osa’'s Way® Raportzbadan naukowych

Raport podsumowujacy badanie ostrej
toksycznosci inhalacyjnej mieszaniny
zarodnikow 4 szczepow
Bacillus w wodzie u szczurow
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CEL EKSPERYMENTU

W celu uzyskania informacji na temat toksycznosci badanego preparatu -
mieszaniny zarodnikow 4 szczepow Bacillus w wodzie — przeprowadzono
badanie ostrej toksycznosci inhalacyjnej u szczurow po jednorazowej,
4-godzinnej ekspozycji. Dynamiczna inhalacja zostata wykonana w systemie
otwartym, z zastosowaniem ekspozycji wytgcznie przez nos.

Daty badan:

Rozpoczecie fazy eksperymentalnej: 21 wrzesnia 2017

Data sporzadzenia koricowego raportu: 23 stycznia 2018
Przedmiot badania:

Opis:

Oznaczenie: mieszanina zarodnikow 4 szczepow Bacillus
Data otrzymania: 19 wrzesnia 2017

Charakterystyka: Proszek

Warunki przechowywania: W temperaturze od +5°C do +25°C

Stabilnosé: 1 rok
Zawartos$¢: 100 miliardow jednostek tworzacych kolonie (CFU)
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Qsa's Way

PRZYGOTOWANIE BADANEGO PREPARATU

Trzy probowki, kazda zawierajgca 100 x 10° (sto miliardéw) jednostek
tworzgcych kolonie (CFU) mieszaniny zarodnikéw 4 szczepdéw Bacillus, zostaty
dostarczone w postaci proszku w sterylnych plastikowych probdéwkach o
pojemnosci 12 mL.

Badany preparat zostat przygotowany swiezo w dniu podania.

Jedna probéwka z mieszaning zarodnikdw zostata dodana do 1 litra sterylnej
wody do wstrzykiwan (aqua ad iniectabilia) w czystej kolbie/butelce, aby
uzyskaé zawiesine o stezeniu 100 x 10° (sto milionéw) CFU/mL. Dziesie¢
mililitréw tej zawiesiny pobrano w celu zawieszenia pozostatego proszku z
proboéwki, a nastepnie przelano z powrotem do naczynia zawierajgcego
zawieszony preparat. Zawiesina zostata uzyta natychmiast po przygotowaniu.

ANALIZA BADANEGO MATERIALU

Do analizy formulacji aplikacyjnej pobrano okoto 10 mL probki bezposrednio
po przygotowaniu mieszaniny i przechowywano jg w temperaturze 4°C. Prébka
zostata oznakowana numerem badania, nazwag gatunku, typem prébki,
stezeniem, czasem pobrania oraz data.
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TEMPERATURA | WILGOTNOSC

Temperatura byta monitorowana co godzine podczas okresu ekspozycji w
eksperymencie, utrzymujgc sie na poziomie 22°C + 3°C przy statej wilgotnosci.

METODY

Zwierzeta:

Gatunek / Szczep / Linia hodowlana: Szczur (Rattus norvegicus) / CD / Crl:
CD(SD) Hodowca: Charles River Laboratories, Niemcy

Wiek (na poczatku ekspozycji):
Samce: ok. 8 tygodni
Samice: ok. 9 tygodni

Masa ciata tuz przed rozpoczeciem ekspozyciji:
Samce: 250-260 g
Samice: 225-237 ¢

|dentyfikacja zwierzat: za pomoca kolorowych znacznikéw na ogonie oraz
etykiet na klatkach

Dobdr gatunku: Szczur jest powszechnie stosowanym gatunkiem gryzonia w
tego typu badaniach.

Liczba zwierzat (test graniczny): 6 (3 samce i 3 samice)

Grupa (test graniczny): 1 stezenie

Stezenie: 5,07 mg/L powietrza

Czas trwania eksperymentu:
co najmniej 5 dni adaptacyjnych
1 dzien testowy

2 tygodnie okresu rekonwalescenciji
Badanie obejmowato zdrowe samice, ktore nie byty w cigzy ani nie rodzity. ¥= ={
~
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STEZENIE EKSPOZYCJI

Droga podania: inhalacyjna (ekspozycja wytacznie przez nos)
Dobdr drogi podania: zgodny z mozliwg drogg narazenia

Czas ekspozycji na badany preparat: 4 godziny na zwierze
Stezenie ekspozycji: 5,07 mg/l powietrza (stezenie rzeczywiste)
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SYSTEM EKSPOZYCJI

Badanie przeprowadzono z uzyciem dynamicznego aparatu do inhalacji
(wymiana powietrza/h (= 12 razy) z ekspozycjg zwierzat wytgcznie przez nos,
zgodnie z metodg KIMMERLE &amp; TEPPER. Aparat skiada sie z
cylindrycznej komory ekspozycyjnej o objetosci 28,5 |, zaprojektowanej do
umieszczania zwierzgt w szklanych rurkach typu pyrex, rozmieszczonych
promieniowo wzdtuz krawedzi komory. Aerozol substancji testowej
generowany jest za pomoca dyszy rozpylajgcej.

Stezenie zawiesiny mieszaniny zarodnikéw 4 szczepéw Bacillus (mg/I
powietrza): 5,07

przeptyw powietrza na wejsciu (I/h): 900

przeptyw powietrza na wyjsciu (I/h): 800

wymiana powietrza (zmiany na godzine): 31,6

ANALIZA STEZENIA AEROZOLU

Rzeczywiste stezenie aerozolu w komorze inhalacyjnej byto mierzone
czterokrotnie metodg grawimetryczng za pomoca filtra do préobek powietrza
(Minisart SM 17598; 0,45 um) oraz pompy (Vacuubrand, MZ 2C10), sterowanej
rotametrem.

Probki aerozolu byty pobierane raz na godzine podczas ekspozycji. W tym celu
sonde umieszczano blisko nozdrzy zwierzat w komorze inhalacyjnej,
a powietrze zasysano przez filtr do probek powietrza z statym przeptywem 5
L/min przez 1 minute. Filtry byty wazone przed i po pobraniu probek na wadze

analitycznej (doktadnos$¢ 0,1 mg). ?
~
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STEZENIE AEROZOLU | ROZKLAD WIELKOSCI CZASTEK

Rzeczywiste Stezenie Sredéry: dr:iizowa Rozmiar czgstek frakcji respirabilnej:
stezenie nominalne . <3,6 ym
aerodynamiczna
[mg/L powietrze] [UL/L powietrze] [um] [mg/L powietrze] [%]
5.07 55.56 1.967 3.04 59.9

WYNIKI

W obecnych warunkach testowych, 4-godzinna ekspozycja na zawiesine
zarodnikdéw 4 szczepdw Bacillus o stezeniu 5,07 mg/L powietrza nie wykazata
zadnych oznak toksycznosci. Zadne ze zwierzat nie padio przedwczesnie.

U jednej z trzech samic zaobserwowano zmniejszony przyrost masy ciata w 4.
dniu badania — odnotowano spadek o 5,8%. Jednak masa ciata poprawita sie
w miare kontynuacji badania. Do 15. dnia zaobserwowano wzrost masy ciata o
12,9%, co zrekompensowato poczgtkowy spadek odnotowany w dniach po
podaniu dawki. Podczas sekcji nie stwierdzono zadnych zmian
patologicznych.

Warto$¢ LC50 dla samcéw i samic tgcznie (14 dni):

>5,07 mg =zawiesiny mieszaniny zarodnikbw 4 szczepow Bacillus/L
powietrza/4 godziny

Qsa's Way
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