiai rudas). Ant
agarizuotos avizinés terpés formuojasi baltas pavirSinis ir smélio spalvos substratinis micelis.

Fiziologinés. Aerobas, optimali augimo temperatura +(28-30)°C, pH 7,0-7,5. Silpnai
hidrolizuoja krakmola, pieng sutraukia ir peptonizuoja, Zelating suskystina. Asimiliuoja gliukoze,

sacharoze, fruktoze, ksiloze, nejsisavina arba tik silpnai - manita ir rafinoze.

Fermentinio preparato, mikroorganizmy Iasteles
lizuojancio fermenty komplekso,

gavimas i§ Streptomyces flavus 197

Auginant Streptomyces flavus 197 giluminiu budu sekancios sudeties terpéje (%):
mikroorganizmy baltyminis-vitamininis koncentratas (BVK) - 0,75; fermentinis mikroorganizmy
baltyminio-vitamininio koncentrato hidrolizatas - 0,25; natrio chloridas - 0,5; magnio sulfatas -
0,05; kreida - 0,5, po 24-36 kultivavimo valandy 28-30°C temperatiroje iSsiskiria lizuojandiy
fermenty kompleksas, kuris ardo kai kuriy gramteigiamy ir gramneigiamu (jy tarpe ir
patogeniniy) mikroorganizmy lasteliy sieneles; kompleksas pasizymi proteolitiniu, peptidaziniu,
kolagenaziniu bei elastaziniu aktyvumu. Fermenty komplekso iSskyrimui kultiirinis skystis
Streptomyces flavus filtruojamas, filtratas koncentruojamas, 25-30°C temperatiiroje, 2,5 karto
turio atzvilgiu. Fermenty preparato gavimui fermentinis kompleksas i$ koncentrato iSsodinamas
acetonu santykiu 1:3, dializuojamas ir dZiovinamas.

Sillomo fermentinio preparato - mikroorganizmy lasteles lizuojanciy fermenty
komplekso i§ Streptomyces flavus 197 veikimo | atskirus mikroorganizmus ir komplekso
fermentinio aktyvumo palyginimas su zinomu fermentiniu kompleksu Streptomyces griseus 205

pateiktas 1 lenteléje.
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1 lentelé
Fermenty kompleksu, iSskirty i$ kultury Streptomyces
flavus 197 ir Streptomyces griseus 205, lizuojancio
veikimo | mikroorganizmus ir kompleksy fermentinio
aktyvumo palyginimas
Pozymiai Fermenty kompleksas
Streptomyces Streptomyces
flavus 197 griseus 197

Mikroorganizmy gyvu lasteliy
lizavimas (%):
Bacillus subtilis KP 340 25.50 0
Micrococcus lysodeicticus 40,4 0
Staphylococcus albus 71,2 68,2
Staphyloccccus aureus 72,0 60,2
Streptococcus haemolyticus 48,6 50,5
Streptococcus agalactiae 50,3 45,2
Streptococcus mutans 37,1 25,0
Streptococcus paracitrovorum 65,2 60,0
Clostridium perfringens 35,0 0
Pseudomonas aeroginosa 48,4 0
Pseudomonas fluorescens 28,9 0
Escherichia coli 078 35,0 0
Escherichia coli 12K 22,4 0
Escherichia coli M17 0 0
Saccharomyces cerevisiae 15,8 0
Candida utilis 32,5 0
Candida guilliermondii 35,8 0
Aspergillus niger 0 0
Aspergillus awamori 0 0]
Penicillium funiculosum 0 0
Komplekso fermentinis aktyvumas
(v/g):

proteolitinis (pH=7,2) 6515

proteolitinis (pH=9,5) 90+8

peptidazinis 120045

kolagenazinis 9500 mikro v/g

elastazinis 9,5
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Preparato fermentinis aktyvumas buvo nustatomas sekanciais metodais: preteolitinis
(GOST 202664.2-74), peptidazinis (Wachsmuth E.D., Fritze ., Cleidere G. (1966) Biochemistry,
5, p.179-182.), kolagenazinis (Kundu AK,, ir kt. (1974) Indian |.Exper. Biol., t. 17, p.441-443;;
Leach A.A, (1960) Biochem. J. Biol. Chem., t. 240, p. 3295-3304.), elastazinis (Norichara K. ir
kt. (1965) J. Biol. Chem., t. 240, p. 3295-3304.) ir mikroorganizmy lasteliy lizavimas (Gascon, ir
kt. (1968) Arch. Microbiol, t. 51, p. 155-162.).

IS pateikty 1 lenteléje rezultaty matyti, kad fermenty kompleksas Streptomyces flavus
197 pasizymi platesniu lizuojancio vekimo | mikroorganizmus spektru, lizuoja kai kurias
gramteigiamas ir gramnegiamas bakterijas, ju tarpe patogeninius mikroorganizmus - ligy
sukeléjus. Tuo tarpu fermenty kompleksas Strepomices griseus 205 lizuoja tik streptokoky ir
stafilokoky genties atstovus.

IStirtas kamieno Streptomyces flavus 197 kenksmingumas su Ziurkémis, linijos Vistar ir
pelémis, linijos CC57W. Vidutiné virulentiné dozé VDs, nustatyta jvedant mikroorganizmy mase
(10% 10° 107, 10°, 10° ir 10" Igsteliy vienam gyvuliukui) | pilvo ertme ir j skrandj. Kiekvienoje
grupéje buvo 12 peliy ir 12 Ziurkiy (6 patelés ir 6 patinai). Gyvuliukus stebéjo 30 dieny. Vidutine
virulentiné dozé VDs, Streptomyces flavus 197 peléms ir Ziurkéms sudaro daugiau 10'°
mikroorganizmy vienam gyvuliukui. Pagal mikroorganizmy kamieny klasifikacija Strptomyces
flavus 197 yra nekensmingas ir gali buti priskirtas mazai pavojingy mikroorganizmy klasei (4
klasé), t.y. neturin¢io bendro toksinio poveikio.

IStirtas ir fermentinio preparato i§ Streptomyces flavus 197 astrus toksikumas. Astraus
toksiskumo tyrimai atlikti su pelémis linjos CC57W. Preparatg jvedéme | skrandj ir stebéjome
30 pary. Nustatyta, kad preparato LDsp, yra 5000 mg/kg. Sutinkamai su GOST 12.1.007-76
preparatas priskiriamas 4 pavojingumo klasei, t.y. mazai pavojingoms medziagoms.

Atsizvelgent | sililomo kompleksinio fermentinio preparato, i$skirto i§ Strptomyces flavus
197, fermentinj aktyvuma bei lizuojantj veikimg j mikroorganizmus, jis buvo taikomas
patogeniniy mikroorganizmq, iSskirty i$ ligoniy nosiaryklés, danty, piliniy Zaizdu, ardymui ir
gauti teigiami rezultatai, téip pat preparatas efektyviai buvo taikomas nudegimy gydymui,

nekrotiniy audiniy pasalinimui, pooperaciniy randy lyginimui ir t.t.
Preparato pritaikymas gydymui
Gydymui preparatas paruoSiamas sekandiai: 4-20 g preparato istirpinama 100 mi

distiliuoto vandens, po to praskiedZiamas 500 ml glicerolio ir gerai sumaiSomas. Toks

fermentinio preparato tirpalas buvo naudojamas ligoniy gydymui.
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Jis buvo naudojamas sekanciai: setony arba tampony pagalba buvo dedamas ant
Zaizdos pavirSiaus arba jvedamas | pllinio ertme. Gilios piliojandios Zaizdos buvo
setonuojamas marliniais tvarsciais, sumirkytais fermentinio preparato tirpale. Ant nekroziy ir
pavirsiniy Zaizdy buvo dedami tirpalu sutepti marliniai tvarséiai arba tepamas Zaizdos pavirSius.

Ligoniai buvo perriS8ami kiekvieng dieng. Gydymo efektyvumas fermentiniu preparatu pateiktas

2 lenteléje.
2 lentelé
Gydymo efektyvumas fermentiniu preparatu
Zaizdos pobidis Ligoniy skaicius Gydymo trukmeé Teigiami rezultatai

Pulinés zaizdos 14 3-5 dienos 100%
Nekrotinés zaizdos 9 5-8 dienos 100%
Nudegimai 8 3-5 dienos 100%
Sautinés Zaizdos 5 4-6 dienos 80%
Pragulos 10 4-5 dienos 100%

Jokiy alerginiy reakcijiy ligoniy gydymo metu nepastebéta. Tokiu bidu siilomas

fermentinis preparatas gali biiti taikomas medicinoje bei veterinarijoje.
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ISradimo apibréztis

1.Kamienas Streptomyces flavus 197 (deponuotas UAB “Biocentras” Nr. K-91) -
lizuojanciu veikimu pasizymincio fermentuy komplekso producentas.
2 Fermentinis kompleksas, iskirtas i§ mikroorganizmy kamieno Streptomyces flavus
197, pasizymintis
- fermentiniais aktyvumais:
proteolitiniu (pH - 7,2 - 9,5),
peptidaziniu,
kolagenaziniu,
elastaziniu;
- substratiniu specifiSkumu:
lizuoja sekanciy mikroorganizmy sieneles:
Clostridium perfringens,
Candida utilis,
Pseudomonas aerogenosa,
stafilokokus,
Streptokokus.
3.Fermentinio komplekso, gaunamo auginant mikroorganizmg giluminiu budu, gavimo
biidas, besiskiriantis tuo, kad augina mikroorganizma Streptomyces flavus 197 terpéje su
mikroorganizmy sienelémis ir mikroorganizmy hidrolizatais, kulturinj skystj kultivuoja 24-36 val.
28-30°C temperatiiroje, po to kultiirinj skysti filtruoja, filtrata koncentruoja, i§ susidariusio
fementinio koncentrato fermentinj kompleksa iSskiria nusodinant acetonu, po to dializuoja ir
dziovina.
4.Budas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad fermentinj kompleksa i$skiria s
kulturinio skyscio filirato koncentrato, nusodinant acetonu santykiu 1:3.
5.Fermentinio preparato , skirto kovai su patogeniniais mikroorganizmais, gavimo
biidas besiskiriantis tuo, kad fermentinj kompleksa, gauta pagal 3-4 punktus, istirpina
vandenyje santykiu 1:5 iki 1:25, ir gautg praskiestg fermentinio komplekso tirpalg vandenyje
skiedzia gliceroliu santykiu 1:5.
6.Fermentinis preparatas gautas pagal 5 punktg, skirtas panaudoti dujinés gangrenos,

nekrotiniy Zaizdy, Sautiniy zaizdu, randy, praguly ir nudegimy gydymui.
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