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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb izolacji $luzu, kompozycja zawierajgca ten $luz, a takze jego
zastosowanie do wytwarzania preparatéw o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych. Preparaty mogg by¢
stosowane na skére, jak i btony $luzowe, zewnetrznie i wewnetrznie.

Znane jest z opisu zgtoszenia patentowego nr BG 20100110665 wykorzystanie wiasciwosci prze-
ciwbakteryjnych $luzu i hemolimfy Slimakéw muszlowych, Helix aspersa i Rapana venosa. Sa to jednak
gatunki niewystepujgce naturalnie w Polsce, co wiecej ich hodowla wymaga sztucznych i czesto kosz-
townych warunkéw, przez co wykorzystanie ich do pozyskiwania zwigzkéw o aktywnosci biologicznej
jest znaczgco ograniczone.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze $luz Slimakéw bezmuszlowych Limax maximus wykazuje bakte-
riostatyczne dziatanie w stosunku do bakterii chorobotwdérczych dla cztowieka, wywotujgcych stan za-
palny przewodu pokarmowego, ktéry w pewnych przypadkach rozwijaé sie moze do uogdlnienia pro-
cesu chorobowego z zajeciem narzadéw wewnetrznych i posocznicg.

Z opisow zgtoszen patentowych WO2007124625 i US2010048457, znana jest metoda izolowania
z ciata Slimakéw konkretnych czgsteczek (glikoproteiny i polisacharydy), ktéra polega na homogenizaciji ca-
tych Slimakow, a nastepnie ekstrakcji tych czgsteczek etanolem. Jednak wytrzgsanie w etanolu moze powo-
dowac degradacje biatek ze $luzu, jest szkodliwe dla $limakéw, trudne w utylizacji i szkodliwe dla $rodowiska.

Celem wynalazku byto opracowanie metody izolowania samego $luzu, pozwalajgcej na ponownie
wykorzystanie Slimakéw do otrzymywania $luzu, przy udziale roztworu izoosmotycznego wzgledem $li-
makow, nieszkodliwego dla biatek, srodowiska i tatwego w utylizaciji.

Slimak z gatunku Limax maximus nalezy do rodziny pomrowiowatych (Limacidae). Jest to jeden
z najwiekszych $limakéw ladowych. Slimaki te charakteryzuja sie szarg barwa ciata z ciemnymi plamami
zawsze widocznymi na ptaszczu, majg dtugosci do 20 cm. Stopa tych Slimakow jest zwykle jasno szara
lub jasno zétta. Prowadzg nocny tryb zycia. Ich polska nazwa to pomréw wielki. Na terenie Polski wy-
stepujg bardzo licznie, nie sg one gatunkiem chronionym. Z uwagi na to, ze jest to gatunek agresywny,
w miejscach w ktorych bytuje, gtéwnie parkach i ogrodach znajdujgcych sie blisko siedzib ludzkich, jest
on gatunkiem dominujgcym w obrebie swojej grupy zwierzat, totez uwazany jest za szkodnika, zjadajgc
wszystkie rosliny ogrodowe, zaréwno uprawne jak i ozdobne.

Istota sposobu wedtug wynalazku polega na tym, ze zywe $limaki Limax maximus wytrzgsa sie
w fizjologicznym roztworze NaCl w spos6b umozliwiajgcy omycie slimaka ze $luzu, przy jednoczesnym
przezyciu osobnikéw. Wytrzgsanie prowadzi sie do momentu stwierdzenia zmian charakteru roztworu,
ktéry jest mozliwie jednolicie galaretowaty. Stosunek wagowo-objeto$ciowy masy Slimakéw do ilosci
roztworu NaCl powinien by¢ tak dobrany, aby zachowaé stabilizacje biatek w $luzie. Kolejno, po odto-
wieniu zwierzat, roztwér odwirowuje sie, a uzyskany supernatant poddaje sie dializie w celu usuniecia
soli i liofilizacji w celu usuniecia rozpuszczalnika.

Korzystnie jest, gdy stosunek wagowo-objetosciowy masy Slimakoéw do ilosci roztworu NaCl wy-
nosi od 1:5 do 1:15.

Istotg wynalazku jest réwniez kompozycja, ktéra zawiera $luz izolowany wedtug sposobu beda-
cego przedmiotem wynalazku oraz ewentualnie nosniki i/lub $rodki pomocnicze i/lub rozcienczalniki.

Korzystnie jest gdy kompozycja stanowi forme masci, kremoéw, zeli, past, roztwordéw, mazidet,
zawiesin i emulsji. Korzystne jest szczeg6lnie nadanie postaci zelu, ktéry dzieki hydrofilowemu charak-
terowi odpowiada wtasciwo$ciom $Sluzu.

Istotg jest takze zastosowanie $luzu Slimaka Limax maximus do wytwarzania wyrobu medycz-
nego, niebedgcego lekiem, ktéry zapobiega wystepowaniu, hamuje wzrost lub zwalcza bakterie, ko-
rzystnie z rodzaju Salmonella.

Istotg wynalazku jest réwniez medyczne zastosowanie $luzu $limaka Limax maximus do wytwa-
rzania lekéw do leczenia zakazen bakteryjnych, o etiologii zwtaszcza Salmonella, korzystnie S. typhi-
murium i S. enteritidis.

Preparaty zawierajgce $luz slimaka moga by¢ zastosowane na skore i btony $luzowe zewnetrznie
i wewnetrznie.

Testy na ludzkich fibroblastach potwierdzity brak toksycznoéci $luzu $limaka tego gatunku.

Duza dostepno$¢ w warunkach naturalnych na terenie kraju oraz tatwosé hodowli tego gatunku
$limaka, jest atutem przedstawionego wynalazku. Opracowana metoda izolacji $luzu jest nieinwazyjna,
nieszkodliwa dla Slimakéw. Metoda izolacji jest takze mniej szkodliwa dla biatek zawartych w $luzie,
dzieki rezygnacji z wykorzystania etanolu, jak w innych znanych metodach. Dodatkowo, poniewaz
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wszystkie stosowane w procesie pozyskiwania $luzu roztwory sg roztworami wodnymi, nie dochodzi do
generowania szkodliwych odpadéw.
Ponizej podano przyktady mozliwych kompozycji poprzez sktady wybranych preparatéw.

Sktad preparatu 1

Sluz

Metyloceluloza 4000 cp
Woda oczyszczona
Sktad preparatu 2

Sluz

Metyloceluloza 1500 cp
Woda oczyszczona
Sktad preparatu 3

Sluz

Metyloceluloza 4000 cp
Glicerol

Woda oczyszczona
Sktad preparatu 4

Sluz

Metyloceluloza 4000 cp
Glikol propylenowy-1,2
Woda oczyszczona
Sktad preparatu 5

Sluz

Metyloceluloza 4000 cp
Glikol polioksyetylenowy 200
Woda oczyszczona
Sktad preparatu 6

Sluz

Metyloceluloza 4000 cp
Glicerol

Woda oczyszczona
Sktad preparatu 7

Sluz

Metyloceluloza 1500 cp
Glikol polioksyetylenowy 200
Woda oczyszczona
Sktad preparatu 8

Sluz

Metyloceluloza 1500 cp
Glikol propylenowy-1,2
Woda oczyszczona
Sktad preparatu 9

Sluz

Metyloceluloza 1500 cp
Glicerol

Woda oczyszczona

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
95,8 czesci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
95,8 czesci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
5,0 czesci masowych
90,8 czesci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
10,0 czeSci masowych
85,8 czesci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
15,0 cze$ci masowych
80,8 czesSci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
15,0 cze$ci masowych
80,8 czesSci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
5,0 czesci masowych
95,8 czesci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
5,0 czesci masowych
90,8 czesci masowych

0,2 czesci masowych
4,0 czeSci masowych
5,0 czesci masowych
90,8 czesci masowych

Izolacja $luzu $limaka Limax maximus

Przyktad 1: Slimaki gatunku Limax maximus pozyskiwane sg z odtowu w $rodowisku natu-
ralnym, np. przydomowych ogrodéw. Jest to gatunek o nocnym trybie zycia i zbiory odbywajg sie noca.
Slimaki przetrzymywane sg w glinianych naczyniach, z dostepem tlenu, $wiatta stonecznego i stodkiej
wody oraz pozywienia w postaci roélin ogrodowych.

Sluz pozyskiwany jest w nastepujacy sposéb: $limaki w ilosci 5 osobnikéw dorostych na jedno
powtdrzenie (ok. 40 g) umieszcza sie w szklanym naczyniu, nastepnie uzupetnia sie je buforowanym
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0,9% roztworem NaCl o temperaturze pokojowej, w stosunku 1:9 wagowo-objeto$ciowym. Tak przygo-
towane Slimaki ostrozne wytrzasa sie na wytrzgsarce laboratoryjnej rotacyjnej, firmy Elpan — water bath
shaker type 357. Slimaki nie ulegajg uszkodzeniu, a $luz osmotycznie odptywa z ich ciata. Wytrzasanie
prowadzi sie przez 20 minut przy 150 obr/min., otrzymujac w miare jednolity, galaretowaty roztwoér, na-
tomiast stan $limakoéw wskazuje na ich petne omycie. Nastepnie zwierzeta odtawia sie.

Pozyskang mieszanine poddaje sie wirowaniu na urzgdzeniu firmy Sigma przez 15 minut przy
15 000 rpm w celu usuniecia zanieczyszczen. Po tym etapie przeprowadza sie proces dializy w 10°C
(12 wymian wody, co ok. 3 h z przerwg nocng), majgcy na celu usuniecie soli z preparatu w zlewkach,
a po jego zakonczeniu catos¢ liofilizuje sie az do momentu catkowitego usuniecia wody.

Przyktad 2: Postepuje sie jak w przyktadzie 1, z tym, ze wstrzgsanie $limakéw w roztworze
NaCl, prowadzi sie przez 30 minut przy 120 obr/min., oraz w stosunku wagowo-objeto$ciowym $lima-
kéw do NaCl 1:15. Dalej postepuje sie jak w przyktadzie 1.

Przyktad 3: Postepuje sie jak w przyktadzie 1, z tym, ze wstrzgsanie $limakéw w roztworze
NaCl, prowadzi sie przez 10 minut przy 180 obr/min., oraz w stosunku wagowo-objeto$ciowym $lima-
kéw do NaCl 1:5. Dalej postepuje sie jak w przyktadzie 1.

Z kolei osad po wirowaniu, ze wszystkich trzech powtérzen, badany byt pod katem mikrobiologicz-
nym. Wyniki wymazéw pobranych z ciat slimakéw przed izolacjg $luzu potwierdzajg znikomg obecnos¢
zywych bakterii w Sluzie badanych Slimakéw oraz duzg liczbe bakterii w osadzie uzyskanym po wirowaniu
na etapie izolacji $luzu. Jest to zgodne z zatozeniem, ze wirowanie jest etapem majgcym za zadanie usu-
niecie ewentualnych zanieczyszczen oraz bakterii. Ponadto nalezy doda¢, ze $limaki, jak wspomniano
wyzej, zyja w srodowisku skazonym dziatalnoécig ludzkg oraz zwierzgt domowych, co mogtoby powodo-
wac nagromadzenie sie mikroorganizméw chorobotwérczych w naskérnym $luzie Slimakéw. Taka sytua-
cja nie ma jednak miejsca, co wida¢ po wynikach wymazoéw zatgczonych w tabeli 1. Na podstawie wyma-
zbw podijeto decyzje o sprawdzeniu wtasciwosci przeciwbakteryjnych w stosunku do wybranych mikroor-
ganizmoéw chorobotwoérczych. Wybrane do badania mikroorganizmy sg powszechnie wystepujgcymi
w $rodowisku i wywotujgcymi infekcje mikroorganizmami. Skupiono sie na 4 szczepach, ktére sg najpow-
szechniejsze i jak np. w przypadku S. aureus w wielu przypadkach odporne na dziatanie aktualnie dostep-
nych antybiotykéw. W tym celu wykonano m.in. test na przezywalno$¢ na plytce 96-dotkowe;j.

Tabela 1

typ posiewu badany gatunek §limaka wynik
Escherichia coli

(niefermentujaca) - pojedynczo

Enterococcus spp. - pojedynczo

cialo slimaka- Limax maximus
(Przykiad 1)

cialo Slimaka- Limax maximus
roznicowy (Przyktad 2)

bezposredni | cialo $limaka- Limax maximus

{Przyklad 3)

brak wzrostu bakterii

Enterococcus spp. - pojedynczo

d ) 7 Enterococcus faecalis - bardzo
osad po wirowaniu - Limax licznie

maximus - ]
Serratia marcescens - obficie

cialo §limaka- Limax maximus
(Przykiad 1)
ciato élimaka- Limax maximus
posiew po (Przyklad 2)
namnoZeniu | ciato §limaka- Limax maximus
(Przyklad 3)
osad po wirowaniu - Limax
maximus
cialo slimaka- Limax maximus
(Przyktad 1)
ciato slimaka- Limax maximus
badanie (Przykiad 2) brak wzrostu grzybéw
mikologiczne | ciato §limaka- Limax maximus | drozdzopodobnych i ple$niowych
(Przyklad 3)
osad po wirowaniu - Limax
maximus

tj. wyzej
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Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych $luzu $limaka Limax maximus.

Badania potwierdzajgce wtasciwosci bakteriostatyczne $luzu Slimaka Limax maximus wykonano
metodg krazkowo-dyfuzyjng. Rozpuszczono liofilizowany $luz w wodzie uzyskujgc stezenie 2 mg
Sluzu/ml roztworu. Przygotowano ptytki do hodowli mikrobiologicznej z podtozem Mueller Hinton 1l Agar.
Firmy GRASO® BIOTECH. Na ptytki wysiano zawiesine bakterii 0 zmetnieniu 0,5 wg skali McFarlanda.
Przeciwbakteryjno$é Sluzéw badano na 4 szczepach bakteryjnych wzorcowych, {j.:

— Salmonella typhimurium ATCC 1402

— Salmonella enteritidis ATCC 13076

— Escherichia coli ATCC 25922

— Staphylococcus aureus MSSA ATCC 29213

Na plytki z podtozem agarowym i wysianymi bakteriami nakfadano sterylne krgzki o $rednicy
6 mm. Na kazdy krazek natozono po 5 pl lub 10 pl odpowiedniego stezenia badanego Sluzu. Plytki
umieszczono w cieplarce o temperaturze 37°C i pozostawiono w tych warunkach na 22 h. Po tym czasie
ptytki wyjeto z cieplarki i poddano wizualnej ocenie wystepujgce strefy zahamowania wzrostu.

Badanie przeciwbakteryjnych wlasciwosci $luzu $limaka Limax maximus z jednoczesnym
okresleniem MIC.

Przygotowano jatowg ptytke 96-dotkowa. Do kazdego dotka zaaplikowano 200 pl pozywki BHI
Bulion firmy GRASO® BIOTECH. Do kazdego dotka dodano po 2 pl ptynnej hodowli bakteryjnej o zmet-
nieniu 1 w skali McFarlanda. Do tak uzyskanej zawiesiny dodano po 20 pl odpowiednio rozcienczonych
wodnych roztworéw $luzu Slimaka Limax maximus tak, by koncowe stezenia w dotkach wynosity odpo-
wiednio:

— 2 mg liofilizowanego $luzu/mi

-1 mg/ml

- 0,5 mg/ml

- 0,25 mg/ml

- 0,125 mg/ml

—0,0625 mg/ml

Kazde stezenie badane byto w trzech powtérzeniach. Wykonano takze, réwniez w trzech powt6-
rzeniach, kontrole, ktérg stanowita pozywka z dodatkiem zawiesiny bakteryjnej o zmetnieniu 1 w skali
McFarlanda.

Po aplikacji wszystkich roztwordw i ptynéw na plytke, zamknieto jg szczelnie parafilmem w celu
ochrony przed parowaniem i wstawiono do cieplarki o temperaturze 37°C i pozostawiono w niej na
20 h. Po tym czasie ptytki wyjeto i zmierzono stopien zmetnienia w poszczeg6lnych dotkach, korzystajgc
z czytnika ptytek.

Whyniki przedstawiono na wykresie 1.

Przezywalnosc % - $luz L. maximus
Siontrols M2 mgdml = 2 mg/mt w05 mg/mi 0,25 mg/mi 0,125 mg/iml M0,0625 mg/mi

183,80

140,80
s 120,00
g a0 off 9 i
£ 80,00 % § % %
: oo N N N N
N RN R
SN \ N N
SN \ \ \
o0 N \ N N
5, aureus S. typhienmurium 5. enteritidis

hadany mikroorganizm

Wykres 1. Wynik testu ptytkowego $luzu Limax maximus.
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Na podstawie uzyskanych danych i przygotowanych na ich podstawie wykreséw obserwuije sie,
iz w przypadku $luzu Slimakéw Limax maximus, wptywa on na przezywalno$é hamujgc przyrost bakterii
Salmonella typhimurium i Salmonella enteritidis. W przypadku bakterii S. typhimurium oraz S. enteritidis,
najlepiej dziatajgcym stezeniem jest stezenie 2 mg/ml, ktére hamuje przyrost bakterii kolejno 0 59% oraz
35%. W przypadku zastosowania stezenia 1 mg/ml hamuje on przyrost bakterii o kolejno 54% oraz 43%.
W przypadku S. enteritidis, zastosowanie $luzu w stezeniu 0,5 mg/ml takze hamuje przyrost tych bakterii
0 ok. 28%.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob izolacji $luzu Slimaka, znamienny tym, ze zywe $limaki Limax maximus wytrzgsa sie
w fizjologicznym roztworze NaCl w sposéb umozliwiajgcy omycie Slimaka ze $luzu, przy jed-
noczesnym przezyciu osobnikéw i pozwalajgcy na wizualng ocene zmian charakteru roztworu,
przy czym stosunek wagowo-objeto$ciowy masy Slimakéw do ilosci roztworu NaCl powinien
by¢ tak dobrany aby zachowac stabilizacje biatek w $luzie, nastepnie, po odtowieniu zwierzat,
roztwor odwirowuje sie, a uzyskany supernatant poddaje sie dializie w celu usuniecia soli
i liofilizacji w celu usuniecia rozpuszczalnika.

2. Sposoéb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek wagowo-objeto$ciowy masy Slima-
kéw do ilosci roztworu NaCl wynosi od 1:5 do 1:15.

3. Kompozycja, znamienna tym, ze zawiera $luz izolowany wedtug sposobu opisanego w za-
strz. 1 i 2 oraz ewentualnie nosniki i/lub $rodki pomocnicze i/lub rozcienczalniki.

4. Kompozycja, wedtug zastrz. 3, znamienna tym, ze jest w postaci masci, kremoéw, zeli, past,
roztworbw, mazidet, zawiesin i emulsiji.

5. Zastosowanie $luzu Slimaka Limax maximus do wytwarzania wyrobu medycznego, zapobie-
gajgcego wystepowaniu, hamujgcego wzrost lub zwalczajgcego bakterie, zwtaszcza z rodzaju
Salmonella.

6. Zastosowanie Sluzu $limaka Limax maximus do wytwarzania lekdéw do leczenia infekcji bak-
teryjnych, o etiologii zwtaszcza Salmonella, zwtaszcza S. typhimurium i S. enteritidis.



