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Bezpieczenstwo cytologiczne i aktywnos$¢ mikrobiologiczna preparatu Fulvi PETS
zawierajacego kwas fulwowy (FTM-L50) - raport z badan wstepnych
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Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki, Polska)

Okres realizacji: maj-sierpien 2023 r.
I. OCENA CYTOTOKSYCZNOSCI KWASOW FULWOWYCH

Cel. Ocena cytozgodnosci produktu zawierajacego preparat kwasu fulwowego - FTM-L50
(gtowny sktadnik produktéw FULVI PETS) oraz wykluczenie stezen wptywajacych na zywotnosé
komérek w hodowlach in vitro. Potencjalna cytotoksycznos$¢ moze wptywa¢ na wyniki dalszych
testow biologicznych in vitro i moze ogranicza¢ zastosowania biomedyczne.

Materialy i metody. Badania cytotoksycznosci przeprowadzono przy uzyciu fibroblastow mysich
(L929, ATTC, Rockville, MD, USA) zalecanych przez Migdzynarodowa Organizacj¢ Normalizacyjna
(ISO-10993-5-2009) do testowania sktadnikéw o potencjalnym zastosowaniu w biomedycynie.
Jest to standardowy model stosowany w badaniach biokompatybilnosci in vitro ze wzgledu na
jego stabilno$¢, optymalny okres podziatu i adherentny wzrost. Fibroblasty myszy hodowano w
pozywce RPMI-1640 (Sigma Aldrich) uzupehmionej inaktywowang surowica bydleca (Cytogen,
Polska) i antybiotykami: penicyling (100 U/ml) i streptomycyng (100 pg/ml) w standardowych
warunkach inkubatora hodowli komdrkowej (37°C, 5% CO,, >90% wilgotnosci). Zawiesing
komorek naniesiono na 96-dotkowg ptytke do hodowli komérkowej i inkubowano przez noc (5%
CO, 37°C, >90% wilgotnosci) w celu przylegania komoérek do powierzchni naczynia
hodowlanego i odtworzenia monowarstw komorek. Po inkubacji w 96-dotkowej ptytce, hodowle
komérkowe obserwowano przy uzyciu odwréconego mikroskopu, aby upewnic¢ sig, ze tworza
one zwarte i jednorodne monowarstwy. Pozywke zastagpiono 100 pl §wiezej pozywki hodowlane;j.
Nastepnie do wybranych dotkéw dodawano seryjne rozcienczenia badanego preparatu FULVI
PETS (w trzech powtérzeniach) w pozywce RPMI-1640 w zakresie rozcienczen: 1:2-1:4096.
Uwzgledniono nastgpujace kontrole: kontrole zywotnos$ci (komorki w medium hodowlanym bez
dodatku badanego zwiazku) oraz kontrole cytotoksycznosci (K-), czyli komorki traktowane 2%
roztworem saponiny - substancji o silnych wlasciwos$ciach cytotoksycznych. Tak przygotowane
hodowle inkubowano przez 24 godziny (5% CO,, 37°C, > 90% wilgotnosci). Po inkubacji stan
komorek obserwowano pod mikroskopem $wietlnym i odnotowywano wszelkie zmiany w ich
morfologii.

Procedura testu MTT byta nastgpujaca. Po catonocnej inkubacji komérek z badanymi kwasami
fulwowymi, do kazdej studzienki wprowadzano 20 pl odczynnika MTT (Sigma Aldrich) w
stezeniu 5 mg/ml i inkubowano przez 4 godziny (5% CO,, 37°C, > 90% wilgotnosci). W kolejnym
kroku plytki odwirowano (1400 obr./min, 10 min.), a supernatanty usunieto i zastgpiono 150 pl
DMSO i 25 pl buforu glicynowego na kazdy dotek. Po jednominutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej i wytrzasaniu na wirniku vortex, zmierzono absorbancj¢ przy 570 nm przy uzyciu
czytnika Multiskan EX (Thermo Scientific).

Wyniki i ich interpretacja. Zgodnie z normami ISO sktadnik, ktory nie wywotuje
cytotoksycznosci wyzszej niz 30% martwych komorek, nalezy uzna¢ za niecytotoksyczny. W
oparciu o to Kkryterium, jesli zywotnos¢ komorek po 24-godzinnej ekspozycji na FTM-L50
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utrzymuje si¢ powyzej 70%, nalezy go uzna¢ za cytokompatybilny (Ryc. 1.). Preparat wykazuje
bezpieczenstwo cytologiczne powyzej rozcienczenia 1:32. FTM-L50 pozostaje cytokompatybilny
odpowiednio powyzej 1:16 i 1:32. Bioragc pod uwage koncowe rozcienczenie gotowych do uzycia
produktéw Fulvi Pets, testowany preparat nalezy uzna¢ za cytokompatybilny. Inni autorzy
wykazali, ze kwas fulwowy w zakresie st¢zen 0,001-10 ug/ml nie wptywat na zywotnos$¢ linii
komorek bazofilnych (http://dx.doi.org/10.1271/bbb.60702), a w stezeniu 100 ug/ml wplywat
na zywotno$¢ tylko o 10%. Wykazano réwniez na modelu mysim i szczurzym w ztozonych
badaniach toksykologicznych, Ze suplementacja FA (ang. fulvic acid) w dawce 5000 mg/kg masy
ciata/dzien FA zostata uznana za bezpieczng i nie zaobserwowano zadnego poziomu dziatania

niepozadanego (NOAEL) (https://doi.org/10.1155/2020/8899244).
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Ryc. 1. Aktywnos¢ proliferacyjna/metaboliczna fibroblastéow L929 poddanych dzialaniu kwasu fulwowego w
poréwnaniu z kontrolnymi hodowlami komoérkowymi*. Analiza statystyczna przeprowadzona w testach
U-Manna Whitneya w oprogramowaniu STATSOFT (*p < 0,05, w stosunku do kontroli pozytywney).

I. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa FTM-L50

Cel. Okreslenie, czy FTM-L50 wykazuja aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec czynnikéw
zakaznych wywotujacych m.in. zakazenia weterynaryjne poprzez zliczanie jednostek tworzacych
kolonie (CFU) i aktywnos$¢ mikrobiologiczng (redukcja resazuryny).

Material i metody. W tescie wykorzystano cztery szczepy bakterii wyizolowane z gruczotu
mlekowego bydta: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis,
Streptococcus agalactiae. Zawiesing bakterii o gestosci ~1 x 10® CFU/ml rozcienczono
100-krotnie w bulionie Mueller Hinton. Poczatkowe inokulum bakteryjne nanoszono nastepnie
do studzienek 96-dotkowych plytek hodowlanych zawierajacych testowany FTM-L50 w objetosci
100 pl/dotek (koncowa objetos¢ 200 pl) i inkubowano w temperaturze 37°C, w warunkach
tlenowych, przez 20+2 godziny. Aby okresli¢ liczbe jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) po
inkubacji z FULVI PETS (rozne rozcienczenia), 100 ul z kazdego dotka wysiano na state plytki
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agarowe, inkubowano przez noc, a CFU obliczono i poréwnano z kulturg kontrolna bez preparatu
FULVI PETS. Jednocze$nie wplyw na aktywnos$¢/zywotno$¢ drobnoustrojéw oceniano za pomoca
testu redukcji resazuryny. Test resazuryny (test Alamar Blue) jest prostym, szybkim i czulym
pomiarem, np. bakterii. Zywe komérki sa aktywne metabolicznie i moga redukowaé
niefluorescencyjny barwnik resazuryn¢ poprzez reduktaz¢ mitochondrialng do silnie
fluorescencyjnego barwnika resorufiny. Intensywnos¢ fluorescenc;ji jest proporcjonalna do liczby
zywych komorek bakteryjnych. Test zostat skonfigurowany doktadnie w taki sam sposéb jak CFU;
jednak resazuryna zostala dodana do kultur inkubowanych z FTM-L50w objetosci 20 ul /
studzienke zamiast wysiewania plynéw na ptytki agarowe. Nastepnie inkubowano w
temperaturze 37 °C, 5% CO, przez 30 minut, a fluorescencj¢ mierzono przy dtugosci fali
wzbudzenia 550 nm i dtugosci fali emisji 590 nm za pomocg wielomodowego czytnika ptytek.

Wyniki. Wykazano, ze preparat Fulvi Pets nie hamuje aktywnos$ci drobnoustrojéw (dane nie
pokazane). W metodzie CFU i wynikach opartych na AlamarBlue zaobserwowali§my taka sama
liczbg¢ i aktywno$¢ bakterii w $rodowisku FTM-L50, jak w kontroli (bez FTM-L50). Nie ma
dostepnych danych na temat dziatania przeciwdrobnoustrojowego, nieizolowanego FA.
Wykazano jednak, ze FA pochodzace z weglowodanéw (CHD-FA) wykazywaly silng aktywnos¢
przeciwko réznym patogenom bakteryjnym i grzybiczym o minimalnym stezeniu hamujacym
rownym lub mniejszym niz 0,5%. Oprocz dziatania przeciwdrobnoustrojowego zaobserwowano
lepsze gojenie sie ran po leczeniu CHD-FA, co wykazano na podstawie pomiaru powierzchni rany,
badania histopatologicznego i profilowania ekspresji genéw gojenia si¢ ran, a takze uwalnianych
cytokin (DOI: 10.1097/TA.0000000000000737 ).

Wykazali§my, ze indukowana kwasem fulwowym ekspansje Lactobacillus rhamnosus w
porownaniu do kontroli bez FTM-L50 w zakresie stezen: 1:32-1:128 (Ryc. 2, czerwony
prostokat). Jedno z badan na modelu ryb z rodziny piskorzowatych w akwariach
eksperymentalnych koncentrowalo si¢ wylacznie na wptywie suplementacji diety kwasem
fulwowym na aktywno$¢ trawienng jelit (analiza enzymatyczna), aktywno$¢ przeciwutleniajaca,
aktywno$¢ enzyméw odpornosciowych i sktad mikroflory w 60-dniowej probie karmienia.
Wykazano, ze optymalne zapotrzebowanie na kwas fulwowy w diecie dla maksymalnego
wzrostu wynosi 16,4 g na kg diety. Suplementacja kwasem fulwowym spowodowata wzrost
liczebnosci sekwencji Firmicutes i Actinobacteria, przy jednoczesnym zmniejszeniu liczebnosci
Proteobacteria. Wyniki wskazaly, ze suplementacja kwasem fulwowym spowodowala
zmniejszenie wzglednej liczebnosci Serratia, Acinetobacter, Aeromonas i Edwardsiella oraz
wzgledny wzrost ilosci Lactobacillus w jelicie (DOI1:10.1016/j.fsi.2017.01.008).
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Fig. 2. Wplyw kwasu fulwowego na aktywno$¢ metaboliczng (czerwona linia) i CFU (zielona linia) L. rhamnosus
(poréwnanie testu resazuryny i analizy CFU).

Podsumowanie. Badania innych autoréw wykazaly, ze suplementacja kwaséw fulwowych moze
przynosi¢ wiele korzysci dla zdrowia zwierzat domowych, w tym psow i kotéw. Wplywa pozytywnie na
funkcjonowanie watroby. Ma dziatanie antybakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwzapalne. Kwas
fulwowy zastosowany w preparatach marki FULVI PETS moze wspiera¢ rowniez dziatanie uktadu
odpornosciowego zwierzat domowych. Moze powodowac lepsze przyswajanie skladnikow odzywczych
oraz witamin z diety, co moze wpltywa¢ na poprawe zdrowia zwierzaka. Jest silnym antyoksydantem
oraz chroni przed wchlanianiem si¢ metali cigzkich wystgpujacych w $srodowisku, ktére moga by¢
przyjmowane przez zwierze np. wraz z woda (Islam i in. 2005, Trckova i in. 2005, Lawley i in. 2013).
Zatem kwas fulwowy zastosowany w preparatach marki FULVI PETS moze by¢ dobrym sposobem na
utrzymanie w dobrej kondycji zdrowia zwierzat domowych. .
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