ORIGINALAN NAUCNI RAD - ORIGINAL SCIENTIFIC PAPER

UDK 636.09:615.28:547.292

ISPITIVANJE EFIKASNOSTI PERALA-S U USLOVIMA

IN VITRO®

EXAMINATIONS OF EFFICACY OF PERAL-S UNDER IN VITRO

CONDITIONS

2¥%

Ruzica Asanin, D. Misié

*

U ispitivanjima su koris¢eni mnogobrojni kliniCki i referentni sojevi
kako bakterija, tako i virusa i gljivica. U ovom radu prikazan je samo je-
dan deo ispitivanja u kome su koriséeni referentni sojevi E. coli NTCC
8116, Proteus mirabilis ATCC 19086, Staphylococcus aureus ATCC
511, Salmonella Choleraesuis ATCC 10653, Enterococcus faecalis
ATCC 6055 i Bacillus cereus ATCC 11778. Delovanje na navedene so-
jeve bakterija Perala-S u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1% ispi-
tano je primenom suspenzione metode pri vremenu ekspozicije od 5,
10, 15 i 20 minuta. Takode, obavljena su ispitivanja antivirusnog de-
lovanja Perala-S u koncentracijama od 0,1% do 1% i u vremenima ek-
spozicije od 30 sekundi do 5 minuta na viruse: Aujeszky 257/ll, PI3,
Newecastle virus, Coxackie B, Herpes simplex tip I. Efikasnost antivirus-
nog delovanja Perala-S proveravana je na kulturama tkiva MDBK, AU-
BEK i HEP-2 metodom ,plovec¢e” tehnike. Ispitano je i fungicidno de-
lovanje Perala-S u koncentracijama od 0,1% do 1% kao i 3%, 4% i 5% u
vremenima ekspozicije od 5, 15 i 60 minuta i starosti kultura od jednog
do Cetrnaestog dana. Ispitivanjima su obuhvacene plesni iz rodova:
Penicillium spp, Aspergillus spp. i Mucor spp. Peral-S je ispoljio bak-
tericidno delovanje na svim ispitivanim sojevima bakterija, u svim pri-
menjenim koncentracijama i u svim vremenima ekspozicije. Peral-S u
koncentraciji od 0,1% i u vremenu ekspozicije od 30 sekundi delovao
je virucidno na sve ispitivane viruse. Medutim, Peral-S u koncentraci-
jama od 0,7% do 1% u svim vremenima ekspozicije na kulturama plesni
koje su bile stare od jednog do Cetrnaest dana, nije ispoljio fungicidno
delovanje. Fungicidno delovanje preparat je ispoljio u koncentraciji od
3 posto na svim ispitivanim kulturama plesni nakon 60 minuta ekspozi-
cije, dok je u koncentraciji od 4 posto ispoljio fungicidni efekat nakon
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5 minuta ekspozicije na svim ispitivanim kulturama plesni, bez obzira
na njihovu starost.

Kljucne reci: Peral-S, dezinficijens, antimikrobno delovanje

Uvod / Introduction

Peral-S predstavlja stabilizovani rastvor persir¢etne kiseline, povrsin-
ski aktivne materije, organske kiseline i anorganskog puferskog sistema. Germi-
cidno delovanje persiréetne kiseline je zasnovano na procesu oksidacije enzim-
skog sistema ¢elija, pri kome se inhibiraju enzimi katalaza i peroksidaza. Zahvalju-
juéi ovim mehanizmima do sada nije utvrdena rezistencija bakterija na persiréetnu
kiselinu i ona moze da se koristi kontinualno u dezinfekciji. Zbog izvanrednog anti-
mikrobnog delovanja u niskim koncentracijama, preparati na bazi persiréetne
kiseline nasli su Siroku primenu u razli¢itim industrijskim granama (mesna indus-
trija, mlekarska industrija, industrija vo¢a i povréa, pekarska industrija, industrija
piva i sokova, pcelarstvo i sto¢arstvo). Posebno je zna¢ajno njihovo primenjivanje
u veterinarskoj i humanoj medicini za dezinfekciju svih vrsta instrumenata, labora-
torijskog posuda i aparata, specijalizovanih uredaja u bolnicama, odnosno na od-
eljenjima za hemodijalizu, u laboratorijama za dezinfekciju zidova, stolova i po-
dova, u ambulantama i na farmama. Persiréetna kiselina se pored navedenog
koristi i za dezinfekciju otpadnih voda. Zbog niske pH vrednosti i dobre rastvorl-
jivosti ovaj dezinficijens sprecava stvaranje naslaga kre¢njaka i pospesuje nje-
govo rastvaranje. Veoma vazna osobina persiréetne kiseline je da se u prirodi ras-
pada na sir¢etnu kiselinu, vodu i kiseonik, sto je ¢ini ekoloskim dezinficijensom.
Prema najnovijim ispitivanjima, persiréetna kiselina u niskim koncentracijama od
0,35% u vremenu ekspozicije od 5 minuta deluje baktericidno i na multirezistentne
klinicke izolate Mycobacterium tuberculosis i Mycobacterium avium. Zbog nave-
denih osobina preparat je nasao primenu i u dezinfekciji ruku ljudi, posebno oso-
blja u bolnicama u kojima se lece ljudi oboleli od tuberkuloze, kao i oboleli od
SIDE [7]. Pored toga $to ovaj dezinficijens deluje na pojedinacne bakterije, us-
tanovljeno je da moZze da deluje i na bakterije koje imaju sposobnost da formiraju
biofilm, kako na predmetima od metala, tako i na predmetima od gume i polis-
tirena [6, 9]. Osim toga, persiréetna kiselina u koncentraciji od 0,5% efikasno de-
luje i na plesni, viruse i neke protozoe, na primer, Cryptosporidium [1,2,7,10, 12].
Pri dezinfekciji otpadnih voda, ustanovljeno je da persiréetna kiselina pored dez-
infekcionog delovanja, u vrlo niskim koncentracijama ispoljava i dekoloracionu,
deodoracionu i deopalsecentnu aktivnost [3, 4, 5]. ViSegodi$njim opseznim ispiti-
vanjima persiréetne kiseline i njene efikasnosti u prisustvu organskih materija kao
§to su krv, mleko, feces, Zumance i razni sokovi, ustanovljeno je da ovaj dezinfi-
cijens podjednako dobro deluje i u prisustvu navedenih materija, odnosno za
kratko vreme ekspozicije znaajano smanjuje broj bakterija u ispitivanim materi-
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jalima, a nakon duze ekspozicije ispoljava izuzetno baktericidno delovanje [3, 4,
5, 7].

Preparat na bazi persir¢etne kiseline pod nazivom Peral-S je prvi nas
ekoloski dezinficijens. Na naSem trziStu prisutan je viSe od petnaest godina, a pri-
menu je naSao u mnogobrojnim industrijskim granama. Ispitivanjem njegove anti-
mikrobne aktivnosti, pored nase, bavile su se i druge laboratorije u nasoj zemlji
koje su procenjivale efikasnost Perala-S u odnosu na druge dezinficijense. Rezul-
tati o navedenim ispitivanjima referisani su samo na nau¢nim i stru¢nim skupo-
vima, a u na$oj literaturi nema objedinjenih podataka o baktericidnom, virucid-
nom i fungicidnom delovanju Perala-S. Zbog svega navedenog, smatrali smo da
je znacajno da se kolege podsete ili upoznaju samo sa jednim delom rezultata
do kojih se doSlo na osnovu dugogodisnjih ispitivanja in vitro.

Materijal i metode rada / Materials and methods

U ispitivanjima je koriS¢en veliki broj klini¢kih i referentnih sojeva kako
bakterija, tako i virusa i gljivica. U jednom od ispitivanja kori§¢eni su sojevi E. coli
NTCC 8116, Proteus mirabilis ATCC 19086, Staphylococcus aureus ATCC 511,
Salmonella Choleraesuis ATCC 10653, Enterococcus faecalis ATCC 6055 i Bacil-
lus cereus ATCC 11778. Ispitano je delovanje Perala-S na navedene sojeve bak-
terija u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1% primenom suspenzione metode i to
u vremenima ekspozicije od 5, 10, 15 i 20 minuta. Ispitivani sojevi bakterija
osvezavani su u Brain Heart Infusion bujonu (Merck) i nakon toga supkultivisani
na Brain Heart Infusion agaru (Merck) 24 ¢asa na temperaturi od 37°C. Suspenzija
ispitivanih sojeva bakterija pripremana je tako $to je ispitujuci soj sa BHI agara
inokulisan u 100 ml sterilnog BHI bujona do priblizne gustine suspenzije od 108
bakterija/ml, Sto se proveravalo uporedivanjem sa McF 0,5 standardom. Za poje-
dine vrste bakterija bilo je neophodno da se pripremi suspenzija od 107 bak-
terija/ml i prenese 10 ml supenzije gustine 108/ml u 90 ml steriinog BHI bujona. U
pripremljenu suspenziju dodavao se Peral-S do zavrSnog razredenja od 0,25%,
0,5% i 1%. Ispitivanje je moglo da se obavi i u fizioloSkom rastvoru, medutim,
namerno je odabran BHI bujon zbog prisustva nativnih proteina. Prema evrop-
skim standardima za ispitivanja ove vrste, preporucuje se da podloga u svom sas-
tavu sadrzi bovini albumin, medutim, to znacajno poskupljuje ispitivanja. De-
lovanje Perala-S u razli¢itim koncentracijama ispitivano je na sobnoj temperaturi i
pri razli¢itom vremenu ekspozicije. Posle zavrSenog vremena ekspozicije (od 5,
10i 15 minuta) ispitivani sojevi bakterija su ponovo bili supkultivisani na BHI agaru
24 ¢asa na temperaturi od 37°C. Izostanak rasta kolonija na hranljivim podlogama
znacilo je da je dezinficijens pokazao svoje baktericidno delovanje u ispitivanoj
koncentraciji (od 0,25% do 1%) i u datom vremenu ekspozicije.

Takode su obavljena ispitivanja antivirusnog delovanja Perala-S u
koncentracijama od 0,1% do 1% i u vremenima ekspozicije od 30 sekundi do 5 mi-
nuta na odredene viruse: Aujeszky 257/l1, PI3, Newcastle virus, Coxackie Bg, Her-
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pes simplex tip 1, a ispitivanja su izvedena na kulturama tkiva MDBK, AUBEK i
HEP-2 metodom ,plovecée” tehnike.

Ispitivano je i fungicidno delovanje Perala-S u koncentracijama od
0,1% do 1%, kao i 3%, 4% i 5% u vremenima ekspozicije od 5, 15 i 60 minuta i sta-
rosti kultura od jednog do Cetrnaestog dana na plesnima: Penicillium spp, Asper-
gillus spp. i Mucor spp.

Rezultati / Results

Rezultati su prikazani tabelarno (tabele 1, 2 3). Peral-S je ispoljio bak-
tericidno delovanje na svim ispitanim sojevima bakterija, u svim primenjenim
razblaZenjima i svim vremenima ekspozicije.

Tabela 1. Efikasnost delovanja Perala-S u razli¢itim koncentracijama na neke sojeve

bakterija

Table 1. Efficacy of effect of different concentrations of Peral-S on certain strains of bacteria

Porast bakterija na BHI
agaru nakon delovanja
dezinficijensa u vremenu

Koncentracija Inicijalni broj (u minutimay) /
dezinficijensa / TEST mikroorganizmi / bakterija / Increase of bacteria on
Disinfectant TEST microorganisms Initial number | BHT agar after action o
concentration of bacteria disnfectant at times (in
minutes)
5 10 | 15 | 20
E. coliNTCC 8116 108 0 0 0 0
Proteus mirabilis ATCC 19086 108 0 0 0 0
0.25% Staphylococcus aureus ATCC 511 107 0 0 0 0
Salmonella Choleraesuis ATCC 10653 107 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 6055 107 0 0 0 0
Bacillus cereus ATCC 11778 107 0 0 0 0
E. coliNTCC 8116 108 0 0 0 0
Proteus mirabilis ATCC 19086 108 0 0 0 0
0.5% Staphylococcus aureus ATCC 511 107 0 0 0 0
Salmonella Choleraesuis ATCC 10653 107 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 6055 107 0 0 0 0
Bacillus cereus ATCC 11778 107 0 0 0 0
E. coliNTCC 8116 108 0 0 0 0
Proteus mirabilis ATCC 19086 108 0 0 0 0
1% Staphylococcus aureus ATCC 511 107 0 0 0 0
Salmonella Choleraesuis ATCC 10653 107 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 6055 107 0 0 0 0
Bacillus cereus ATCC 11778 107 0 0 0 0
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Peral-S u koncentraciji od 0,1% i u vremenu ekspozicije od 30 sekundi

delovao je virucidno na sve viruse Koji su ispitani.

Peral-S u koncentracijama od 0,1% do 1% u svim vremenima ekspozi-
cije na kulturama plesni starim od jednog do Cetrnaestog dana nije ispoljio fungi-
cidno delovanje. Fungicidno delovanje preparat je ispoljio u koncentraciji od 3%
na sve ispitivane plesni nakon 60 minuta ekspozicije, a u koncentraciji od 4% ispo-
ljio je efikasno delovanje na sve ispitivane plesni bez obzira na starost kulture
nakon 5 minuta ekspozicije, $to se poklapa sa rezultatima iz literature [1, 2]. Svi

dobijeni rezultati prikazani su tabelarno.

Table 2. Efikasnost delovanja Perala-S u razli¢itim koncentracijama na neke sojeve virusa
Table 2. Efficacy of effect of different concentrations of Peral-S on certain strains of viruses

Koncentracija | Vreme ekspozicije (prisustvo CPE) / Kontrola CPE /
N Peral-S, % / Time of exposure (presence of CPE) CPE control
Virusi / Peral-S
Viruses concentrration, | 30 v 3 5 |V+MEM| V+Fv
%
0,1 - - - - + +
0,3 - - - - + +
Aujeszky virus 257/I|
0,5 - - - - + +
1,0 - - - - + +
0,1 - - - - + +
0,3 - - - - + +
PI3
0,5 - - - - + +
1,0 - - - - + +
0,1 - - - - + +
0,3 - - - - + +
Newcastle virus
0,5 - - - - + +
1,0 - - - - + +
0,1 - - - - + +
. 0,3 - - - - + +
Coxackie Bg
0,5 - - - - + +
1,0 - - - - + +
0,1 - - - - + +
0,3 - - - - + +
Herpes simplex 1
0,5 - - - - + +
1,0 - - - - + +

Legenda: - izostanak citopatogenog efekta usled inaktivacije virusa dezinficijensom

+ pojavljivanje citopatogenog efekta znak prisustva virusa
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Tabela 3. Efikasnost delovanja Perala-S u razli¢itim koncentracijama na neke plesni
Table 3. Efficacy of effect of different concentrations of Peral-S on certain fungi

Vrsta plesni/ | Dani/ 3% 4% 5%

Typeof fungi | Dy | & | 15 | 600 | 5 | 15 | 60 | 5 | 15 | 60

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 + + 0 0 0 0 0 0 0

Aspergillus 4 + + 0 0 0 0 0 0 0

Spp- 5 + + 0 0 0 0 0 0 0

6 + + 0 0 0 0 0 0 0

7 + + 0 0 0 0 0 0 0

14 ++ | ++ 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 + + 0 0 0 0 0 0 0

Penicillium 4 + + 0 0 0 0 0 0 0

SPp- 5 + + 0 0 0 0 0 0 0

6 + + 0 0 0 0 0 0 0

7 + + 0 0 0 0 0 0 0

14 ++ | ++ 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 + + 0 0 0 0 0 0 0

Mucor 4 + + 0 0 0 0 0 0 0

Spp- 5 + + 0 0 0 0 0 0 0

6 + + 0 0 0 0 0 0 0

7 + + 0 0 0 0 0 0 0

14 4 | ++ 0 0 0 0 0 0 0

Diskusija / Discussion

Prema najnovijim evropskim standardima, delovanje dezinficijenasa

se ispituje u tri faze [7]. U prvoj fazi primenjuje se suspenzioni test, a za ispitivanje
se koriste kako referentni sojevi mikroorganizama, tako i klini¢ki izolati. U drugoj
fazi ispituje se delovanje dezinfekcionih sredstava, takode, primenom suspenzio-
nog testa, ali u uslovima koji su sli¢ni realnim, prakti¢nim uslovima u kojima bi
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dezinficijens delovao, odnosno u prisustvu organskih materija (mleko, krv, sokovi
i drugo). U poslednjoj, tre¢oj fazi potrebno je da se ispituje delovanje dezinfi-
cijensa u stvarnim uslovima (fabrika, klanica, mlekara i drugo). Interesantno je da
se u evropskim standardima insistira na tome da u drugoj fazi ispitivanje moze da
se sprovodi samo na nepatogenim sojevima bakterija, odnosno na referentnim
sojevima. Time se izbegavaju greske u proceni efikasnosti dezinficijensa ukoliko
se ispitivanje obavi na sojevima bakterija koji su rezistentni na antibiotike. Zbog
svega navedenog, najveéi broj podataka o delovanju dezinfekcionih sredstava,
ukljuéujuci persircetnu kiselinu, dobijen je na osnovu ispitivanja u laboratorijskim
uslovima, primenom suspenzionog testa i to bez prisustva organskih materija.
Preparat Peral-S se ispitivao skoro dve decenije, pri ¢emu je njegova
efikasnost kontrolisana primenom samog dezinficijensa u najrazli€itijim uslovima
sredine, sa i bez prisustva organskih materija, kako na patogenim klini¢kim izo-
latima bakterija, plesni i virusa, tako i na referentnim laboratorijskim sojevima, a svi
dobijeni rezultati zbog obimnosti ne mogu da se prikazu na jednom mestu.

Zaklju¢ak / Conclusion

Na osnovu rezultata nasih dugogodi$njih ispitivanja moze da se za-
kljuci da Peral-S predstavlja veoma efikasan antimikrobni preparat ( baktericid, vi-
rucid i fungicid) namenjen za dezinfekciju svuda gde je neophodno njeno
sprovodenje bilo povremeno ili kontinualno.
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ENGLISH
EXAMINATIONS OF EFFICACY OF PERAL-S UNDER IN VITRO CONDITIONS
Ruzica Asanin, D. Misic

The examinations covered numerous clinical and referent strain of both bacte-
ria, as well as viruses and fungi. The paper presents only one part of the examinations in
which referent strains of E.coli NTCC 8116, Proteus mirabilis ATCC 19086, Staphylococcus
aureus ATCC 511, Salmonella Choleraeuis ATCC 10653, Enterococcus faecalis ATCC 6055
and Bacillus cereus ATCC 11778 were used. The effect of Peral-S in concentrations of
0.25%, 0.5% and 1% on the listed strain of bacteria was examined using the suspension
method at exposition times of 5, 10, 15 and 20 minutes. Examinations were also performed
of the antiviral effects of Peral-S in concentrations of 0.1% to 1% and at exposure times from
30 seconds to 5 minutes on the viruses Aujeszky 257/Il, P13, Newcastle virus, Coxackie B,
Herpes simplex type I. The efficacy of the antiviral effects of Peral-S was checked on tissue
cultures MDBK, AUBEK and HEP-2 using the floating technique method. Examinations also
covered the fungicidal effect of Peral-S in concentrations of from 0.1% to 1%, and of 3%,
4%, and 5% at exposure times of 5, 15 and 60 minutes and cultures aged 1 to 14 days. The
investigations covered fungi from the following genera: Penicillium spp., Aspergillus spp.
and Mucor spp. Peral-S showed a bactericidal effect on all the examined bacteria strains, in
all the applied concentrations and at all exposure times. Peral-S in a concentration of 0.1%
and at an exposure time of 30 seconds had a vurcidal effect on all examined viruses. How-
ever, there was no fungicidal effect of Peral-S in concentrations of 0.1% to 1% at all expo-
sure times on fungi cultures aged from one to 14 days. The preparation did exhibit a fungi-
cidal effect in a concentration of 3% in all examined fungi cultures after 60 minutes of expo-
sure, while it exhibited a fungicidal effect in a concentration of 4% after 5 minutes of expo-
sure on all examined fungi cultures, regardless of their age.

Key words: Peral-S, disinfectant, antimicrobial effects

PYCCKUA

UCMNbITAHNE 3®PEKTUBHOCTU PERALA-S B YCNIOBUAX IN VITRO
Pyxwuua AwaHuH, 1. Muwny
B ucnbiTaHmax nonb30BaHbl YUCEHHbBIE KITMHWYECKME LWTaMMbl, Kak 6ak-

Tepui, Tak 1 BUPYCcoB 1 rpuboB. B aTon paboTe nokasaHa TONbKO 0HA YacTb UCMbITAHUA
B KOTOPOM MoJsib30BaHbl pedepeHTHble wTammbl E. coli NTCC 8116, Proteus mirabilis
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ATCC 19086, Staphylococcus aureus ATCC 511, Salmonella Choleraesuis ATCC 10653,
Emterococcus faecalis ATCC 6055 n Bacillus ceraus ATCC 11778. BnusHue Ha npwu-
BeEHHble WwTaMmbl 6akTepun Perala-S B KoHueHTpaumsx oT 0,25%, 0,5% n 1% wuc-
NbITAHO HAaMW MPUMEHEHMEM CYCMEHCUOHHOIO MeTo4a npu BpemeHun akcnnosum 5, 10, 15u
20 MUHYT. Takxxe COBEpLUEHbI UCMbITAHNSA aHTUBUPYCHOTO BNnAHUA Perala-S B KOHUEH-
Tpaumax 0,1% [o 1% n B BpeMeHax akcnio3mmn ot 30 CeKyHA, A0 5 MUHYT Ha BbIpYChbl:
Aujeszky 257/11, P13, Newcastle virus, Cohaskie Bg, Herpes simplex tun |. 3ddekTns-
HOCTb aHTMBUPYCHOro BNnsHWA Perala-S nposepbiBaHa Ha KynbTypax TkaHen MDBK AU-
BEK v HEP-2 meTO4OM NnaBatoLer TEXHWKM. VicnbiTaHo u pyHrnymaHoe BnuvsiHne Perala-
S B KOHUeHTpauusax ot 0,1% fo 1% cnosHo u 3%, 4% 1 5% B BpemeHax aKcnnosum ot
5,15 n 60 MyHYT 1 cTapocTh KynbTyp oT 1 Ao 14 gHewn. UcnbiTaHnsamm 6binm OXBadeHbl
nnecHu ua crnegyowmx pogos: Penicillium spp., Aspergillus spp. n Mucor spp. Peral-S
nposiBnA 6akTepULMAHOE BIIUSHWE Ha BCEX WUCMbITAHHbIX WTaMmax 6akTepui, BO BCEX
NMPUMEHEHHbIX KOHLIEHTPaLUsX 1 BO BCeX BpeMeHax aKkcnnosuun. Peral-S B KOHUeHTpaLmm
ot 0,1% 1 BO BpemeHun akcnnosum ot 30 CekyHa BNUSAN BUPYLMAHO HA BCE UCMbITAHHbIE
Bupycbl. Mexxay Tewm, Peral-S B koHueHTpauusx ot 0,1% po 1% BO Bcex BpemeHax
3KCMN03UN Ha KyNbTypax NrecHen, KOTOpbIM 6bI10 OT OAHOr0 A0 YeTbipHaAUaTn AHEN, He
nposBun pyHrmumaHoe BnusHne. OyHrmumaHoe BNnsSHWE npenapaTt NposBuIl B KOHLEH-
Tpauyun OT 3 MPOLEHTHO Ha BCEX UCMbITaHHbIX KynbTypax nrecHen nocne 60 MUHYT
9KCMO3MN Ha BCEX UCMbITaHHbIX KybTypax niecHemn, HeCMOTPS Ha UX CTapoCTb.

KntoyeBble cnosa: Peral-S, ge3avHpeKkTaHT, aHTUMMKPOOHOE BRnsiHNe

69



