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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania kompozycji w postaci zawiesiny do leczenia
bakteryjnego zapalenia uktadu oddechowego z udziatem Mannheimia haemolytica odpowiedzialnymi
za wystepowanie syndromu oddechowego u bydta.

Choroby uktadu oddechowego bydta stanowig istotny problem zdrowotny i ekonomiczny. W Sta-
nach Zjednoczonych srednie koszty w przeliczeniu na jedno ciele ponoszone na profilaktyke i leczenie
oraz straty wynikajace z zachorowalnosci i $miertelno$ci zawierajg sie w granicach od 13,9 do 15,6 do-
laréw. Roczne straty zwiazane z wystepowaniem zespotu oddechowego u bydta to ok. 1 mid dolaréw,
natomiast taczne wydatki ponoszone na profilaktyke i terapie zwierzat siegaja 3 mld dolaréw rocznie
(Snowder i wsp., 2006, 2007). Wykazano (Edwards, 1996), ze najwyzsze wskazniki zachorowalnosci
cielat zawierajace sie granicach od 65 do 80% przypadajg na pierwsze 45 dni opasu. Wsrdd czynnikow
etiologicznych obok czynnikéw wirusowych (BHV-1; BRSV, PI-3, corona- i adenowirusy) dominujaca
role odgrywaja bakterie z rodzaju Pasteurellacae, w tym M haemolytica gtdwnie serotyp 1. Rozpo-
wszechniona na $wiecie antybiotykoterapia oraz dziatania metafilaktyczne przyczynity sie do powstania
drobnoustrojéw lekoopornych, co znacznie utrudnia skuteczne leczenie i eliminacje patogenéw. Ograni-
czone mozliwosci zwalczania wielu bakteryjnych jednostek chorobowych w tym takze zespotu oddechowego
u bydta, przyczynity sie do poszukiwania metod alternatywnych, polegajacych miedzy innymi na wykorzysta-
niu bakteriofagéw specyficznych dla drobnoustrojéw izolowanych z drég oddechowych u bydta.

Wysoka skutecznos$é oraz wieksze bezpieczenstwo terapii fagowej, w poréwnaniu do antybioty-
kéw wynika miedzy innymi ze swoistosci jaka cechuje bakteriofagi wzgledem wybranych bakterii,
co przejawia sie zdolnoscia do infekcji tylko jednego gatunku, serotypu lub szczepu bakteryjnego.
Taki mechanizm nie powoduje destrukcji np: komensalnej mikroflory jelitowej, badz innych uktadéw
organizmu. Samoreplikacja bakteriofagéw odbywa sie w trakcie trwania leczenia, co eliminuje ich wielokrot-
nie stosowanie. Zaleta fagéw jest réwniez brak mozliwosci namnazania sie w komoérkach eukariotycz-
nych, co przyczynia sie do réwnoczesnego spadku ich miana, potaczonego z wyraznym zmniejszeniem
liczby bakterii chorobotwérczych w organizmie.

Zastosowanie bakteriofagdbw w leczeniu zakazeh u ludzi przyniosto wysoki odsetek wyle-
czen (0k.85%) szczegdlnie w przypadku zwalczania infekcji mieszanych spowodowanych gtéwnie
przez bakterie z rodzaju Staphylococcus aureus, Klebsiella, E. coli, Proteus, Pseudomonas, Enterobac-
ter oraz oporne na wankomycyne bakterie Enterococcus i Staphylococcus aureus (Biswas i wsp. 2002).
W terapii choréb zwierzat hodowlanych, bakteriofagi okazaty sie skutecznym narzedziem w zwalczaniu
choréb drobiu, bydta, owiec, trzody chlewnej oraz ryb.

Dotychczasowe doniesienia naukowe z zakresu izolacji oraz oceny wtasciwosci litycznych bakte-
riofagéw swoistych dla bakterii z rodzaju M. haemolytica sa bardzo nieliczne (Highlander i wsp. 2006;
Hsu i wsp. 2013). Dotycza one gtdwnie uzyskiwania bakteriofagéw z wybranych szczepdw M. haemoly-
tica w oparciu o szczep referencyjny BAA-410 oraz ich morfologicznej i restrykcyjnej analizy poréwnaw-
czej wytacznie w warunkach in vitro. Jak dotad nie potwierdzono metodyki umozliwiajacej wykorzystanie
uzyskanych bakteriofagéw w warunkach terenowych, szczegélnie u bydta.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu uzyskiwania kompozycji w postaci zawiesiny w izo-
tonicznym roztworze soli morskiej dla bydta.

Istota sposobu otrzymywania kompozycji w postaci zawiesiny do leczenia syndromu oddechowego
z udziatem szczepdw Mannheimia haemolytica u bydta polega na tym, ze z bakteriofagéw uzyskanych
z zawiesiny pobranej z gérnych drég oddechowych od cielat, swoistych dla szczepdw Mannheimia haemoly-
lica otrzymuje sie zawiesine bakteriofagdw, ktéra nastepnie zageszcza sie i zawiesza sie w izotonicznym
roztworze wody morskiej przygotowanym metoda kolejnych rozcienczen do uzyskania rozciehczenia
wynoszacego od 10 do 107 PFU/mL, po czym otrzymana zawiesine rozciencza sie w izotonicznym
roztworze soli morskiej stosujac rozciericzenie 1 : 5, mianowicie: 1 cze$¢ zawiesiny fagowej, 4 czesci
izotonicznego roztworu soli morskie;j.

Korzystnie, preparat ma postac aerozolu.

Do zawiesiny wykorzystuje sie pojedyncze bakteriofagi albo alternatywnie bakteriofagi w postaci
mieszaniny, izolowane z réznych serotypow szczepodw M. haemolytica uczestniczacych w etiopatoge-
nezie syndromu oddechowego u bydta.

Otrzymana kompozycja moze mie¢ réwniez zastosowanie w zapobieganiu infekcjom uktadu
oddechowego na tle M. haemolytica u bydta.

Mozliwe jest ponadto stosowanie kompozycji w postaci tradycyjnej wlewki donosowe;.
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Substancja czynna kompozycji sa zawieszone w roztworze bakteriofagi wykazujace wiasciwosci
lityczne w stosunku do patogennych szczepdw Mannheimia haemolytica nalezace do tego samego
albo réznych serotypdéw, wyizolowane od bydta w wieku od 5 do 12 miesiecy, u ktérego doszto do za-
kazenia tymi szczepami. Kompozycje mozna aplikowac¢ cieletom oraz bydtu dorostemu bezposrednio
na btony $luzowe jamy nosowej przez co najmniej 6 kolejnych dni od pierwszego podania.

Donosowa aplikacja koktajlu fagowego zawierajacego testowane fagi ¢A1, 0AS, ¢AB, (25,
opisane w dalszej czesci, o mianach 10¢ PFU/mL zawieszona w 20 mL izotonicznego roztworu soli
morskiej swoistych dla réoznych serotypdw M. haemolytica 2 x 6 dni — istotnie obniza o 4 jednostki log
koncentracje bakterii w gérnych drogach oddechowych u cielat, a w wielu przypadkach (> 65%) prowa-
dzi do catkowitej eliminacji bakterii z jamy nosowej zwierzat.

Kompozycja moze réwniez znalez¢ zastosowanie w celowanych terapiach zastepczych samo-
dzielnie lub jako lek wspomagajacy w leczeniu antybiotykami. Kompozycje mozna stosowac réwniez
jako dziatanie profilaktyczne u cielat narazonych na czynniki stresowe w celu redukcji szczepow
M. haemolytica w jamie nosowe;.

Opracowana kompozycja w postaci zawiesiny w aerozolu umozliwia jej wielokrotne stosowanie
bez obnizenia miana litycznego bakteriofagéw przez okres nawet do 28 dni. Przygotowane opakowania
moga zawieraé od 20 do 100 mL zawiesiny w zalezno$ci od iloSci dawek niezbednych do aplikacji.

Na podstawie rezultatéw uzyskanych w badaniach in vitro potwierdzono szerokie spektrum ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej bakteriofagéw w stosunku do bakterii M. haemolytica zaréwno referencyj-
nych szczepdw jak tez terenowych, izolowanych od bydta z objawami zespotu oddechowego z udziatem
szczepdw M. haemolytica ((Urban-Chmiel R. Wemicki A., Stegierska D., Dec M., Dudzic A., Puchal-
ski A. (2015) Isolation and characterization of Lytic Properties of Bacteriophages Specific for M. haemolytica
Strains. PLoS ONE 10 (10): pp. 1-11, e0140140. doi:10.1371/journal.pone.0140140.). Na podstawie
wynikéw przedstawionych w w/w publikacji opracowano kompozycje preparatu fagowego dla cielat,
ktéra nastepnie zostata przetestowana w warunkach in vitro z wykorzystaniem izolatéw referencyjnych
M. haemolytica oraz terenowych bedacych w posiadaniu Zaktadu Prewencji Weterynaryjnej i Choréb
Ptakéw. Przeprowadzone badania potwierdzity wysoka skutecznos¢ antybakteryjna opracowanej kom-
pozycji fagowej w warunkach in vitro. Réwniez w badaniach in vivo podczas terapii eksperymentalne;j
z wykorzystaniem opracowanej zawiesiny fagowej w roztworze soli morskiej, prowadzonej przez 6 dni
w postaci dwukrotnej (dzien pierwszy), a nastepnie jednokrotnej aplikacji (pozostate dni eksperymentu)
uzyskano istotna redukcje wystepowania szczepéw M. haemolytica u badanych zwierzat. Ponadto
w odniesieniu do znacznej grupy zwierzat badanych (30 szt. na 45 szt. przebadanych) nie izolowano
w/w szczepdw, co potwierdzito antybakteryjny efekt zastosowanej zawiesiny.

Przygotowany preparat zachowywat swoje wtasciwosci antybakteryjne przez okres minimum 3 tygo-
dni od rozpakowania hermetycznie zapakowanego pojemnika lub worka plastikowego przechowywanego
w temp. 8°C. Co wiecej, w badanym okresie nie ulegat réwniez zanieczyszczeniom wtérnym zaréwno bak-
teryjnym jak tez grzybiczym.

Przedmiot wynalazku zostat szczegétowo opisany ponizej w przykiadzie wykonania.

Zataczony rysunek ilustruje efekt antybakteryjny (lityczny) przygotowanej badanej zawiesiny z fa-
gami w warunkach in vitro zawieszonymi w roztworze soli morskiej.

Przygotowanie zawiesiny bakteriofagdw

Materiatem wyjsciowym do produkcji sg bakteriofagi swoiste dla szczepdw Mannheimia haemolytica
wyizolowane od bydfa w wieku od 6 do 12 miesiaca zycia, mozna réwniez wykorzystac¢ fagi swoiste
dla referencyjnego szczepu M. haemolytica BAA 410.

Z uwagi na fakt, ze bakteriofagi nie posiadaja bariery gatunkowej, wyizolowane z bakterii moga
z powodzeniem byé wykorzystywane u innych gatunkéw zwierzat gospodarskich szczegdlnie owiec i kéz.

Uzyskane szczepy wzorcowe fagéw namnaza sie na odpowiednim dla danego faga szczepie
bakteryjnym bedacym jego gospodarzem. Technika izolacji prowadzona jest zgodnie z procedura za-
proponowang przez Hsu i wsp. (2013). W tym celu wykorzystywano mieszaniny wybranych szczepéw
referencyjnych M. haemolytica:

— z kolekcji ATCC®-BAA-410™ serotyp 1 — jako wzorcowy szczep referencyjny profagowy.
— referencyjne szczepy serotypow A1 (P588), A2 (499), AS (P501), A6 (6174), A7, A9 i A11, pozy-
skane od Prof. Schimmel of the Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz, Niemcy.




4 PL 240 083 B1

— atakze wiasne izolaty terenowe uzyskane od cielat z objawami zespotu oddechowego — 25, 99, 101
nalezace do serotypu 1 (Urban-Chmiel i wsp. 2015).Nastepnie do mieszaniny badanych szcze-
péw bakteryjnych z logarytmicznej fazy wzrostu (4,5 godz.) na bulionie BHI o gestosci
ok.5x 108 CFU ml dodawano filtrowanego roztworu wydzieliny z jamy nosowej w propor-
cjach 5:1 — 5 czesci hodowli bakteryjnej i 1 czes¢ filtratu wydzieliny z drég oddechowych cielat
z dodatkiem 10 mmol/L MgSOa4. Nastepnie po 18 godz. inkubacji w 37°C na wytrzasarce
przy obrotach 120 rpm uzyskang hodowle odwirowywano wiréwce 10 000 x g/30 min i filtrowano
przez filtry o wielkosci por 0,4 i 0,2 ym. Tak uzyskany bogaty w bakteriofagi supernatant byt wy-
korzystywany do oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej, zakresu aktywnosci litycznej oraz zagesz-
czania i oczyszczania fagéw. PowyZzsze procedury prowadzono metoda ptytek dwuwarstwowych
na 0,7% agarze BHI z dodatkiem 1M CaClz, 250 pl 1M MgSOs. Bakteriofagi zbierane sg z agaru
miekkiego z obszaru, w ktérym wystapita liza bakterii — brak wzrostu tzw. tysinki, a nastepnie
przenoszone do 2 ml buforu TM. Cato$¢ zawiesza sie w bulionie BHI, z dodatkiem 250 pyl 1M CaClz,
250 pl 1M MgSOa4 oraz 250 pl 4,5-godz. hodowli szczepu M. haemolytica i inkubuje w wytrzasarce
przez 18 godz. w temp. 37°C przy obrotach 120 rpm. Nastepnie, po odwirowaniu w wi-
réwce 10 000 x g/30 min do uzyskanego supematantu dodaje sie chloroform do koricowego ste-
zenia 2% v/v. Zawiesing po worteksowaniu przez 5 min i odwirowaniu (6000 x g/10 min/20°C)
oraz przefiltrowaniu przechowuje sie w temp. 4°C do dalszych analiz.

W kolejnym etapie badan okresla sie miano lityczne uzyskanych bakteriofagéw metoda ptytek
dwuwarstwowych na 0,7% agarze BHI oraz zakres aktywnosci litycznej w stosunku do badanych patoge-
noéw, a takze oznaczenie tolerancji pH dla badanych fagéw metoda oceny przezywalnosci oraz stabilnosci
miana litycznego wg Niu i wsp. (2012). Analize morfologiczng uzyskanych bakteriofagéw wykonuje sie
metoda mikroskopii elektronowej z wykorzystaniem preparatéw barwionych negatywowo 2% octanem
uranylu (Xie i wsp. 2005). Zageszczanie lizatu bakteriofagowego prowadzi sie metoda precypitacji gli-
kolem polietylenowym w roztworze PEG 8000. W tym celu do probdwek zawierajacych zawiesine bak-
teriofagéow 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 okreslo-
nej objetosci buforu TM. Otrzymang zawiesine ekstrahuje sie réwna ilodcia chloroformu w stosunku 1 : 1,
a nastepnie miesza na worteksie przez 30 sek. w celu usuniecia resztek glikolu polietylenowego. Uzy-
skang zageszczong zawiesing bakteriofagdw po odwirowaniu 8000 x g/20 min/4°C i zawieszeniu w bu-
forze TM pH 7,5 i po uprzednim oznaczeniu miana litycznego, wykorzystuje sie jako sktadnik zawiesiny
fagowej w roztworze soli morskiej dla bydta. Taka zawiesine mozna przechowywaé¢ w temp. -80°C
przez 6 miesiecy lub w temp. 4°C przez 8 tygodni.

Skfad buforu TM: Bufor zawiera 10 mM Tris-HCl o pH 7,4 oraz 10 mM MgCla.

Oznaczanie miana bakteriofagéw swoistych dla M. haemolytica

Miano bakteriofagéw okreslono metoda kropelkowa w seryjnych rozciehczeniach lizatu fagowego za-
wieszonego w buforze TM. Do probdwki typu Eppendorf zawierajacej 90 pl buforu TM po dodaniu 10 pllizatu
fagowego, worteksowaniu, nastepnie 10 pl zawiesiny przenoszono do kolejnych probdéwek zawieraja-
cych 90 pl buforu. Proces powtarzano do momentu uzyskania rozcienczenia wynoszacego 10-9 PFU/mL.
Na ptytke z podtozem BHA (Brain heart infusion agar) z uprzednio wylanym 0,7% agarem gérnym zawiera-
jacym bakterie M. haemolytica po naniesieniu po 2,5 ul kazdego z rozcienczen fagéw, ptytki inkubowano
w termostacie przez 24 godz. w 37°C. Nastepnego dnia liczono powstate tysinki, a miano, czyli gesto$¢
fagéw okreslono dla 1 ml zawiesiny fagowej, na podstawie ponizszego wzoru.

W2zdér do obliczenia miana fagoéw

X=axbx10

Gdzie: X — miano faga PFU/ml|

a — $rednia liczba tysinek

b — odwrotnos$c¢ rozciericzenia

10 — przeliczenie na 1 ml wyjSciowej zawiesiny

Przygotowanie zawiesiny zawierajacej mieszanine w izotonicznym roztworze soli morskiej.

Przygotowano zawiesine o sktadzie:

— woda morska 10 mL - roztwor izotoniczny NaCl o stezeniu 77,75%

— zawiesina bakteriofagdw swoistych dla szczepéw M. haemolytica o mianie litycznym w zakresie
od 106 do 10”7 PFU/mL-5 mL.
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PH 7,5; ci$nienie osmotyczne 517 mOsm/kg.

Postac farmaceutyczna: zawiesina w postaci aplikacji aerozolowej lub zawiesina w ptynie w postaci
wlewki donosowej

W celu przygotowania kompozycji w postaci zawiesiny donosowej dla bydta wykorzystano izoto-
niczny roztwor soli morskiej. Nastepnie dodano roztwdér z zawiesing koktajlu fagéow swoistych dla M. ha-
emolytica serotyp 1, 2, 5 w ilosci — 25,0% objetosciowych i uzupetniono do 100,0% objetosciowych
izotonicznym roztworem wody morskiej. Nastepnie saczono przez saczek membranowy o wielkosci
poréw 0,22 ym wprost do jatowe] butelki ze spryskiwaczem. Jest tez mozliwo$é wykorzystania zaréwno
opakowan szklanych jak tez z tworzywa sztucznego.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb otrzymywania kompozycji w postaci zawiesiny do leczenia syndromu oddechowego
z udziatem szczepdw Mannheimia haemolytica u bydta znamienny tym, Zze z bakteriofagdw
swoistych dla szczepdw Mannheimia haemolytica otrzymuje sie zawiesine, ktérg nastepnie
zageszcza sie i zawiesza sie w izotonicznym roztworze wody morskiej przygotowanym do za-
wiesiny metoda kolejnych rozcienczen do uzyskania rozcienczenia wynoszacego od 106
do 107 PFU/mL, po czym otrzymana zawiesine rozciencza sie w izotonicznym roztworze soli
morskiej, stosujac rozciehczenie 1:5 — 1 cze$¢ zawiesiny fagowej, 4 czesci izotonicznego
roztworu soli morskie;.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze kompozycja ma postaé aerozolu.

Sposdb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Zze do zawiesiny wykorzystuje sie pojedyncze
bakteriofagi albo bakteriofagi w postaci mieszaniny, izolowane z réznych serotypdéw szczepdw
M. haemolytica uczestniczacych w etiopatogenezie syndromu oddechowego u bydta.

w N
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