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A talalmaény targya eljaras az A42125 je-
[ii antibiotikum — mely az alabbi tulajdon-
sagokkal jellemzett:
allapot: fehér kristdlyos anyag (vizbdl);
op.: 149—150°C;
UV: nem abszorbeal;
IR (KBr): az 1. abran lathato;
Jtitrdcio  (80%-os vizes dimetil-formamid);
pKa 5,2, 8,7 és 10,5;
molekulatémeg: 2032 (field deszorpcios
tomegspektrometria alapjan);
tapasztalati képlet: C,q;H,3,N;Os4;
aminosav: nem talalhato;
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oldhatosag: vizoldékony;
— és soi eldallitasara.

A talalmany szerinti eljardst az jellemzi,
hogy a Nocardia aerocolonigenes NRRL 18049
mikroorganizmus vagy annak A42125 anti-
biotikumot termel6 valtozatat vagy mutdnsét
asszimildlhato szénforrast, nitrogéniorrast és
szervetlen sokat tartalmazo taptalajon, sily-
lyesztett tenyészetben, aerob koriilmények ko-
zGtt tenyésztik, és kivant esetben a terméket
ismert médon kinyerik a fermentlébdl, és/vagy
kivant esetben sova alakitjak.
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A taldlmany targya eljaras egy uj, A42125
jelzésii antibiotikum fermentacidés daton tor-
ténd elballitasara az 1j Nocardia aerocoloni-
genes NRRL 18049 torzs tenyésztésével. Az
A42125 antibiotikum kiilonlegesen érdekes
tulajdonsaga, hogy metantermel mikroorga-
nizmusokkal szemben hat. Minthogy az
A42125 antibiotikum a bendében uralkodé ko-
riilményeket modellezd kisérletek soran csék-
kentette a metdntermelést, az A42125 anti-
biotikumnak fokoznia kell a kérddzdk tap-
anyaghasznositdsat és novekedését.

Az A42125 antibiotikumot a Nocardia aero-
colonigenes NRRL 18049 siillyesztett, aerob
fermentalasaval allitjuk el6. A fermentlébdl
az antibiotikumot gyantan t6rténd megkoteés-
sel vonjuk ki, majd a gyantarél polaris szer-
ves oldoszerrel oldjuk le. Az A42125 antibio-
tikum elvédlasztdsara és tovabbi tisztitasara
ismert eljarasokat, példaul ioncserés kroma-
togréfiat, haszndlunk.

A meliékelt abran bemutatjuk az A42125
antibiotikum kalium-bromidban felvett infra-
v6ros spektrumat.

Az allatgyégyaszatnak dllandé igénye van
Gij antibiotikumok irant. Az antibiotikumok al-
kalmazasanak egyik célja az allatok novekedé-
sének meggyorsitdsa. A novekedés gyorsitasa
elérhet6 a betegségek 'kivédésével és a tap-
anyaghasznositas fokozasaval. A kérédz6kneél
— a szarvasmarhaknal és a juhoknal — kiilo-
nosen gazdasagi érdek a novekedés gyorsi-
tasa.

A kérddzék bendéjében €16 mikroorganiz-
musok metabolizdthaté termékekké, példdul
propionattd bontjak le a szénhidratokat. Né-
hany mikroorganizmus azonban e rendszer-
rel szemben hat. [gy példaul a metanogén
vagy metantermeld mikroorganizmusok csék-
kentik a kérddzok tapanyaghasznositasat.
Az A42125 antibiotikum kiilonods elénye, hogy
gatolja a metanképzd mikroorganizmusokat,
és ezaltal serkentheti a kérédzok novekedését.

Noha a kér6dz6k emésztérendszerében a
metanképz6 mikroorganizmusok (archaebac-
terium) nem kivanatosak, a f6ldi kornyezet
jelentés tényezdi, minthogy ezek katalizaljak
a biohulladék lebontdsdanak végsd, metdn ke-
letkezését eredményez$ lépését. Minthogy a
metan (zemanyagként alkalmazhatd, hozza-
jarulnak az energiaforrasok kérdésének meg-
oldasdhoz. A metantermelés és a metdnkép-
zést fokozo eljdrasok ezért nagy jelentdséggel
birnak.

A metintermelés fokozasdnak egyik meg-
kozelitése a metanogén rendszer genetikai
megvaltoztatdsanak kifejlesztése. Ehhez a
munkahoz elengedhetetienek a szelektalhato
tulajdonsagok, példaul antibiotikum rezisz-
tencia megléte. Altalaban talalunk a szelek-
talt mutdnsok kozott olyanokat, melyek rezisz-
tensek arra az antibiotikumra, mely egyéb-
ként megdli az illeté mikroorganizmust. Saj-
nos a metanogének rezisztensek legtobb anti-
biotikumra. Az a tény, hogy az A42125 anti-
biotikum gatolja "'a metanképz6 mikroorga-
2

157941

10

15

20

25

40

45

50

55

2

nizmusokat, alkalmas lehet szelektdlhat6 tu-
lajdonsagi mikroorganizmusok kinyerésére
és ezaltal a metanképzd rendszer genetikai
megvaltoztatasara irdnyulé munka meggyor-
sitasara.
Az A42125 antibiotikum a kovetkezé fi-
zikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik:
Allapota: fehér kristdlyos anyag (vizbdl ki-
kristdlyositva),

Op.: 149—150°C

UV: nincs elnyelés

[IR(KBr): lasd az l. dbrat; széles csiics, mely
magaba foglalja a 3423, 3413, 3409,
3403, 3398, és 3386 cm™! cslicsokat;
2937, 1720, 1602, 1453, 1408, 1379,
1290, 1192, 1120, 1090, 1064, 971,
870, 830 és 802 cm .

Titracid (80% -os vizes dimetil-formamidban):
pKa 5,2, 8,7 és 10,5.

Molekulatémeg: 2032 (field-deszorpcids to-
megspektrometira alapjan).

Tapasztalati képlet: C,4H;5NyOss

Elemanalizis:

mért: C: 59,51, H: 9,05, N: 1,44, O: 30,08%.

Aminosav: nem kimutatott.

Oldhatdsdg: vizben oldhato.

Bioautogafia: 0,95n natrium-szulfattal és
0,05n natrium-hidrogén-szulfat — vizzel imp-
regnalt Whatman No.! papiron 1,5% natrium-
-kloridot tartalmazo 80%-os vizes etanollal
futtatva és Micrococcus luteus-szal detektal-
va, az A42125 antibiotikum R; értéke: 0,46.

A titracios értékek alapjan agy tiinik, hogy
az A42125 antibiotikum egy karboxilcsoport-
tal, egy amin funkciés csoporttal, egy feno-
los csoporttal rendelkezik, melyek sokat ké-
pezhetnek.

A soképzést felhasznédlhatjuk az antibio-
tikum elvalasztasara, tisztitasara, és felsza-
baditasara. Az A42125 antibiotikumok sav-
addicids s6i ezért a talalmany részét képezik.
Kialonosen hasznosak a gyogyaszati szem-
pontbol alkalmazhat6é savaddicios sok.

Savaddicios sokhoz jutunk, ha az anti-
biotikumot a szokasos reakciokoriilmények
kozott szerves vagy szervetlen savakkal, pél-
daul kénsavval, sosavval, foszforsavval, ecet-
savval, borostyankGsavval, citromsavval, tej-
savval, maleinsavval, fumérsavval, palmitin-
savval, kélsavval, pamoinsavval, mucinsav-
val, D-glutamin-savval, d-kamforsavval, glu-
tarsavval, glikolsavval, ftalsavval, borkdsav-
val, hangyasavval, laurilsavval, sztearinsav-
val, szalicilsavval, metdn-szulfonsavval, ben-
zol-szulfonsavval, szorbinsavval, pikrinsavval
benzoesavval, cinnaminsavval, stb. reagal-
tatjuk.

Az allatgydégyaszatban rendszerint nincs
tal nagy jelentdsége, hogy az antibiotikumot
milyen formaban alkalmazzuk. A legtébb eset-
ben a beadds utdn az allatban megvaéliozik
az antibiotikum &llapota, ezért altalaban min-
degy, hogy milyen s6 formédjaban alkalmaz-
zuk. Hogy milyen s6t valasztunk, azt a gaz-
dasagi, kényelmi és toxikologiai szempontok
hatarozzak meg.

2.



3

Az A42125 antibiotikumot termelé Nocar-
dia aerocolonigenes torzset alkalmas téapta-
lajon, siillyesztett tenyészetben tenyésztiink
aerob kériilmények kozo6tt, amig megfeleld
mennyiségdi  antibiotikum termelédik. Az
A42125 antibiotikumot ismert izoldlasi és tisz-
titasi eljarasokkal nyerjitk ki.

Az A42125 antibiotikumot termelé Nocar-
dia aerocolonigenes torzset Braziliabol szar-
mazé talajmintabdl izolaltak. A N.aerocolo-
nigenes torzset A42125 jelzéssel lattuk el.

A mikroorganizmus rendszertani megha-
tarozasat a Lilly Research Laboratories mun-
katarsa, Frederick P. Mertz végezte el. Vizs-
galatai alapjan a mikroorganizmust a Nocar-
dia aerocolonigenes (Shinubo és Kawato)
[Pridham és Lyons 1970 (T.G.Pridham, , New
names and new Combinations in the order
Actinomycetales Buchanan 19177, USDA Tech-
-Bull. 1424:32, Agricultural Research servi-
ce, USDA, Washington, D.C., 1970)] egyik
uj torzsének hatarozta meg. A rendszertani
besorolds egyidében végzett laboratériumi
dsszehasonlitasokon és hasonlé fajok irodal-
mi  ismertetésével torténd egybevetésen
[M.Goodfellow és K.P.Schaal, ,ldentification
Methods for Nocardia, Actinomadura and
Rhodococcus” in F.A.Skinner és D.W.Love-
lock ed., ,ldentification methods for micro-
biologists” 2. kiadas, Society for Applied Bac-
teriology Technical Series No. 14., Academic
Press Inc., New York, 1979, 261. old; R.E.
Gordon, S.K.Mishra és D.A.Barnett, , Some
bits and pieces of the genus Nocardia: N.car-
nea, N.vaccinii, N.transvalenis, N.orientalis
and N.aerocolonigenes”, J.Gen. Microbiol.
109; 69—78 (1978); S.J.Mishra, R.E.Gordon
és D.A.Barnett, ,Identification of Nocardie
and Streptomycetes of medical importance”,
J.Clin.Microbiol., 11(6), 728—736 (1980);
H.Mordarska és M.Mordarski, ,,Chemotaxono-
matic characters and classification of some
nocardioform bacteria”, J.Gen.Microbiology,
71,77—86 (1972); R.C.Pittenger és R.B.Bring
ham, ,Streptomyces orientalis, n.sp., the So-
urce of vancomycin”, Antibiotics and Che-
moterapy VI (11), 642—647 (1956); és S.A.
Walesman, ,The Actinomycetes”, II. kotet,
The Williams and Wilkins Co., Baltimore,
1961] atapszik.

A rendszertani meghatédrozasoknél az In-
ternational Streptomyces Project (ISP) altal
a Streptomyces fajok jellemzésére ajanlott
|E.B.Shirling és B.Gottlieb, ,Methods for cha-
racterization of Streptomyces species”, Int.
J.Syst. Bacteriol., 16(3): 313—340 (1966)]
eljarasokat kovettiik néhany méas vizsgalatial
kiegészitve (D.J.Blazevic és G.M.Ederer,
~Principles of Biochemical test in diagnos-
tic microbiology”, John Wiley and Sons, Inc.,
New York, 1975).

A Nocardia fajok jellemzésére Gordon és
munkatarsai ajanlanak modszereket [R.E.Gor-
don, D.A.Barnett, J.E.Handerhan és C.H.Pang,
»Nocardia coelica, Nocardia autotrophica, and
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the Nocardia strain”, Int.J.Syst, Bacteriol,,
24 (1): 54—63 (1974)].

A rifampinnal és a lizozimmal szembeni
rezisztencidt Gordon és Barnett modszerével
hataroztuk meg [R.E.Gordon és D.A Barnett,
,Resistance to rifampin and lysozyme of stra-
ins of some species of Mycobacterium and
Nocardia as a taxonomical tool”, Int.J.Syst.
Bacteriol., 27 (3): 176—178, (1977)].

A szinek megnevezését az ICSS-NBS Cent-
roid Color Charts, standard sample No. 2106
(National Bureau of Standards, 1958, U.S.De-
partment of Commerce, Washington, D.C.)
és a Color Harmony Manual (4. kiadas, Color
Standard Department, Container Corporation
of America, Chicago, lllinois, 1958) alapjan
végeztiik.

A morfolégiai vizsgélatokhoz fénymik-
roszképot hasznaltunk. A spérak felszinirajzo-
latat scanning elektronmikroszkoppal (SEM)
allapitottuk meg.

A melanoid-pigment termelését (kromo-
genitast) az ISP No.l (tripton/élesztékivo-
nat), ISP No.6 (pepton/élesztékivonat/vas/
/agar), ISP No.7 (tirozinos agar) és mddo-
sitott ISP No.7 (triozin nélkiili) taptalajon
hataroztuk meg.

A teljes-sejt hidrolizatumban a diamino-
pimelinsav (DAP) izomereket és a szénhid-
~atokat Becker és munkatarsai [B.Becker,
M.P.Lechevalier, R.E.Gordon és H.A.Leche-
valier, ,Rapid differentiation between Nocar-
dia and Streptomyces by paper chromatograp-
hy of whole-cell hydrolysates”, Appl. Micro-
hiol. 12: 421—423 (1964)] és Lechevalier
[M.P.Lechevalier, ,ldentification of aerobic
Actinomyces of clinical importance”, J.Lab.
Clin.Med., 71: 934—944 (1968)| kromatogra-
fids modszerével hatdroztuk meg.

A mikolinsavak meghatarozasdra Minni-
kin altal leirt technikan alapuld modszert
hasznaltuk {D.E.Minnikin, .G .Hutchinson és
A.B.Caldicott, ,Thin-Layer chromatography
of mycolic acid-containing bacteria”, J.Chrom.
188: 221—233 (1980)}.

A keményitéhidrolizist ISP No.4 (szer-
vetlen sok/keményit6/agar) taptalajon vizs-
galtuk joddal kimutatva a keményité jelen-
[6tét (1. Blazevic és Ederer, fentebb).

A natrium-klorid-tlirés megallapitasdhoz
kell6 mennyiségii s6t adtunk az ISP No.2 aga-
ros téptalajhoz, és a lemezeket 30°C hémér-
sékleten inkubaltuk 14 napon keresztil.

Az antibiotikumrezisztencia meéréséhez
antibiotikumot hordozé korongokat helyeziink
a beoltott ISP No.2 agarlemezek felilletére.

A foszfataz és ureaz meghatarozasdra
Blazevic és Ederer (1. fentebb) altal leirt méd-
szereket alkalmaztuk. A proteinaz aktivitds
kimutatdsara a zselatinelfolydsitasi vizsgala-
tot hasznaltuk.

Az A42125 torzs komplex és szintetikus
tiptalajon altaldban egyarant jol né. Elesz-
t6-dextrozos agar kivételével valamennyi tap-
talajon noveszt légmicéliumokat. A spérato-
meg szine sziirke-fehér. A Tresner és Bachus

3
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5 6
rendszerben a legkdzelebb 4116 szin a ,d light barna oldhaté pigment termelddik az ISP No.2
gray” (halvanysziirke) és a ,b oyter white” és az éleszt-dextrozos agar tdptalajon. A
(osztriga fehér). A fondk oldal szine sirgas- kultardk tulajdonsagait az . tablazatban fog-
-barnatol sargas-fehérig viéltozik. Halvany- laljuk dssze.

. ) 1. tdbldzat . .
Az A42125 tBrzs, a Nocardia aerocolonigenes €s a N, orientalis telepek jel-

lemzdi
Téptalaj Tulajdonsdg A42125 N.orientalis N.aerocolonigenes
1SpP-2 erSteljes er8teljes er8teljes
N 78.d.yBr 68.s.0Y 72.d4.0Y
F er8tel- er8teljes:2ba nincs (red8zstt
Lm jes:S5fe feliilet)
t.gy.rBn pale yellow
(fakésdrga)
Op halvday- nincs nincs
L barna ____
ISP-3 N i3 jo elég jd
F 89.p.Y. 89.p.Y. 89.p.Y.
Lm eleg jo:b jo: b oyster nincs
oyster white
white
Op nincs nincs nincs
1SP-4 N jé er8teljes ié
F 77 .m.yBr 72.d4.0Y 90.gy.Y
Lm jor d er8teljes: d nincs
light gray light gray
(halvany- (halvanysziir-
sziirke) ke)
Op nincs nincs nincs
ISP-5 N erlteljes erlteljes er8teljes
F 77.m. yBr 67.brill.0Y 88.d.Y
Lm erStel- erdteljes: 2ba nincs (red8zstt
jes: b pale yellow felszin)
oyster (fako sarga)
white
Op nincs nincs nincs’
Kalcium- N jé - erfteljes jé
maldt F 77.m.yBr 67.brill.OY 88.d.Y
Lm jo:b oys— erSteljes: 2ba. nincs
ter white pale yellow
Op nincs nincs nincs

4.
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1. tabldzat (folyt.)
Taptalaj Tulajdonsag A42125 N.orientalis N.aerocolonigenes
Czapek tap- N jd jd erfteljes
agar F 77.m,yBr 89.p.Y. 75.deep yBr
Lm jé: d jé: b nincs (red8zstt
light oyster white
gray
Op nagyon nincs halvdny sdrgas
halvdny barna
barna
Glitkoz/asz— N jo er8teljes jo
paragin F 89.p.Y 67.brill.OY 88.d.Y
Lm gyenge: 1 er8teljes: 2ba nincs
liht gray pale yellow
Op nincs nincs nincs
Csapvizes N jo elédg jod gyenge
agar F 92.,y.Whire 93. y Gray 92 y White
Lm elég j6: b gyenge: b nincs
oyster oyster white
white
Op nincs nincs nincs
éleszt8- N erfteljes erSteljes er8teljes
dextrozis F 78.d. yBr 68.s5.0Y 72.d.0Y
agar Lm nincs (re— er8teljes: 2ba nincs (red8zstt
d8z5tt fe— pale yellow feliilet)
liilet)
op halvdny nincs nincs
barna

N: ntvekedes

F: fonadk felszin
Lm: legmicelium

Op: oldhaté pigment

Az A42125 torzs erbteljes szubsztrat-mi-
célium és meglehetdsen ers légmicélium né-
vekedést mutat. Fénymikroszkop alatt a lég-
hifak poékhaloszerii megjelenést mutatnak.

Ezt a morfolégiat a Bergey kézikényv (R.E. 55
Buchanan és N.E.Gibbons Eds., ,Bergey’s
manual of determinative bacteriology”, 8. kia-
das, The Williams and Willkins Co., Balti-
more, 1974) a nem-streptomycetes csoportba
sorolja. 60

Az ISP No.4 taptalajon nétt léghifakon
scanning elektromikroszkoppal konidiumo-
kat figyelhetiink meg. A spérak szabalyta-
lan alaktiak. A spérafelszin sima [T.G.Prid-
ham, C.W.Hesseltine és R.C.Benedict, ,A qui-
de for the classification of Streptomycetes 65

according to selected groups”, Appl. Micro-
biol. 6: 52—79 (1975)].

A spora alak megnyijtottol hengeresig
valtozik, a spordk fiizért alkotnak, a fiizér-
ben tobb mint 50 spéra taldlhato. A sporak
mérete: 1,2—0,9x0,5—0,4 pm, 4atlagosan
1,1X0,5 pm.

Siillyesztett, razott tenyészetben a hifak
fragmentalodnak.

Az A42125 tenyészet elbontja a kazeint,
elasztint, guanint, hipoxantint és a tirozint,
hidrolizalja a kalcium-malatot, DNS-t, esz-
kulint és a keményitét: savat képez az arabi-
ndzbol, cellobidzbol, fruktézbal, galaktozbol,
a-metil-D-glitkozidbol, glitkozbol, glicerin-
bél, inozitolbdl, laktézbdl, maltozbsél, manni-

5
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9
tolbol, mannoézbodl, melibiozbol, raffindzbdl,
ramnoézbol, trehalézbol és a xildzbol; haszno-
sitja az acetatot, benzodtot, citratot, maléatot,
oxalatot, propionatot, piruvatot, szukcinitot
és tartaratot.

Az A42125 tenyészet katalozt, fosziatézt,
proteinazt, ureazt és melanoid pigmenteket
termel, nem rezisztens a rifampinnel szem-
ben, rezisztens viszont a lizozimmel, cefalo-

2,
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tinnel, gentamicinnel, linkomicinnel, penicil-
linnel és tobramicinnel szemben.

Az A42125 tenyészet 69%-os natrium-klo-
rid koncentraciét még elvisel; 15—37°C ko-
z6tti hémérsékleten né, nem éli tal, ha 8 6ran
keresztiil 50°C hoémérsékletnek tessziik ki;
hidrolizalja a lefolozott tejet, a nitratot nit-
ritté redukalja. Ezeket a fizioldgiai tulajdon-
sagait a [1. és I11. tabldazatban foglaljuk ossze.

tablazat

Az AL2125 tdrzs, €s ezzel rokon Nocardia tdrzsek morfologiai es fizioldgiai

tulajdonsdgai

tulajdonsag A42125

N.aerocolonigenes N.orien-—

N.brasilien-
tdlis sis

1éghifa +
konidiun +
savmegkétés -
mikolinsavak a sejtfalban -
uredz +
lebontas
adenin
kazein
elasztin
hipoxantin
tirozin
xantin
rezisztencia
lizozim +
ripamfin -
Hidrolizis
kalcium-maldt +
eszkulin +
hippurat -
kemenyitg +
Hasznositds
benzodt
citrat
mukat -
szukcindt
tartarat
Nitridt redukcid -
Ta1é1és 50°C, 8 ora
Savképzés
adonitbdl
1-(+)-arabinozbdl
cellobiozbdl
i-eritritolbdl
gliikozbdl
glicerinbol
inozitolbodl
a-laktozbdl
maltozbdl
D-mannitbdl
D-mannozbol
melezitozbdl

+ 4+ + +

!

+ o+

1 + o+

1+ + |

+ o+ 4+ o+ o+

+ + |+
+ + 1+
+ 4+ 4+ +

! |
+ t
+ |

+
+ 4+ +
+

+ +
+

o+ 4+ o+
T T T I
+ + + o+ o+
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2. tablizat (folytatds)

melibizbal
o~metil-gliikozidbdl
raffinozbdl
ramnozbdl
szorbitbdl
trehalozbdl
xilozbol

Novekedés
10°C -
45°C -
50°C -

+ + o+ + + o+

: ;%42125 térzs.es ezzel rokon Nocardia torzsek morfologiai es fiziologiai

tulzjdonsagai
+ - -
- + -
+ - -
+ + -
+ + +
+ + -

I+
+

a tulajdonsdg megvan
a tulajdonsdg hidnyzik
nem vizsgdlt

1+
I

u

nv

IIl. TABLAZAT

Az A42125 torzs tovabbi tulajdonsdgai
foszfataz
f6lozott tej hidrolizis
melanoid-pigment-termelés
zselatinelfolydsitas
NaCl tiirés 6
katalaz
leboritas:
kitin
DNS (dezoxiribonukleinsav)
guanidin
keratin
tesztoszteron
hasznositas:
acetat
malat
oxalat
propionét
piruvat
savképzés:
dulcitbol
etanolbol
fruktozbol
d-(+)-galaktozbdl
inulinbol
szalicinbdl
szukrozbal
novekedési

+=++ 1+

| ++ |

+++++ |

| ++ 1

hémérséklettartomany15—37°C

A teljes sejt falanak hidrolizatumaban a
diamino-pimelinsav mezo-izomer. A
sejt hidrolizatumban arabindz, galakioz, man-
noz és ribéz cukrok taldlhatok. Becker sze-
rint (L. fent) a sejtfal-tipus a [V tipusba tar-
tozik, a cukordsszetétel szerint A tipusii (Lec-
hevalier, I. fent). Az A42125 térzs mikolin-
savakat (LCN-A) nem termel. A sejtek Gram-
-pozitiven festédnek, de a savat nem kotik
meg.
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Az A42125 torzs tehat a kovetkezd meg-
hatdrozé tulajdonsagokkal rendelkezik: 1V
tipusn sejtfal; A_tipusa cukorosszetétel a tel-
jes sejt hidrolizatumban; mikolinsavak hia-
nya. Ezek a kemotaxonémiai tulajdonsagok,
valamint a tenyészet ltalanos jellemzéi az
A42125 torzset a Nocardia Trevisan 1889 nem-
zetséghe soroljak [V.B.D.Skerman, V.McGo-
wan €s P.H.A.Sneath Eds., ,Approved list of
bacterial names”, Int.J.Syst. Bacteriol., 30:
225—420 (1980)].

A Nocardia fajok kozolt leirasait ssze-
hasonlitva az A42125 tdrzs tulajdonsagaival,
az alabbi fajokkal mutat hason]osagot:

Nocardia aerocolonigenesg’ b

b

N . . a
Nocardia brasiliensis=’

Nocardia orientalis®’ b. ¢

4 Goodfellow és Schaal (l. fentebb)
FGordon, Mishra és Barnett (I.
—Pittenger és Brigham (l. fentebb).

Ezeket a fajokat egy idGben tenyésztettiik
az A42125 torzzsel. A kozolt és a kapott ada-
tokat 6sszegyiijtottiik és kiértékeltiik.

A hasonlésagi mutatét Kurylowicz és mun-
katdrsai  (W.Kurylowicz, A.Paszkiewicz,
W.Woznicka, W.Kurzatkowki és T.Szulga,
~Numerical taxonomy of Streptomycetes”,
Polish Medical Publishers, Warsaw, 1975.
37. oldal) alapjan szamitottuk ki, a kovet-
kez6 képlet segitségével:

Nst+4Ns~
Nst¥+Ns~+Nd

fentebb)

Ssm=

X100

ahol Ns* a pozitiv hasonlésagok szama, Ns™
a negativ hasonlésagok szama és Nd az el-
térések szama.

7
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Az Ssm kiszamitasahoz felhasznalt tulaj-
donsagok fiziologiaiak és nem morfologiaiak
vagy a tenyészetre vonatkozéak. A felhasz-
nalt tulajdonsagok szama 44.

A hasonlésagi mutaték:

Mikroorganizmus Ssm
A42125 100
N.aerocolonigenes 88
N.orientalis 70
N.brasiliensis 65

Minthogy a N.brasiliensis tenyészet kevés
hasonlosagot mutat az 'A42125 tenyészetevel
és az Ssm értéke is alacsony, elhagytuk az
dsszehasonlitasbol.

Az N.orientalis hasonlé

tenyészet az

A42125 tenyészetéhez. Ez a hasonlésag kiilo- .

nosen feltiing az ISP 3. és 4. taptalajon. Amint
azonban az alacsony Ssm érték tanusitja, a
fiziologiai tulajdonsagokat illetéen nem ha-
sonloak.

A N.aerocolonigenesnek nincsenek léghi-
fai, ezért a tenyészetek osszehasonlitasat csak
a novekedést, fondk oldal szinét és az oldha-
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to pigmentet illetden tehettiik meg. A N.aero-
colonigenes elsé leirasaban [E.B.Shirling és
D.Gottlieb, ,Cooperative description of type
cultures of Streptomyces 1117, 1t.J.Syst.Bac-
teriol., 18(4): 279—392 (1968)] az szerepel,
hogy az ISP No 5. taptalajon fehér léghifak
jelennek meg. Ez a leirds megegyezik a mi
6sszehasonlitasi vizsgalatainkkal (l. I. tab-
lazat, ISPNo5.). Az A42125 torzs és a N.aero-
colonigenes noévekedése a fondk oldalanak
szine elfogadhatéan megegyezik. Ez a meg-
egyezés kiilonosen jol megnyilvanul a Cza-
pek taptalajon és a glitkkézos-aszparaginos
agaron.

Gordon (l. fent) a torzset N.aerocoloni-
genesnek hatdrozta meg a léghifakon kiviili
tulajdonsagok alapjan. Az A42125 torzs és a
N.aerocolonigenes fiziologiai és kemotaxoné-
miai hasonldsagai messze ellensilyozzdak a
léghifak hianyabol addédo kiilonbozéségeket.
Gordon a N.orientalis és a N.aerocolonigenes
megkiilonboztetésére harom alapvetd tulaj-
donsagot hasznal fel, amiket a IV. tablazat-
ban tiintettiink fel.

1V, tabldzat

A42125 tdrzs. a N.aercolonigenes

! -
es N. orien-

tdlis megkiilénb8ztet8 tulajdonsdgai

orientalis N, aerocolinigenes A42125

tulajdonsdg N.
eritritol +
a-metil-glikozid +

lizozin rezisztencia -

- +
+ +

A targyalt tulajdonsdgok szerint az
A42125 torzs a N.aerocolonigeneshez all a leg-
kozelebb.

Az A42125 toérzs és a N.aerocolonigenes
a szénforrashasznositast illetéen csak egy
szénhidrat felhasznalést illetGen kiildnb6znek
egymastol (ndévekedés és savtermelés alap-
jan megallapitva).

Mishra (l. fentebb) Nocardia fajokra 6sz-
szeallitott meghatarozo kulcsat alkalmazva,
az A42125 torzs kozvetleniil kapcsolatba hoz-
" hato a N.aerocolonigenes-szel. Ezek az dssze-
hasonlitdsok azt mutatjak, hogy az A42125
torzs a tenyészet jellegzetességeit illetéen
korlatozottan, fiziolégiai tulajdonsagokra
vonatkozolag jol megegyezik a N.aerocoloni-
genes tulajdosdgaival. A leglényegesebb kii-
Ionbség az, hogy az A42125 térzsnek vannak
léghifai. Minthogy a N.aerocolonigenesrgl
leirtak, hogy léghifdkat fejleszt, ez a kiilonb-
ség nem olyan nagy ahhoz, hogy az A42125
torzset elkiilonitsiik ettl a rendszertani egy-
ségtdl. Ezek szerint az A42125 térzset a Nocar-
dia aerocolonigenes (Shinobu és Kawato)
Pridham és Lyons 1970 egyik torzsének ha-
taroztuk meg. Minthogy a N.aerocolonigenes
nem szerepel a ,Bakteriumnevek eliogadott
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jegyzéké”-ben (,Approved lists of bacterial
names”, l. fent), igy nem tekinthetd egy tény-
legesen kozolt fajnak.

Hasonléan més mikroorganizmusokhoz az
A42125 antibiotikumot termel6 Nocardia aero-
colonigenes NRRL 18049 is valtozékony. Is-
mert moédon rekombindnsok, mutidnsok és va-
ridnsok allithatdék elé vegy kiilonithetk el.
[gy példaul mutansokhoz juthatunk, ha a
mikroorganizmust ismert fizikai és kémiai
mutagén hatdsoknak — ultraibolya besugar-
zas, Rontgen besugédrzds, gamma besugar-
zas, N-metil-N’-nitro-N-nitro-guanidin keze-
lés — tessziik ki. A talalmény oltalmi kére
kiterjed mindazokra a természetes vagy mes-
terségesen eldallitott Nocardia aerocoloni-
genes NRRL 18049 valtozatokra és mutansok-
ra, melyek A42125 antibiotikumokat termelnek

Szamos tédptalaj barmelyikét hasznalhat-
juk a Nocardia aerocolonigenes NRRL 18049
tenyésztésére. Gazdasdgi szempontokbol, az
optimalis termelés és a termék konnyd elva-
lasztdsa szempontjabdl azonban bizonyos téap-
talajok elényosebbek. Példdul a nagyméretii
fermentalasoknal a N.aerocolonigenes sza-
mara el6ny6s szénhidratforras a gliikéz és a

8-



Hif

15

dextrin, bir mas cukrok, cukor-polimerek,
stb. is hasznalhatok.

A N.aerocolonigenes elényds nitrogénfor-
rasa a széjaliszt és a kukoricalekvar, de mas
nitrogénforras, példaul desztillaciés maradeé-
kok, élesztdkivonat, huskivonat, stb. is alkal-
mazhato.

A téptalajban felhasznalhaté szervetlen
tapsok a cink-, natrium-, magnézium-, kal-
cium-, ammoénium-, klorid-, karbonat-, szul-
fat-, nitrat-, stb. jonokat szolgaltatd, vizol-
dékony sok.

Ugyancsak tartalmazza a taptalaj a mikro-
organizmus ndvekedéséhez és fejlédéséhez
sziikséges elengedhetetien nyomelemeket.
Ezek a nyomelemek a taptalaj komponensei-
ben szennyezésként altalaban a névekedés-
hez sziikséges mennyiségben eléfodulnak. A
habzés 4ltaldban nem szokott problémat okoz-
ni, de nagyméretii fermentalasnal, ha sziik-
séges, a tenyészethez hozzaadhatunk kevés
(pl. 0,2 mi/liter) habzasgatlot, példaul poli-
propilén-glikolt.

Nagy mennyiségli A42125 antibiotikum
el6éllitasahoz  tank-fermentorban végzett,
siillyesztett, aerob fermentaciot elényds veé-
gezni. Kis mennyiségii A42125 antibiotiku-
mot razott lombikos tenyészetben is készit-
hetiink. Amennyiben a nagy fermentort spé-
rakkal oltjuk be, szamolni kel| a lag-fazissal,
ezérl el6nyGsebb vegetativ oltéanyagot hasz-
nalni az oltashoz. A vegetativ oltoanyag elg-
allitdsdhoz kis térfogatu taptalajt sporakkal
vagy micélium fragmensekkel oltunk be, igy
friss, aktivan névekvé tenyészethez jutunk.
Ezt a vegetativ oltéanyagot vissziik at'a nagy
fermentorba. A vegetativ oltbanyag tapko-
zege megegyezik a nagy fermentoréval, ‘da
lehet attol eltérd is.

A Nocardia aerocolonigenes 25—37°C hg-
mérséklettartomanyban termeli az A42125
antibiotikumot. Az antibiotikumtermeléshez
optimélis hémérsékiet a 30°C. .

Amint az a siillyesztett tenyészeteknél
szokdsos, a fermentor aljarol steril levegét
nyomunk keresztiil a taptalajon, mik6zben
lapatos keverdvel kevertetiink. Az eddig al-
kalmazott koriilmények kézott a maximalis
oxigénfelvétel nem haladja tal a 0.2 mmoit
literenként és percenként. Egy terel6kkel el-
latott, 115 liter taptalajt tartalmazé, 160 li-
teres fermentornal percenként 200—250 for-
dulatszami keverés mellett percenként 0,125
térfogatnyi levegét kell atvezetni, hogy az
oldott oxigén elérje vagy meghaladja a le-
vegdtelitettség 309 -4t.

A fermentdlas folyaman vett mintakban
az A42125 antibiotikum termelését bioldgiai
értékméréssel hatarozzuk meg az antibioti-
kumra érzékeny ismert mikroorganizmus se-
gitségével. Az egyik ilyen teszt-mikroorga-
nizmus segitségével. Az egyik ilyen teszt-
-mikroorganizmus a Micrococeus luteus. A
biolégiai értékmérésre legalkalmasabb a lyu-
kasztott agarlemezes eljarast hasznalni.
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Az A42125 antibiotikumot a fermentécios
iparban alkalmazott eljarasokkal nyerhetjik
ki a tenyészlébél. A termelt antibiotikum [4-
ként a fermentlé folyékony fazisdban talal-
hat6. Az A42125 antibiotikum maximalis ki-
nyeréséhez ezért elGszér a fermentlé folyé-
kony fazisat elvalasztjuk a micélium téme-
geétdl. A fermentlésziirletet aztan tisztithat-
juk az antibiotikum elvdlasztasa céljabol. Erre
szamos eljarast alkalmazhatunk.

Az A42125 antibiotikum elvdlasztdsira
elényds eljaras, hogy a sziirlet kémhatasat
pH=7-re allitjuk be és alkalmas adszorbenst,
2élddul Diaion HP-20 gyantat adunk hozza.
A gyantat sziiréssel elvalasztjuk és megfe-
‘elé olddszerrel, példaul acetonitril/viz, 1:1
cleggyel extrahaljuk. Az extraktumbol az ol-
dészert cs6kkentett nyomaéson elparolva, hoz-
zdjutunk az A42125 antibiotikumhoz.

Az igy kapott A42125 antibiotikumot is-
mert modszerekkel tovabb tisztithatjuk. Elg-
nyds eljaras erre az ioncseréld gyantakon vég-
zelt kromatografilas.

Az A42125 antibiotikus elvalasztast vé-
konyréteg kromatografiaval kévetjitk nyomon.
A szilikagélréteg alkalmas futtalo rendszere
az  acetonitril/metanol/viz/amménium-hid-
raxid, 4:2:2:1 ésszetételii elegy. Ebben a rend-
szerben az A42125 antibiotikum kb. R;=0,43
értékkel mozdul el. Az antibiotikum kimuta-
tasdra hasznalhatunk bioautografiat, péld4ul
Micrococcus luteust hasznilva erre a célra,
vagy mds moédszert példaul vanilines kén.
savas el6hivoreagenst.

Eljarhatunk ugy is, hogy A42125 antibio-
tikumforrasként a fermentié, micéliumot is
tertalmazé szarazanyag tartalmat hasznal-
juk fel extrakcié és elvalasztas nélkiil, de elg-
nvosen a viz eltavolitasa utdn. gy példaul
az antibiotikum megtermelése utan, a teljes
fermentlevet beszaritjuk fagyasztva szari-
tassal, dobsziiréssel vagy azeotropos desz-
tillalassal és szaritassal. A beszaritott fer-
mentievet kozvetleniil hozzakeverjiik a takar-
mainy premixhez.

Az A42125 antibiotikum allati és névényi
patogén baktériumok névekedését gatolja.
Az V. tablazatban Osszefoglaltuk a kiilén-
féle baktériumoknal kapott minimalis gatld-
si_koncentracickat (MIC). A MIC értéket a
szokdsos agar-higitdsos vizsgalattal hats.
roztuk meg. e
V. TABLAZAT
Az A42125 antibakterialis aktivitdsa

Vizsgalati mikroorganizmus MIC
Staphylococcus aureus V1.1
Staphylococcus aureus V41
Staphylococcus aureus X400
Staphylococcus aureus S13E
Staphylococcus epidermidis Epi 1
Staphylococcus epidermidis 29292
Streptococcus pyogenes C203
Streptococcus sp. group D X66
Streptococcus sp. group D 204]
Hzemophilis influenzae 76

(mel/ml)

o
[3; [

©C | oow—to
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Az A42125 antibiotikus antimikrobalis ha-
tasanak egyik fontos jellemzGéje az anaerob
baktériumokkal szembeni MIC értékeket a VI.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A MIC értéke-
ket ez esetben is az agar-higitdsos moédszer-
rel hataroztuk meg. A végpontokat 24 ords
inkubalas utan olvastuk le.

VI. TABLAZAT
Anaerob baktériumok A42125 antibioti-
kummal szembeni érzékenysége

Anaerob baktériumok
Clostridium difficile 2994
Clostridium perfringens 81
Clostridium speticum 1128
Eubacterium aerofaciens 1235

MIC (mcg/ml)

4

4

4

4

Peptococcus asaccharolyticus 1302 64
4

8

4

8

Peptococcus prevoti 1281
Peptrostreptococcus anaerobius 1428
Peptrostreptococcus intermedius 1624
PRopionibacterium acnes 79

Bacteroides fragilis 111 >128
Bacteroides fragilis 1877 >128
Bacteriodes fragilis 1936B >128
Bacteriodes thetaiotaomicron 1438 128

Bacteroides melaninogennicus 1856/28 64
Bacteroides melaninogennicus 2736 128
Bacteroides vulgatis 1211 128
Bacteroides corrodens 1874 >128
Fusobacterium symbiosum 1470 >128
Fusobacterium necrophorum 6054A =05
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Egy tovabbi fontos antimikrobidlis tulaj-
donsaga az A42125 antibiotikumnak, hogy
gatolja a metanképz6 baktériumok nédveke-
dését. gy példaul az A42125 antibiotikum
milliliterenként 0,1 mcg koncentriciénal ga-
tolja a Methanococcus vanniellit; a vizsgalat-
ban egy A42125 antibiotikum kristalyt helye-
ziink a minimal taptalajon kin6tt 24 6ras egyen-
letes tenyészetre, és a gatlast a harmadik na-
pon mértik.

Az A42125 antibiotikum tovabbi fontos
tulajdonsaga, hogy javitja az allatok tap-
anyaghasznositasat. gy példdul fokozza a ké-
r6dzok tdpanyaghasznositasat.

A tapanyaghasznositast a bendében tor-
ténd propiondt termeléssel és a propiondtok
koncentraci6jéval fejezhetjiik ki. A bendéned-
vet egy sebészeti aton elhelyezett fisztulan
keresztiil kaphatunk egy 6korb6l. Az o6krot
az alabbi Osszetételii, magas rosttartalmi
takarmanyon tartottuk:

69,95% durvan 6rolt kukorica
10% Grolt kukoricacsutka
8% szdjalisgt (50% protein)
5% lucerna#iszt

5% melasz

0,6% karbamid
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0,5% dikélcium-foszfat
0,5% kalcium-karbonat
0,3% s0 .
0,0?g/o A és D, vitamin premix
0,05% E vitamin premix
0,03% nyomelem premix

A bendénedvmintit négyszeres rétegii
sajtborité vdsznon szlrjik at, és a sziirletet
vakuumedénybe gyiijtjiik. A sziirGrétegen visz-
szamaradt szilard reszecskéket annyi fizio-
16gias pufferben szuszpendaljuk fel, mint
amennyi az eredeti térfogata volt, majd a szusz-
penziot tjra lesziirjiikk. Az alkalmazott puf-
fer Osszetétele a kovetkezé {Cheng é mun-
katarsai, J.Dairy Sci.,, 38: 1225 (1955)]:

0316 g dinatrium-hidrogén-foszfat
0,152 g kédlium-dihidrogén-foszfat
2,260 g natrium-hidrogén-karbonat
0375 g kalium-klorid

0,375 g natrium-klorid

0,112 g magnézium-szulfat

0,038 g kalcium-klorid

0,008 g vas (II)-szulfat-7-viz
0,004 g mangan (I1) -szulfat

0,004 g cink-szulfat-7-viz

0,002 g réz-szulfat-5-viz

0,001 g kobalt klorid

1 liter bizben oldva.

A két sziirletet valasztotdlcsérbe ontjiik
és allni hagyjuk, amig a lebegdé részecskék
a folyadék tetején 6ssze nem gyiilnek. A tisz-
ta fazist elvdlasztjuk, ugyanazzal a puffer-
rel 1:1 aranyban higitjuk, és a kémhat4st
pH=7 értékre allitjuk be.

40 mg fent ismertetett takarmanyra egy
25 milliliteres lombikban ramériink 10 ml
higitott bendénedvet. Az edénybe bemériink
5 mg szdjabab proteint is. A vizsgalandé ve-
gyiiletet négy parhuzamosban mérjiik be az
edényekbe. Ugyancsak bedllitunk kétszer négy
kontrolledényt is. Az egyik kontroll a null-
id8s, a mésik a tizenhatoras. Valamennyi vizs-
galati edényt 38°C hémérsékleten 16 ordn
keresztiil inkubaljuk. Az inkub&ciés id6 vé-
gén megmeérjiik a kémhatést, és 2 ml 25°C-o0s
metafoszforsavat adunk mindegyik edénybe,
a keveréket hagyjuk leiilepedni, és a feliiliszo
illékony zsirsavait gizkromatografiaval ele-
mezziik.

A mintdkban az acetat, propionat és a bu-
tirat tartalmat hatarozzuk meg. Az eredmé-
nyeket statisztikusan hasonlitjuk 6ssze a kont-
rollok értékeivel. A kezelések koziil azokat
tekintjiik aktivaknak, melyeknél a propionat
keletkezése lényegesen magasabb, mint a kont-
rolledényben. A VII. tablazatban 0Osszefog-
laljuk az A42125 antibiotikummal kezelt edé-
nyek és a kontrolljaik illékony-zsirsavkon-
centriciéinak aranyait.

-10-
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VII. teblazat

Az A42125 antibiotikum hatdsa a kec8dzik tdpanyaghasznositdsdra
(6t kisdrlet)

ddzis moly moly noly bsszes zsirsav/kontroll
mcg /ml propionat acetat butirat zsirsav: mméSl /liter

20 1,283 0,914 0,608 0,921

5 1,237 0,877 1,019 0,988

5 0,959 0,992 1,075 0,921

1 1,122 1,015 0,795 1,237

5 1,118 0,915 0,867 1,041

1 1,105 0,881 1,111 0,997

5 1,778 0,896 0,654 0,921

1 1,458 0,915 0,823 0,858

A metanképzés gatlasa ugyancsak hozza- natrium-hidrogén-karbonat 59 g
jérul a jobb tapanyaghasznositashoz, mint- kdlium-klorid 0,34 g
hogy az acetat hasznosithato energidva ala- natrium-klorid 028 g
kul és nem metanna, ami elvész. Ezt az ak- karbamid 1.0 g
tivitdst in vitro vizsgalatokban mérhetjiik, 35 kalcium-klorid 0,024 g
melyek a bendében lezajlé folyamatokat uta- viz I liter
nozzék. A vizsgalatokat edényekben végzett pH=6,8—7,0
folyamatos fermentacioval végezziik, melyek
a bendében hosszt idétartam alatt lejatszodo Mindegyik edénybe naponta kétszer 10 g
folyamatokat modellezik. A légmentesen le- 4q taplalékot adunk az adagolényilason keresz.
zérhaté edények folyadék- és szildrdanyag- til. Az adagolasok utin a gazelvezetst el-
-bevezetdvel, ‘mintavevs nyilissal és gumi- zdrjuk és az edényt széndioxiddal kiéblitjiik.
ballonba vezetd gazelvezetdvel vannak ell4at- Naponta Osszegyiijtjiik és analizéljuk az el-
va. A gumiballonban fogjuk fel a ferments- foly6 folyadékot és az eltavozé gazt.
ci6 alatt keletkezd gazokat. Az edények fo- 45
l){adélgfg('talmét 500 ml-en tartjuk egy folya- Altalaban az edényeket négy napig inku-
de’kgxuﬁoedenybg vezelg fuggé)lege”s talfo- baljuk, mielstt a vizsgalando vegyiiletet hoz-
lyocsével. Az edényeket 38—40°C homérsék- zdadnank. Négynapos ekvilibralas utan meg-
leten tartjuk. Mindegyik edényt lassan ke- kezdjitk az elmené folyadék és gaz analizi-
vertetjiik magneses kevergvel. 50 sét, anélkiill, hogy hozzaadnank a kisérleti

.. vegyiiletet. Az inkub4last addig folytatjuk,

A kisérleteket azzal kezdjiik, hogy a tesz- amig az analitikai eredmények viszonylag
teknél alkalmazott taplalékkal eteteit Okrok- dllandéva nem valnak. Ekkor megkezdjiik
bl a ﬁsth}ép at nyert szﬁrt bendéned!bﬁl a kezelt taplalék adagolasat, és a fermenta-
900 ml-t mériink az egyes edényekbe. Eljze- 55 ciot a kezelt taplalékkal folytatjuk 7 napon
tesen 50 ml higitott metafoszforsavat toltink keresztiil.

a kifolyéedénybe, hogy a fermenticios edény-

bél talfolyo folyadékban ezzel leallitsuk a A vegyiiletet olyan mennyiségben adjuk

fermentaciot. A fermentacios edényt lezarjuk, a taplalékhoz, hogy az edényben [évé 500 mi

és hozzacsatlakoztatjuk a géazgyiijtéballont. folyadékban a vegyiilet koncentraciéja a VIII.
tablazatban megadott értékeket érje el. Leg-

Mindegyik edénybe napi egy liter, alabbi tobb esetben két parhuzamos vizsgélatot fut-
Osszetételli puffert csepegtetiink folyamato- tatunk, és az egyes fermentacios edényeknél
san: kapott eredményeket atlagoljuk. A VIII. tab-
natrium-hidrogén-foszfat 22 g lazatban 6sszefoglaljuk az A42125 antibio-
magnézium-klorid 0,036 g 65 tikum metanképzédést gatlo aktivitasat.

I
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VIIl. TABLAZAT
Az A42125 antibiotikum hatdsa- a kérod-
z6k metantermelésére (harom kisérlet)

dézis meg/ml metin; mmol/nap

»

5 2,3
- 4,1
5 1.8
I 2,3

- 7.2
5 0.3
1 0,8

Egyszeri A32125 antibiotikum adagolasa-
nal megallapitott LDy, értékek egereknél:
LDg, (intraperitonealis)=<< 9,375 mg/kg
LD;, (oralis) 89 mg/kg
Az A42125 antibiotikumnak tipikus pozi-
tiv hatdsa van a propionatok novekedésére
és ezaltal a tapanyaghasznositasra, ha na-
ponként és testtomeg-kilogrammonként 0,06—
6,75 mg-ot adunk be szajon keresztiil a ké-
ré6dz6knek. EI6nyos adag a naponkénti és ki-
logrammonkénti 0,2—3,5 mg.

Az antibiotikum adagoldsdnak elényds
madja, hogy belekeverjiik az éllatok takar-
manyaba, de beadhatjuk mas forméban is, pél-
daul tablettaként, ivoléként vagy kapszula-
ban. Ezeket a dozirozasi formakat az 4llat-
gyogyaszatban ismert eljarasokkal készitjiik
el. Az egyes ddzisegységek annyi hatéanyagot
tartalmaznak, melyek az &llatok napi adag-
javal egyszer{i aranyban allnak.

A taldlmany foglalkozik a fokozott tdp-
anyaghasznositashoz maddositott takarmany-
Osszetétellel, ahol a takarmany tonnanként
6—60 g A42125 antibiotikumot tartalmaz.

Az A42125 antibiotikumot adagolhatjuk
az allatoknak szajon keresztiil vagy paren-
teralisan. A legalkalmasabb beviteli méd, ha
az A42125 antibiotikumot a taplalékhoz ad-
juk. Ehhez kiilonfiéle allapotban 1évé taplalékot
alkalmazhatunk, lehet a szokasos szarazta-
karmény, folyékony vagy granuliit eleség.
Noha a legei6nydsebb az eleséghez torténd
keverés, mas formdban is beadhatjuk a hato-
anyagot az allatoknak, példaul tabletta, ivo-
lé alakjaban vagy kapszulaba zarva. Az egyes
adagoldsi egységek annyi A42125 antibioti-
kumot tartalmaznak, melyek egyszerii arany-
ban 4llnak a kezelendd allat napi adagjéval.

A takarmanyhoz adandé hatéanyag meg-
formalasa jol ismert modszerek szerint tor-
ténik. EI6nyés egy koncentralt hatéanyag-pre-
mixet alkalmazni. A tipikus premix kilogram-
monként 2—400 g antibiotikumot tartalmaz.
A premix lehet folyékony vagy szilard készit-
mény.

Az eleség végsS megiorméaldsa a bevien-
dé hatdanyagmennyiségtdl fiigg. Az A42125
antibiotikumot tartalmazé takarmany elké-
szitéséhez a szokdsos eljarasokat — keverés,
granuldlds — hasznélhatjuk.
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A parenterdlis bevitelhez az A42125 anti-
biotikumot tartalmazé készitményt az allat-
gyobgyaszatban atkalmazott, ismert moédsze-
rekkel készithetjiik el. Az A42125 antibioti-
kumot tartalmazd injektalhaté készitmény
lehet szuszpenzié vagy oldat. Az oldat elké-
szitésekor az antibiotikumot fiziolégiai szem-
pontokbol alkalmazhato kézegben oldjuk. Ez
a hordozékozeg megfelelé oldoszerbdl, ha
szilkséges konzervald anyagbol — példaul
benzilalkohol — és pufferbél 4ll. Alkalmas
oldészerek példaul a viz, az alkoholok, gli-
kolok vagy a k6zémbos olajok, mint amilye-
nek a ndvényi olajok vagy erdsen tisztitott
asvanyi olajok.

Az injektdlhaté szuszpenziok hordozoko-
zege valamilyen, a vegyiiletet nem oldé fo-
lyékony anyag és adalékanyagok. Ilyen ko-
zeg lehet a viz vagy egy glikol, példaul poli-
etilen-glikol.

Az adalékanyag valamilyen, fiziologiai
szempontbdl  alkalmazhaté  szuszpendald
anyag, mint amilyenek a kozeg siiriiségét
nével$ karboxi-metil-celluléz, pelivinil-pirro-
lidon, zselatin vagy az algindtok. Sok felii-
letaktiv anyag ugyancsak alkalmazhaté a
vegyiiletek szuszpenziéban tartasara. Alkal-
mas szuszpendald anyag a lecitin, alkil-fenol,
polietilén-oxid adduktok, naftalin-szulfonsa-
vak, alkil-benzolszulionatok és a polioxi-eti-
lén-szorbitan-észterek.

Egyedi esetben sok olyan anyag felhasz-
nalhaté az injektalhato szuszpenziok elké-
szitésénél, melyek a folyékony kdzeg hidro-
filitasat, siirliségét és feldleti fesziiltségét be-
folyasoljak. Szuszpendaldszerként alkalmaz-
hatunk példaul szilikon habzasgatlokat, gli-
kolokat, szorbitot és cukrokat.

Az elmondottak szemliéitetésére az alabbi-
akban példakat adunk meg,

1. példa
Az A42125 antibiotikum el8allitasat ve-
gezhetjiik razott lombikos fermentalassal

vagy tankiermentorban.

A) A razott lombikos fermentalashoz az
alabbi Osszetételii ferde agart liofilizalt pel-
letként vagy folyékony nitrogén alatt szusz-
penzioként tartott Nocardia aerocolonigenes
NRRL 18049 kultaraval oltjuk be:

burgonya dextrin 10 g
élesztokivonat lg
enzimmel hidrolizalt kazein® 2 g
marhahdskivonat lg
kobalt-klorid-6 viz 00l g
agar 20 g
ionmentes viz I liter

*N-2 Amine A, Humko Sheffield Chemical Co.,
Lyndhurst, NJ., USA.

A kémhatast natrium-hidroxid-oldattal
pH=6,2—7,0 értékre allitjuk be.

A beoltott agarokat 30°C hémérsékleten
inkubaljuk 7 napon keresztil. A kifejlédott
tenyészetet steril eszkozzel kaparjuk le, dssze-
gylijtve a spordkat és a micéliumfonadékot.

-12-
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Az Osszegyiijtott telepek egynegyedével ol-
tunk be 50 ml alabbi osszetételii vegetativ

tapkozeget:

glitkéz 15 g
tapidka dextrin® 20 g
sz6ja Grlemény 15 g
kukoricalekvar 10 g
élesztékivonat lg
kalcium-karbonat 2 g
csapviz 1 liter

*Stadex 11, A.E.Staley Co., Decatur, IL., USA.

Az oldat kémhatasat natrium-hidroxiddal
pH=5,5—6,5 értékre allitjuk be.

A beoltott vegetativ taptalajt 250 ml-es
Erlenmeyer lombikban inkubéljuk 30°C hé-
mérsékleten, 5,08 cm Kkitérésii, 250 percen-
kénti fordulatszami korkords razégepen, 72
oran keresztil.

1,25 ml vegetativ tenyészettel oltunk be
50 ml alabbi Osszetételii termelé taptalajt:

gliikoz 25 g
kukorica keményitd 10 g
oldhato haspepton® 10 g
enzimmel hidrolizalt

kazein*™* 4 g
melasz 5¢g
magnézium-szulfat-7 viz 05 g
kalcium-karbonat 20 g
Czapek-féle séoldat™* 2 ml
ionmentes viz 1 liter

*Q.M.Peptone, Amber
Wi., USA.

**N-2 Amine A.

wxA Czapek sooldat az alabbi Osszetételii:

1 liter ionmentes vizben 100 g kalium-kio-
rid,

100 g magnézium-szulfat-7viz,

2 g vas(Il)-szulfat-7viz.

A beoltott termeld taptalajt széles szaju,
250 mi-es Erlenmeyer lombikban razatjuk
5,08 cm kitérésii korkoros rdzogépen 250 per-
cenkénti fordulatszammal 30°C hdémérsékle-
ten, 5 napon keresztiil.

Laboratories, Juneau,

B) A tankfermentdlashoz nagyobb meny-
nyiségii oltéanyagra van sziikség ezért 10 ml,
az eldz6ekben ismertetett modon kindvesztett
vegetativ tenyészettel beoltunk 250 ml ma-
sodik lépcsés ndvekedési taptalajt, melynek
osszetétele megegyezik a vegetativ taptala-
jéval. Ezt a masodik 1épcsds tenyészetet két-
literes, széles szaji Erlenmeyer lombikban
razatjuk, 5,08 cm kitérésii korkoros razogé-
pen 250 percenkénti fordulatszammal 30°C
hémérsékleten, 70 6ran keresztiil.

400 ml madsodik 1épcsGs tenyészettel be-
oltunk 100 liter steril termeld taptalajt, mely-
nek Gsszetétele azonos a razott lombikos fer-
mentalds termelé taptalajéval. A fermenta-
last 165 literes tankiermentorban végezziik
30°C hoémérsékleten, 3—5 napon keresztiil.
Lassi leveg6arammal — 0,12—0,25 térf./
/térf/perc — és kozepes kevertetéssel — per-
cenként 200—250-es fordulatszam — az ol-
dott oxigén koncentracidojat a levegételitett-
ségi érték 309 -andl tartjuk.
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2. példa

Az A42125 antibiotikum kinyeréséhez a
teljes — 92 liter — fermentléhez hozzdadunk
3% Hyflo Supercelt és sziiréprésen lesziir-
jitk. A 74 liter sziirlet kémhatdsat natrium-
-hidroxiddal pH==7 értékre allitjuk be. Hoz-
zaadunk 9,4 | Diaion HP-20 gyantat, a keve-
réket 45 percen keresztiil kevertetjiik és szir-
jiik. A sziirletet eldobjuk, a gyantat 3X10 li-
ter vizben és 3X 10 liter acetonitril/viz, 3:17
elegyben mossuk szuszpenzélassal és szii-
réssel. A mosélevet eldobjuk. A gyantat aceto-
nitril/viz, 1:1 elegyében szuszpenddlva, ke-
vertetve és sziirve, leoldjuk az A42125 anti-
biotikumot. Egymast kovetéen négy eliicios
miiveletet végziink, mindegyik eludtumot meg-
vizsgéalva. Papirkorongos teszttel, Micrococ-
cus luteus teszt-organizmust hasznédlva. Az
elsé két eludtumot egyesitjitk, az acetonit-
rilt csékkentett nyomason elparoljuk, és a vi-
zes maradékot fagyasztva szaritjuk 949 g
nyers A42125 antibiotikumhoz jutva. A har-
madik eluatumbol még 20,8 g nyers A42125
antibiotikumot kapunk.

3. példa

A 2. példaban leirt mddon nyert nyers
A42125 preparatumokat egyesitjik, a 1152 g
anyagot 3 liter vizben oldjuk. Az oldatbol
szliréssel eltavolitjuk a csapadékot, és a sziir-
letet 3 liter Dowax 50X 2 (NH' formsban lé-
v6 0,075—0,15 mm szemcseméreti gyanta-
bol késziilt oszlopra visszitk. Az oszlopot 5
oszloptérfogatnyi vizzel, majd 0,In amméni-
um-hidroxiddal mossuk. A 2n amménium-
-hidroxiddal végzett eliici6 legtobb A42125
antibiotikumot tartalmazé frakci6it egyesit-
jik €és 3 liter térfogatra toményitjik. Az
A42125 antibiotikum kicsapodik és sziiréssel
eltavolitjuk. A csapadékot 300 ml metanol-
ban oldjuk, az oldathoz 6 liter étert adva, az
A42125 antibiotikumot kicsapjuk. A csapadé-
kot kisziirve és megszaritva 16,6 g A42125
antibiotikumot nyeriink amorf por alakjaban.
A vizes anyaligot tovabb beparolva, és a
kicsapodd anyagot az el8z8ek szerint feldol-
gozva, 20,7 g kevésbé tiszta A42125 antibio-
tikumhoz jutunk.

A 16,6 g els6 antibiotikum preparatumot
800 ml meleg vizben oldjuk, az oldatot hagy-
juk szobahdmérsékleten allni egy éjszakan
at. A kikristidlyosodo A42125 antibiotikumot
szliréssel Osszegyiijtjiik, csékkentett nyoma-
son szaritjuk, 10,6 g és 2,3 g (mésodik gene-
racio) kristalyos A42125 antibiotikumhoz jut-

va.
Op.: 149—150°C.

4. péida .

A szarvasmarhak szamdra modositott,
kiegyensulyozott, magas szemestakarmany
tartalmi eleséget az alabbiak szerint allitjuk
Ossze:

kukorica 50,25%
kukoricatorzsa 34,927%
13
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lucernaliszt, dehidralt, 179%-os 4,00% -oxid alakjdban és 20,00% cinket cink-szul-
szojaliszt, oldozerrel extrahalt 4,00% fat alakjaban. )
karbamid, takarmany mindségii 0,35% %] kg A-vitamin és D3-vitamin premix 4000000
melasz, cukornadbél 5,00% USP egység A-vitamint és 451500 USP D3-
dikalcium-foszfat 0,65% 5 -vitamint tartalmaz.
NaCl 0,35% 3 | kg E-vitamin premix 40000 Ul E-vitamint
kalcium-karbonat 0,30% tartalmaz.
nyomelem premix' 0,03%
A-vitamin +D3-vitamin premix? 0,07% 5. péida
E-vitamin premix® 0,07% 10 100 mg A42125 antibiotikumot adunk 5 ml
A42125 antibiotikum 0,003% vizhez. Az elegyet az alabbi sokat képezéd sa-
'A nyomelem premix tartalmaz: 2,50% man- vakkal addig savanyitjuk, mig az antibioti-
gant mangan(ll)-oxid alakjaban, 0,07% jo- kum feloldédik. Ezutdn az oldatot liofilizal-
dot kalium-jodid alakjaban, 0,309 kobaltot va a kivant sét kapjuk. Igy az alabbi sokat

kobalt-karbonat alakjaban, 0,50% rezet réz- 15 allitjuk elé:

alkalmazott sé szamitott képzett sb kitermelés Op.: (°C)
pH (mg)

2n sosav 2,0 hidroklorid 96 140-145

0,1n sdsav 3,6 hidroklorid 91 150-155

0,1n kénsav 1,6 szulfat 142 220

hig ecetsav 3,5 acetat 80 145-150

hig foszforsav 3,2 foszfat 92 140-145

citromsav 3,5 citrdt 80 130-135

X

= 5 ml dioxant adagoltunk az antibictikum olddsdra.

SZABADALMI IGENYPONT 35 aminosav: nem taldlhato;
oldhatésag: vizoldékonys;
Eljaras az A42125 jelii antibiotikum — — és savaddicios séi elddllitasara, azzal jelle-
— mely az alébbi tulajdonsagokkal jellemzett: mezve, hogy a Nocardia aerocolonigenes
allapot: fehér kristalyos anyag (vizbdl); NRRL 18049 mikroorganizmust vagy annak

op.: 149—150°C; 40 A42125 antibiotikumot termelé véltozatat,

UV: nem abszorbedl; vagy mutansat asszimilalhaté szénforrast,
IR (KBr): az 1. abran lathato; nitrogéniorrast és szervetlen sokat tartalma-
titracio (809%-os vizes dimetil-formamid): z6 taptalajon, siillyesztett tenyészetben, ae-
pKa 5,2, 8,7 és 10,5; rob korilmények kozott tenyésztjiik, és ki-
molekulatémeg: 2032 (field deszorpcios t6- vant esetben a terméket ismert modon kinyer-
megspektrometria alapjin); 45 jilk a fermentlébdl, és/vagy kivant esetben
tapasztalati képlet: C 5, H,5,NyOq4; savaddiciés sova alakitjuk.

I lap ré‘j,z, I abra
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