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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania kompozycji w postaci kropli okulistycznych do
leczenia bakteryjnego zapalenia spojéwek wywotanego szczepami St. aureus odpowiedzialnymi za wy-
stepowanie choroby u pséw i kotow.

St. aureus sg bakteriami czesto wywotujgcymi zapalenia spojéwek u pséw i kotéw. Flurochino-
lony, erytromycyna i chloramfenikol sg najcze$ciej stosowanymi antybiotykami w terapii bakteryjnego
zapalenia spojowek u psow i kotéw. Natomiast infekcje wywotywane pateczkami gram-ujemnymi dodat-
kowo zwalcza sie antybiotykami z grupy aminoglikozydéw. Nalezy podkresli¢, ze szczego6lnie przewlekle
zapalenia sg trudne w leczeniu i cechujg sie nawrotami spowodowanymi przez bakterie oporne na wiek-
sz0$¢ antybiotykow.

Z publikacji europejskiego opisu patentowego EP2197284 (B1) znany jest sposdb oraz kompo-
zycja do dezynfekcji zawierajgca noénik i dwa lub wiecej fagi, o sktadzie w proporcjach co najmniej fagi
(PFU/mL):bakterie (cfu) 5:1. Wykorzystuje sie fagi; P68 lub jego mutanty. No$nikami sg lanolina lub
parafina. Kompozycja moze mieé postac¢ ptynu, balsamu, masci, pasty, zelu, albo pianki i moze byé
stosowana na skére ssakdédw. Kompozycja przewiduje ponadto stosowanie fagéw bedacych patogenami
w odniesieniu do bakterii wybranych spos$rdéd Staphylococcus, Helicobacter, Klebsiella, Listeria, Myco-
bacterium, Escherichia, Meningococcus, Campylobacter, Streptococcus, Enterococcus, Shigella, Pseu-
domonas, Burkholderia, Clostridium, Legionella, Acetinobacter lub Salmonella.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu uzyskiwania kompozycji w postaci kropli okulistycz-
nych dla pséw i kotdw.

Istota sposobu otrzymywania kompozycji w postaci kropli okulistycznych do leczenia bakteryjnego
zapalenia spojowek wywotanego szczepami St. aureus odpowiedzialnymi za wystepowanie choroby u pséw
i kotow polega na tym, ze z bakteriofagéw swoistych dla szczepéw St. aureus otrzymuije sie zawiesine, ktérg
nastepnie zageszcza sie i zawiesza sie w roztworze przygotowanym do kropli okulistycznych metodg kolej-
nych rozcienczen do uzyskania rozcienczenia wynoszgcego od 108 do 10-"9PFU/mL, przy czym roztwér do
kropli okulistycznych ma skiad: 0,004%-0,05% wagowych $rodka konserwujgcego z grupy czwartorzedo-
wych zwigzkéw amoniowych, 0,01%—-0,09% wagowych soli sodowej EDTA, $rodek do wyregulowania pH
do wartosci 6,8—7,2, niejonowy Srodek regulujgcy tonicznosé roztworu, wybrany z grupy ztozonej z glicerolu,
mannitolu albo sorbitolu oraz woda do 100,0% objeto$ciowych, przy ci$nieniu osmotycznym 517 mOsm/kg,
po czym otrzymang zawiesine rozciencza sie w roztworze okulistycznym o po wyzszym, skiadzie i parame-
trach, stosujac rozciericzenie 1:5.

Korzystnie, jako srodek konserwujgcy stosuje sie chlorek benzakoniowy albo chlorek cetylpirydy-
niowy.

Korzystnie, jako niejonowy $rodek regulujgcy tonicznos¢ roztworu stosuje sie .glicerol w iloSci od
2,4%—-4,0% objetoSciowych.

Substancjg czynng kompozycji sg zawieszone w roztworze okulistycznym bakteriofagi wykazu-
jace wiasciwosci lityczne w stosunku do patogennych szczepéw St. aureus wyizolowane od pséw i ko-
téw z zapaleniem spojowek wywotanym tymi szczepami.

Kompozycje mozna aplikowa¢ psom i kotom bezposrednio do worka spojéwkowego w postaci
kropli okulistycznych przez co najmniej 14 kolejnych dni od pierwszego podania. Kompozycja moze
réwniez znalez¢ zastosowanie w celowanych terapiach zastepczych samodzielnie lub jako lek wspo-
magajgcy w leczeniu antybiotykami. Opracowana kompozycja w postaci kropli okulistycznych umozliwia
ich wielokrotne stosowanie bez obnizenia miana litycznego bakteriofagéw przez okres nawet do 21 dni,
ze wzgledu na przygotowanie opakowania wielokrotnego zastosowania (5 lub 10 mL).

Na podstawie rezultatéw uzyskanych w badaniach in vitro potwierdzono szerokie spektrum ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej opracowanej kompozycji fagowej w stosunku do bakterii z rodzaju Staphy-
lococcus izolowanych od psow i kotéw z objawami bakteryjnego zapalenia spojowek. Przygotowany
preparat zachowywat swoje wtasciwosci antybakteryjne przez okres minimum 3 tygodni od rozpakowa-
nia hermetycznie zapakowanego pojemnika przechowywanego w temp. 8°C. Co wiecej, w badanym
okresie nie ulegt réwniez zanieczyszczeniom wtérnym zaréwno bakteryjnym jak tez grzybiczym.

Przedmiot wynalazku zostat szczegdtowo opisany ponizej w przyktadzie wykonania.

Zatgczony rysunek przedstawia efekt antybakteryjny (lityczny) przyktadowych fagéw badanych
w warunkach in vitro zawieszonych w roztworze kropli do oczu.



PL 235 995 B1 3

Przygotowanie zawiesiny bakteriofagéw

Materiatem wyjSciowym do produkcji sg bakteriofagi swoiste dla szczepéw St. aureus wyizolo-
wane od pséw i kotéw, mozna roéwniez wykorzystaé fagi swoiste dla referencyjnego szczepu St. aureus
ATCC.

Z uwagi na fakt, ze bakteriofagi nie posiadajg bariery gatunkowej, wyizolowane z bakterii wywo-
tujgcych schorzenia u ludzi mogg z powodzeniem by¢ wykorzystywane u zwierzat. Podobnie fagi izolo-
wane na szczepach pozyskiwanych od zwierzat mogg by¢ stosowane w zwalczaniu infekcji u ludzi.

Uzyskane szczepy wzorcowe fagéw namnaza sie na odpowiednim dla danego faga szczepie
bakteryjnym bedgcym jego gospodarzem. Technika izolacji prowadzona jest zgodnie z procedurg za-
proponowang przez Han i wsp. (2013). Po 24 godz. inkubacji w 37°C uzyskane bakteriofagi zbierane
sg z agaru miekkiego z obszaru, w ktérym wystgpita liza bakterii — brak wzrostu tzw. tysinki, a nastepnie
przenoszone do 2 ml ptynnego podtoza TSB. Cato$¢ zawiesza sie w bulionie TSB, z dodatkiem 250 pl
1M CaClz, 250 pl 1M MgSO4 oraz 250 pul 3-godz. hodowli szczepu St. aureus i inkubuje w wytrzgsarce
przez 18 godz. w temp. 37°C przy obrotach 120 rpm. Nastepnie, po odwirowaniu w wirdwce 12 000
x /30 min do uzyskanego supernatantu dodaje sie chloroform do koncowego stezenia 2% v/v. Zawie-
sine po worteksowaniu przez 5 min i odwirowaniu (5000 x g/10 min/20°C) oraz przefiltrowaniu przecho-
wuje sie w temp. 4°C do dalszych analiz.

W kolejnym etapie badan okres$la sie miano lityczne uzyskanych bakteriofagdw metodg ptytek
dwuwarstwowych na agarze TSA oraz zakres aktywno$ci litycznej w stosunku do badanych patogendw,
a takze oznacza tolerancje pH dla badanych fagéw metodg oceny przezywalnos$ci oraz stabilnoSci
miana litycznego wg Niu i wsp. (2012). Analize morfologiczng uzyskanych bakteriofagdw wykonuje sie
metodg mikroskopii elektronowej z wykorzystaniem preparatéw bawionych negatywowo 2% octanem
uranylu (Xie i wsp. 2005).

Zageszczanie lizatu bakteriofagowego prowadzi sie metodg precypitacji glikolem polietylenowym
w roztworze PEG 8000 wg Chibani-Chennoufi i wsp. (2004). W tym celu do probdéwek zawierajgcych
zawiesine bakteriofagéw po dodaniu po 6,5 ml 20% buforu PEG 8000 NaCl, wymieszaniu na worteksie,
inkubacji w temp. 4°C przez 24 godz. oraz odwirowaniu 8500 x g/10 min/4°C, uzyskany osad zawiesza
sie w okreslonej objetosci buforu TE. Nastepnie, po odwirowaniu 11 000 x g/10 min/4°C, do zawiesiny
dodaje sie 120 pl 20% PEG 8000 NaCl i prowadzi inkubacje w temp. 4°C przez 1,5 godz. Nastepnie,
po odwirowaniu 13 000 x g/10 min/4°C i usunieciu supernatantu do osadu ponownie dodaje sie bufor
TE. Otrzymang zawiesine ekstrahuje sie réwng iloscig chloroformu w stosunku 1:1, a nastepnie miesza
na worteksie przez 30 sek. w celu usuniecia resztek glikolu polietylenowego. Uzyskang zageszczong
zawiesine bakteriofagéw po odwirowaniu 4500 x g/7 min/4°C i zebraniu fazy wodnej, po uprzednim
oznaczeniu miana litycznego, wykorzystuje sie jako sktadnik kropli okulistycznych. Takg zawiesine
mozna przechowywac w temp. - 80°C przez 9 mies. lub w temp. 4°C przez 8 tyg.

Przygotowanie roztworu do kropli okulistycznych
Przygotowano roztwér o sktadzie:
85% glicerol 3,97% objetosciowych, do regulacji tonicznosci,
—  chlorek benzalkoniowy 0,01% wagowych, jako Srodek konserwujacy,
— so6l sodowa EDTA 0,05% wagowych, jako $rodek chelatujacy,
— wodorotlenek sodu do wyregulowania pH do wartosci 6,92,
— woda do wstrzykiwan do 100,0% objetoSciowych.
pH 6,92; ciSnienie osmotyczne 517 mOsm/kg.

Oznaczanie miana bakteriofagdéw swoistych dla St. aureus

Miano bakteriofagéw okreslono metodg kropelkowg w seryjnych rozciefczeniach lizatu fagowego
zawieszonego ww. roztworze przygotowanym do kropli okulistycznych. Do probéwki typu Eppendorf
zawierajgcej 90 pl roztworu okulistycznego po dodaniu 10 pl lizatu fagowego, worteksowaniu, nastepnie
10 ul zawiesiny przenoszono do kolejnych probéwek zawierajgcych 90 pl buforu. Proces powtarzano
do momentu uzyskania rozcienczenia wynoszgcego 109 PFU/mL. Na ptytke z podiozem TSA z uprzed-
nio wylanym agarem gérnym zawierajgcym bakterie St. aureus po naniesieniu po 2,5 ul kazdego z roz-
cienczen fagoéw, ptytki inkubowano w termostacie przez 18 godz. w 37°C. Nastepnego dnia liczono,
powstate tysinki, a miano, czyli gestos¢ fagéw okreslono dla 1 ml zawiesiny fagowej, na podstawie po-
nizszego wzoru.

Wz6r do obliczenia miana fagéw
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X =axbx 10 gdzie X — miano faga PFU/mlI

a — Srednia liczba tysinek

b — odwrotno$¢ rozcienczenia

10 — przeliczenie na 1 ml wyjSciowej zawiesiny

Wykonanie kropli do oczu

Sktad %

Zawiesina bakteriofagéw o mianie litycznym 10-'© PFU/mL 20,0% v,
Glicerol 85%, 3,97% v,

S6l sodowa EDTA 0,05% w,

Chlorek benzalkoniowy 0,01% w,

Wodorotlenek sodu do pH 6,92

Woda do wstrzykiwan do 100,0% v

cis$nienie osmotyczne 517,0 mOsm/kg

Posta¢ farmaceutyczna: krople

W celu przygotowania kompozycji w postaci kropli do oczu rozpuszczono chlorek benzalkoniowy
w ilosci 0,01% wagowych oraz s6l sodowg EDTA w ilosci 0,05% wagowych w wodzie do wstrzykiwan
w ilosci okoto 75,0 czeSci objetoSciowych.

Nastepnie dodaje sie 85% glicerol w ilosci 3,97% objetoSciowych. Roztwér doprowadzono do
pH=6,92 za pomocg wodorotlenku sodu. Nastepnie dodano wodny roztwér z fagami w ilosci — 20,0%
objetosciowych i uzupetniono do 100,0% objetosciowych wodg do wstrzykiwan. Nastepnie sgczono
przez sgczek membranowy o wielko$ci porow 0,22 um wprost do jatowej butelki. Roztw6r mieszano
i rozfazowano w warunkach aseptycznych w opakowania jednostkowe z ciemnego szkfa z zakrapla-

czem.

1.

Zastrzezenia patentowe

Sposo6b otrzymywania kompozycji w postaci kropli okulistycznych do leczenia bakteryjnego
zapalenia spojowek wywotanego szczepami St. aureus odpowiedzialnymi za wystepowanie
choroby u pséw i kotéw, znamienny tym, ze z bakteriofagéw swoistych dla szczepéw St. au-
reus otrzymuje sie zawiesine, ktorg nastepnie zageszcza sie i zawiesza sie w roztworze przy-
gotowanym do kropli okulistycznych metodg kolejnych rozcieniczen do uzyskania rozciencze-
nia wynoszgcego od 108 do 10" PFU/mL, przy czym roztwér do kropli okulistycznych ma
sktad: 0,004%-0,05% wagowych $rodka konserwujgcego z grupy czwartorzedowych zwigz-
kéw amoniowych, 0,01%—0,09% wagowych soli sodowej EDTA, $rodek do wyregulowania pH
do wartosci 6,8-7,2, niejonowy $rodek regulujgcy toniczno$é roztworu, wybrany z grupy zfo-
zonej z glicerolu, mannitolu albo sorbitolu oraz woda do 100,0% objeto$ciowych, przy ci$nie-
niu osmotycznym 517 mOsm/kg, po czym otrzymang zawiesine rozciencza sie w roztworze
okulistycznym o powyzszym skfadzie i parametrach, stosujgc rozcienczenie 1:5.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako Srodek konserwujgcy stosuje sie chlorek
benzakoniowy albo chlorek cetylpirydyniowy.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako niejonowy $rodek, regulujgcy toniczno$é
roztworu stosuje sie glicerol w ilosci od 2,4%-4,0% objetoSciowych.
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Rysunek




