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Lécivo ve formé antistafylokokového

fagového lyzatu, zpusob jeho vyroby a pouZiti
(57) Anotace:

Zptsob vyroby Ié¢iva ve formé antistafylokoko vého fagového
lyzatu, zahrnujici nésledujici po sobé& jdouci kroky: oZiveni
bakterialniho kmene, paséZzovan{ bakteridlniho kmene,
ptiprava bunéénych subkultur, pfiprava fagového startéru
metodou dvouvrstevného agaru, pfiprava fagového startéru v
tekuté ptdg, priprava bakterialni suspenze, pfiprava fagového
lyzatu, filtrace figového lyzatu nebo smési lyzatd, rozpinéni
filtrovaného lyzatu nebo smesi lyzatt do lahvicek, lyofilizace
lahvigek s lyzatem nebo se smé&si lyzata, kde hotovy 1€Civy
ptipravek je lyofilizovany prasek pro pfipravu roztoku
(lyofilizat) vyrobeny sterilni filtraci a lyofilizaci smési
antistafylokoko vého fagového lyzatu obsahujici G¢inné fagové
&astice polyvalentniho stafylokokového bakteriofaga. Léivo
pro lokalni pouZiti obsahuje vysoce (i¢inné virulentni fagové
&astice s polyvalentnim G&inkem.
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Lé&ivo ve form& antistafylokofeho fagového lyzatu, zpusob jeho vyroby

a pouziti ?V’I/ﬂ/z ..55&2

Oblast techniky /;Zfaé&ﬁ%le

Vynalez se tyka lé&iva s ulinnou latkou ve formé antistafylokokového
fagového lyzatu, ktery obsahuje vysoce virulentni a specificky ucinné
fagové &astice, které maji velmi rychly, silny a polyvalentni lyticky
a&inek na ptvodce stafylokokovych infekci. Buné&éné sloZky vzniklé
destrukci bakterialnich bun&k p#i 1lyzi po uvolnéni fégovych virionl
mohou pusobit také imunomodulaéné a stimulovat navozeni nespecifické

imunity. Vynalez rovné&Z zahrnuje zptsob vyroby lécCiva a jeho pouzZiti.

Dosavadni stav techniky

Infekéni choroby zpusobované patogennimi bakteriemi jsou A
celosvétovém m&Fitku jednou =z hlavnich p¥icin umrti &loveka. Mezi
vibec nejdast&ji se vyskytujici patogenni bakterie patfi stafylokoky,
zplisobujici celou fadu onemocnéni, b&Znymi koZnimi infekcemi pocéinaje,
p¥es zavaZna onemocnéni organd jako jsou osteomyelitidy, endokarditidy
a pneumonie a%¥ k té&zkym sepsim konlicim smrti pacienta (jedinci s
oslabenou imunitou, po 1é&b& nadort, s implantaty, star3i jedinci,
pacienti s cystickou fibrézou). Mimofadnou diileZzitost m& druh
Staphylococcus aureus, ktery patfi mezi hlavni puvodce komunitnich a
nemocni&nich (nozokomialnich) infekci. ZavaZnym problémem, ktery
komplikuje 1é&bu pacientl, je vznik a 3ifeni kmeni rezistentnich k
antimikrobidlnim preparatim (zejména antibiotiklm) jako disledek
neracionalniho pouZivani té&chto latek k 1éCbé& cCasto bandlnich
onemocnéni. Problém zvy3ujiciho se poctu bakteridlnich kment
rezistentnich na antibiotika miZ%e byt FeSen zavedenim raciondlni
fagové terapie, tzn. vyuZitim bakteriofadgh k 1é&bé bakterialnich
infekci jako alternativy nebo nahrady 1é8by antibiotiky, =zejména
proto, Ze je &asové a financn& znacné& obtiZné ziskavat nova ucinna

antibiotika (Gill and Hyman 2010, Curr. Pharm. Biotechnol. 11:2-14).

Polyvalentni stafylokokove bakteriofagy <Celedi Myoviridae se VvV
poslednich letech staly pfedmétem zajmu s ohledem na jejich moiZné
praktické vyuZiti p¥i fagové terapii, kterd ptredstavuje vhodnou

alternativu antibiotikové 1é&by stafylokokovych infekci (Mann 2008,
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Res. Microbiol. 59:400-405). K nejlépe prostudovanym féagum z této
skupiny pat¥i fag K, u né&hoz je zndma kompletni sekvence genomu
(0’ Flaherty et al. 2004, J. Bacteriol. 186: 2862-2871, Kwan et al.
2005, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:5174-5179). V nasdi dfivéjsi praci
(Pantucek et al. 1998, Virology 246:241-252) jsme  podrobné
charakterizovali faga 812, ktery se vyznaCuje Sirokym rozmezim
hostitele v ramci r. Staphylococcus. Testovanim lytického ucinku faga
812 a jeho mutant v rozmezi hostitele provedenym na rozsdhlém poctu
kmen S. aureus rtzné provenience bylo zji3té&no, Ze 95 % kmenl Je
citlivych alespofi k Jjedné mutanté v rozmezi hostitele polyvalentniho
faga 812. Ze studia restrikéné deficientnich mutant S. aureus
vyplynulo, Ze rezistence kmenl S. aureus k polyvalentnimu fagu 812 je
podmin&na specifickymi restrikéné modifika&nimi systémy (DoSkat 1989,

Scripta Fac. Sci. Nat. Univ. Purk. Brun. 19:391-401) .

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je antistafylokokovy fagovy lyzat pro lokalni
pouziti, je uréen vyhradné pro mistni aplikaci u infekci vyvolanych
stafylokokovymi kmeny. MiZe se pouzit v humanni i veterindrni mediciné
u vSech forem stafylokokovych infekci. Slouzi k destrukci

stafylokokovych bunék v misté& probihajici infekce.

Popis biologického materialu je nasledujici.

Polyvalentni stafylokokovy bakteriofag

Oznadeni: Bakteriofag DSM 26144 (smé&s nékolika subtypd polyvalentniho
bakteriofdga, izolovanych genetickou selekci na klinickych izolatech
Staphylococcus aureus)

Taxonomické zafazeni: R&d Caudovirales, ¢&eled Myoviridae, rod SPOl1-
like viruses

Typ nukleové kyseliny: linearni dvoureté&zcova DNA bez koheznich konci;
velikost 138,7 kbp; molarni obsah G+C 30,42 %; genetickd odlisnost
subtypll 0,2% sekvence DNA zahrnuje 27 sekven&nich variaci (kratkeé
inzerce, delece a zamény) a 287 bodovych mutaci popsanych v sekvenci
formou degenerovanych bazi dle nomenklatury IUPAC

Sekvence genomu: doloZeno na CD
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Rozmezi hostitele: kmeny ruznych druht rodu Staphylococcus, zejména
Staphylococcus aureus

Zivotni cyklus: vyhradné virulentni bakteridlni virus, nepodléhd
lyzogennimu cyklu, v sekvenci DNA neprokazany geny pro integrazy nebo
antirepresory, jeZ jsou charakteristické pro temperované bakteriofagy
Struktura virionu: Hlavicka a bi&ik s kontraktilni pochvou, bazalni
destic¢ka s hroty, velikost hlavic¢ky 80 - 100 nm, délka biciku 200 -
250 nm (pfiloha elektronmikroskopicky snimek bakteriofaga).

UloZeni ve sbirce: Biologicky materi&l byl uloZen dle Budape3tské
smlouvy v DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Inhoffenstrafe 7B, 38124 Braunschweig, Germany s prioritou k 3.
7.2012 (&islo v databdzi DSM 26144)

PomnoZovaci kmen Staphylococcus aureus pro bakteriofaga

Oznadeni: Staphylococcus aureus CCM 8428

Taxonomické zafazeni: Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
Staphylococcaceae

Koncept sekvence genomu: sekvence genomu O délce 2446 kb predstavujici
87% celkové délky genomové DNA a je doloZena na CD ve formé kontigl
Klonalni zatazeni: Sekvenéni typ ST30 , spa-typ t021

Fenotypova charakteristika: G+ koky, pramér 0,8-1 um, Jjednotlivé,
dvojice, hrozni&ky, hloucky. Na krevnim agaru nebo na tryptonovém
agaru tvori kolonie 1-2 mm, okraje rovné, povrch hladky, vypoukly,
barva béZova, neprthledna. Na krevnim agaru produkuje hemolyzin alfa a
beta. Clumping-faktor pozitivni, hyaluronidaza pozitivni. Metodou RPLA
nebyla prokdzana produkce enterotoxind SEA - SEE, TSST-1, ETA a ETB.
Ccitlivost k bakteriofagim: vysoce citlivy k temperovanym bakteriofaglim
29, 52, S52a, 79, 80, 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85, 81 a 95.
Genotypova charakteristika: Kmen bez profagd, bez plazmidd, metodou
PCR nebyly prokdzany geny enterotoxinll (sea - see, seh - sen, sep -
seu) a geny pro PVL, TSST-1, ETA, ETB, ETD, dale nebyly prokazany geny
pro rezistence Kk antibiotiktm mecA, blaZ, tetK, tetM, ermA, ermB a
ermC.

Ulo¥eni ve sbirce: Biologicky material byl uloZen dle Budape3tské
smlouvy v CCM-Ceské sbirce mikroorganismi v Brné s prioritou

k 21.6.2012 (&islo v databazi CCM 8428)
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Vychozim materidlem pro vyrobu lyzatu Jjsou subtypy polyvalentniho
bakteriofdga, které jsou uchovavany v lyofilizovaném stavu za dodrZeni
systému jednotné inokulace (seed lot systém). Tyto bakteriofagy Jjsou
pfi vyrob& fagového lyzdtu pomnozZeny na nepatogennim pomnoZovacim
kmeni Staphylococcus aureus do vysokého titru (10° - 10° PFU/ml) a
zpracovany do findlniho prepardtu, pfifemz Jjednotka PFU (Plague

forming units) je mé&fitkem mnoZstvi infek&nich virovych &astic.

Pousiva se hlavnéd k eliminaci ptvodca stafylokokovych infekci z
loZisek infekce (hnisavé procesy kUZe, podkozi a koZnich adnex) i
potencidlnich rezervodrl (pfedeviim nosohltanu, stfevniho a mocového
traktu) . P¥edstavuije vyznamny prostfedek  pfi komplexni 1écbé
chronickych forem stafylokokovych infekci (hnisavé afekce, abscesy,
pistéle, infekce postihujici hluboko wuloZené m&kké tkané), ktery
zabrafiuje jejich vyusténi v septicky stav. Je teéz diileZitou soucasti
preventivnich opat¥eni v pfedoperaéni pripravé s cilem zabranit wvzniku

superponovanych pyogennich komplikaci po operativnich intervencich.

Alternativnim vyuZitim prepardtu Jje uplatnéni p¥i konzervaci a
uchovavani potravin, p¥i vyrobé krmiv pro hospodafska zvirata a
vyuziti p¥i dekontaminaci povrchll (nemocniéni prostredi, léka¥ské

pomlcky) .

Princip vyrobniho procesu

Bakterialni hostitelskd kultura se kultivuje v tekutém tryptonovém
médiu. Po dosaZeni rlstu bliZiciho se hodnot& 1x10° PFU/ml se pfida
aktivni féagovy kmen v pfibliZném pom&ru MI 1 (MI = multiplicita
infekce), coZ znamena, e fagova Castice pfipadd na 1 Dbakterialni
buniku. Po prob&hlé 1lyze bakteridlni kultury se fagovy lyzat uloZzi do
lednice, kde je uchovavédn do dal3iho zpracovéni. Léciva latka Je
pfipravena jako smés obsahujici vysoce u¢inné virulentni fagové
Castice s polyvalentnim Uéinkem pripravené kultivaci subtypt
bakteriofaglh a standardizovana ve své uCinnosti podle koncentrace

specifickych fégovych Castic v 1 ml.

1. Oziveni bakterialniho kmene
Lyofilizovany kmen se po rozpudténi vyolkuje na 1,5% tryptonovy agar a

kultivuje se 24 hodin p¥i teploté +37 °C + 1 °C.

L LR J 6s® vooe
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PasaZovani kmene
Narostly bakteridlni kmen se pfeoékuje na potfebny pocCet ploten s 1,5
$ tryptonovym agarem a kultivuje se 24 hodin p¥i teploté + 37 °C = 1

°c. Narostla kultura se pouZije pro zaolkovéani tekuté tryptonové pudy.
Mezioperaéni kontrola: Kultivalni a mikroskopickd kontrola <&istoty

kmene.

2. P¥iprava subkultur
Bakterialni kultura se z pevné pudy pfeolkuje do Erlenmayerovy banky
se 100 ml tryptonové pady. MnoZstvi zaoCkovanych Erlenmayerovych banék

zavisi na potfebném mnoZstvi subkultur pro vyrobu (1 - 3 ks),

kultivace probiha 24 hodin p¥i teploté& + 37 °C = 1 °C.
Mezioperaéni kontrola: Mikroskopickéa kontrola ¢istoty subkultur.

3. P¥iprava fagového startéru
Rozpudtény fagovy kmen se nejprve oz?ivi a pomnoZi metodou
dvouvrstevného agaru a dale se kultivuje v tekuté pude.

Metoda dvouvrstevného agaru

Petriho misky s 1,5 $ tryptonovym agarem, ktery slouzi jako zaklad, se
preliji 3 ml 0,36% tryptonového agaru, ktery obsahuje bakterialni
suspenzi p¥islu3né hostitelské bakterie Staphylococcus aureus a
suspenzi bakteriofaga, ziskaného resuspendovanim lyofilizovaného
fagového kmene v izotonickém roztoku. Nasleduje inkubace 24 h pfi
teploté +37 °C + 1 °C. Poté se povrch kazdé plotny prelije tryptonovym
tekutym médiem. Po 30 minutach se mékky povrch s 0,36% tryptonovym
agarem smyje a centrifuguje 3 x 1 hodinu p¥i 5000 RPM. Bakteriofag Jje

obsaZen v supernatantu.
Mezioperaéni kontrola: Stanoveni poctu fagovych c&astic.

4. P¥iprava v tekuté pudé

Subkulturou hostitelské bakterie Staphylococcus aureus se inokuluje
tryptonova plda. Kultivace probiha v termostatu p¥i teploté +37 °c £ 1
°c tak dlouho, aZz je dosaZena opticka denzita biomasy 0,3 - 0,4 (m€feno
na spektrofotometru p¥i vlnove délce 500 nm). Do stafylokokovée
suspenze se pridd 15 - 20 ml fagového 1lyzatu (pfipraveného dle

pfedchoziho bodu, o min. titru 1 x 10° PFU/ml) .

on
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Probiha pomnoZeni bakteriofaga pfi pokojové teploté 18 - 20 hodin za
stalého tfepani. Nasleduje centrifugace 1 hodinu pf#i 5000 RPM.
Bakteriofag je obsaZen v supernatantu.
Mezioperaéni kontrola: Kontrola denzity bakterialni suspenze a bé&hem

bakteriolyzy, stanoveni poltu fagovych Castic fégového starteéru.

5. PPiprava bakterialni suspenze

Bakteriadlni suspenze z Erlenmayerovych banék se zaocCkuje do 3000 ml
tryptonové pidy v 5 1 lahvi.

Kultivace p¥i + 37 °C % 1°C probihd tak dlouho, neZ se doséhne
po?adované denzity (optickd denzita 0,25 - 0,35). Doba kultivace se
pohybuje zpravidla v rozmezi 4 aZ 5 hodin. Prvni vzorek na kontrolu
denzity Jje odebran po 3 hodinach kultivace, dalsi vzorky jsou

odebirany v zavislosti na nartstu bakterii.

Mezioperadéni kontrola: Provozni kontrola provadi béhem kultivace

méfeni denzity a po ukoneni kultivace mikroskopickou kontrolou.

6. Priprava fagového lyzatu

K bakterialni suspenzi se prida fagovy startér o min. titru 1 x 10
PFU/ml v mno?stvi cca 50 - 60 ml. Startér Jje asepticky pfidan v
okamZiku, kdy je hodnota optické denzity vzorku v intervalu (0,25 -
0,35 ).

Bakteriolyza probihd p¥i pokojové teplot& 20 - 30 hodin. Béhem
bakteriolyzy dochazi k projasifovani tekuté kultury. Opticka denzita

lyzované bakterialni suspenze musi poklesnout pod hodnotu 0,1.

Mezioperadéni kontrola: Provozni kontrola provadi méreni denzity.

Kultivaéni média pro vyrobu fagového lyzatu:

Tryptonovad puda
- suroviny Trypton Oxoid, Yeast extract Oxoid, chlorid
sodny, purifikovana voda
Tryptonovy agar
- tryptonova puda, Agar Oxoid N 1
Sterilizace ptipraveného tryptonového agaru i tryptonové pidy probiha

v parnim sterilizatoru pfi teploté 121 °C pro dobu 30 minut.
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pomoci kmene Staphylococcus aureus.

Kontrola kritickych

krokd a meziproduktl

ese e

ové&feni rlstovych vlastnosti

Krok Metoda PoZadavky

1. OZiveni a Mikroskopicka G+ koky, prumér 0,8 - 1 um,
pasédzovani Cistota jednotlivé, dvojice,
bakteridlniho hroznicky, hloucky.

kmene Nesmi obsahovat cizi

mikroorganismy

Kultivac¢ni c&istota

Kolonie 1-2 mm, okraje rovné,

povrch hladky, vypoukly, barva

zlatozlutd (biléa, béZova),
neprthlednd, konzistence
mazlava.

Nesmi obsahovat kolonie jiného

mikrobialniho druhu.

2.Priprava Mikroskopické G+ koky, prumér 0,8 - 1 um,
bakterialnich Cistota jednotlivé, dvojice,
subkultur hroznicky, hloucky.
Nesmi obsahovat cizi
mikroorganismy
3.Priprava Stanoveni poctu
fagového startéru | fagovych &astic min. 1 . 10 PFU/ml
- dvouvrstevny
agar

4 .Priprava
fagového startéru

- tekutd pluda

Méfeni denzity | Narist hostitelské bakterie na
spektrofotometricky {OD 0,3 - 0,4

Stanoveni poctu

fagovych &astic min. 1 10%° PFU/ml

5.Pfiprava
bakteridlni

suspense

Mikroskopicka G+ koky, pramér 0,8 - 1 um,

¢istota jednotlivé, dvojice,
hroznicky, hloucky.
Nesmi obsahovat cizi
mikroorganismy

MéFfeni denzity | NArtist hostitelské bakterie na
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spektrofotometricky | OD 0,25,-0,35

6.Pfiprava Méfreni denzity | Kontrola narGstu bakteriofaga

fagového lyzéatu spektrofotometricky | pokles OD pod 0,1

Pouziti k:

RozSifeni spektra G&innosti preparatu na aktualné se vyskytujici kmeny

Udinnost prepardtu

Preparat je v soucasnosti ucinny na 85 % provéfovanych kmenl (n=100)
véetné nemocnidnich a komunitnich kmend ze =zavaZnych infekci a MRSA
shromazdénych z nemocnicnich zatizeni a klinickych laboratofi
z nékolika regionf. V&t3ina citlivych kmend Staphylococcus aureus je
klasifikovana do klonalnich 1linii ST1, ST5, ST8, ST20, sT22, ST30,
sT36, ST111, ST154, ST225, ST228, ST247, ST624. Genotypy a vlastnosti
stafylokokovych kmenl v8ak podléhaji pomérn& rychlé evoluci a
v budoucnosti se da oc&ekavat vyskyt necitlivych kmendi. Pro roz§ireni
spektra U&innosti na zakladé testovani citlivosti aktualné se
vyskytujicich kmenG Staphylococcus aureus je navrZeno pouzit pro
pripravu inovovaného pripravku smé&s vice fagovych lyzata
obsahujicich nékolik subtypl bakteriofagl (fagovych mutant

s roz3ifenym rozmezim hostitele).

Izolace novych subtypd bakteriofdga a inovace prepardtu

Subtypy bakteriofaga s 3ir3im rozmezim hostitele Jjsou izolovany z
plakli vyrostlych po vysevu vychoziho faga na necitlive bakteridlni
kmeny Staphylococcus aureus. Izolace novych u&innych subtypld Je
provadéna vysevem lyzatl fagh o vysokém titru na narGst rezistentnich
kment. Jednotlivé plaky, které na té&chto kmenech vyrostou s velmi
nizkou frekvenci (107° - 107%, Jjsou pak pouzZity k zalozeni lyzatl
obsahujicich mutantni fagy. Pro dosaZeni Sirokého lytického spektra
miiZe byt selekce provadéna v né&kolika stupnich, bé&hem nichZ jsou
fagové mutanty ziskané na jednom rezistentnim kmeni nésledné vysévany
na dal3i (jiné) rezistentni kmeny. Béhem tohoto procesu probihaji ve
fagovych genomech mutace, které ovliviuji 1lytické schopnosti faga a
vedou k rozii¥eni jeho rozmezi hostitele. Eventualita, 7e selektované
fagy mohou byt vysledkem modifikace indukované hostitelskym kmenem
pouzitym pro Jjejich selekci, je ovéfena stanovenim hodnoty u&¢innosti
vysevu (eop) na testovanych kmenech a jejich schopnosti udrZet si

Siroké rozmezi hostitele po opakovaném pomnoZeni na propagacnim kmeni
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(testovani reverze). Na zakladé vlastnich dlouholetych zkuSenosti ma

viak vétdina takto =ziskanych bakteriofadgovych subtypl charakter

mutant, které si roz3ifené rozmezi hostitele trvale udrzuji.

Vyroba koneéného pifipravku

Popis a sloZeni koneéného pripravku

Hotovy lé&ivy piipravek je lyofilizovany préaSek pro pEipravu roztoku
(lyofilizat) vyrobeny sterilni filtraci a lyofilizaci smési
antistafylokokového fagového lyzatu obsahujici ucinné fagové Castice
polyvalentniho stafylokokového bakteriofaga.

Lé&ivo pro lokalni pouZiti obsahuje vysoce G&inné virulentni fagoveé
Sastice s polyvalentnim (&inkem. Je standardizovan ve své uc¢innosti
podle koncentrace specifickych fagovych gastic po rekonstituci prasku

pro pfipravu roztoku v rozpouStédle (voda na injekci) na 1 ml.

V jedné terapeutické davce je obsaZeno minimalné 10° &astic.

Vyrobni proces kone&ného lécivého pfipravku

Vyroba 3arZe kone&ného pripravku kontinudlné navazuje na vyrobu
fagovych 1lyzatlh Jjednotlivych subtypt fagového kmene. SarZe koneé&ného
pripravku je vyrobena smichénim stejného mnozstvi fagovych lyzatu
jednotlivych subtypl bakteriofaga, pfipravena smés je sterilné
zfiltrovana, rozplnéna do lahvic¢ek a lyofilizovana. Po ukonéeni
lyofilizace Jjsou lahvié¢ky s hotovym pEipravkem uzavteny zatkou,

zajisténou pertli.

Filtrace

Sm&s lyzatl se po odebrani vzorku pro mikrobidlni zAatéz (100 ml)
filtruje ptes filtra&ni vrstvu o porosité 0,22 um.

Mezioperacéni kontrola:

Stanoveni mikrobialni zaté&Ze pripravku - max. 10 PFU/100 ml.

Rozplnovani
Filtrovany lyzat se rozpliiuje po 10 ml do lahvicek PNC 20 ml.

Mezioperaéni kontrola: Kontrola plné&ného objemu pomoci kalibrovaného

odmérného valce.
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Lyofilizace

Naplnéné lahvi&ky pFekryté lyofiliza¢ni =zatkou jsou lyofilizovany ve
vakuu z hlubokého namraZeni (-45 °C) zahfivanim na deskach do stanovené

teploty (+30 °C).

Popis lyofilizacniho cyklu:

I. Faze: namraZeni desek na -50 °c, zaloZeni materialu, namraZeni
materialu do vyrovnani teploty desek a materidlu na stejnou hodnotu

(doba trvani faze 1 hod.)

1I. Faze: Je udrZovana zmrazovaci teplota desek na -50 °C a zahfivana

vyvéva (doba trvani faze 30 min.)

III. Faze: hlavniho sueni - evakuace su3iciho prostoru do nastaveného
vakua (30-80 Pa). Po dosaZeni hodnoty tlaku, zacina ohtivani desek
nastavené na teplotu 430 °C dle ¢asového reZimu. Tato faze

lyofiliza&niho procesu predstavuje p¥iblizZné 90 % celkového casu a
trva priblizné 24 hodin.

IV. Faze: Finalni sudeni za maximdlniho vakua (2 - 0,5 Pa) a maximalni
teploty +30 °C. Pokud je dosaZeno teploty produktu shodné s teplotou
topnych desek a hodnoty vakua se pfi testu ukon&eni su3eni neméni, Jje

lyofilizace ukon&ena zruSenim vakua.

Po ukon&eni lyofilizace jsou zatky zajiStény pertli.

Pf¥ehled obrazkud na vykresech

Obr. 1 znazoriiuje schéma piipravy fagového lyzatu

Obr. 2 znazoriuje schéma vyroby kone&ného pfipravku

P¥iklad provedeni vyndlezu

Priklad 1

0
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Zpisob vyroby lé&iva ve formé antistafylokokového fagového lyzatu
zahrnuje nasledujici po sob& jdouci kroky:

- oziveni bakteridlniho kmene;

- pasazovani bakteridlniho kmene;

- priprava buné&énych subkultur;

- priprava fagového startéru metodou dvouvrstevného agaru;

- ptiprava fagového startéru v tekuté ptdé;

- priprava bakterialni suspenze;

- priprava fagového lyzatu;

- filtrace fagového lyzatu nebo smé&si lyzatl;

- rozplnéni filtrovaného lyzatu nebo smési lyzatd do lahvicek;

- lyofilizace lahvicek s lyzatem nebo se smé&si lyzatu.

Krok oZiveni bakterialniho kmene zahrnuje vyolkovani lyofilizovaného

pakterialniho kmene po jeho rozpu3téni na 1,5% tryptonovy agar a jeho

naslednou kultivaci po dobu 24 hodin p¥i teploté +37 °C t 1 °C.

Krok pasazovani bakterialniho kmene zahrnuje ptreolkovani narostlého

bakterialniho kmenu na potfebny pocet ploten s 1,5 % tryptonovym

agarem a jeho kultivace po dobu 24 hodin p¥i teplot& + 37 °C = 1 °C.

Krok pfipravy bun&&nych subkultur zahrnuje pfeolkovani bakterialni
kultury z pevné pidy do Erlenmayerovy banky se 100 ml tryptonové pudy,
pri¢emz mnozZstvi zaolkovanych Erlenmayerovych ban&k zavisi na

potfebném mnoZstvi subkultur pro vyrobu a kultivace probihd 24 hodin

p¥i teplot& + 37 °C = 1 °C.

Krok pripravy fagového startéru metodou dvouvrstevného agaru zahrnuje
o¥iveni rozpusténého fagového kmene a Jjeho pomnoZeni, pfic¢emZ Petriho
misky s 1,5 % tryptonovym agarem, ktery slouzi jako zaklad, se preliji
3 ml 0,36% tryptonového agaru, ktery obsahuje bakteriadlni suspenzi
pfisludné hostitelské bakterie Staphylococcus aureus a suspenzi
bakteriofaga, ziskaného resuspendovanim lyofilizovaného fagového kmene

v izotonickém roztoku, nasleduje inkubace 24 h p¥i teploté +37 °C * 1

°c, poté se povrch kazde plotny pfelije tryptonovym agarem, po 30
minutach se m&kky povrch s 0,36% tryptonovym agarem smyje a
centrifuguje 3krat 1 hodinu p¥i 5000 RPM, pricemZz bakteriofag je

obsaZen v supernatantu.
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Krok ptipravy fagového startéru v tekuté padé zahrnuje inokulaci
tryptonové pady subkulturou hostitelské bakterie Staphylococcus
aureus, kultivace probihd v termostatu p¥i teplot& +37 °C £ 1 °C tak
dlouho, a? je dosaZena optickd denzita biomasy 0,3 - 0,4, méfeno na
spektrofotometru pfi vlnové délce 500 nm, do stafylokokové suspenze se
pridad 15 - 20 ml fagového lyzatu pripraveného dle pfedchoziho bodu, o
min. titru 1 x 10'° PFU/ml, probiha pomnoZeni bakteriofaga pf¥i pokojové
teplot& 18 - 20 hodin za stélého tfepani, nasleduje centrifugace 1

hodinu p*i 5000 RPM, pricemZ bakteriofag je obsaZen v supernatantu.

Krok pf¥ipravy bakteridlni suspenze zahrnuje zaolkovani bakterialni
suspenze z Erlenmayerovych banék do 3000 ml tryptonové pidy v 5 1
lahvi, ptridemZ kultivace pfi + 37 °C + 1°C probiha tak dlouho, nez se
doséhne poZadované denzity v rozmezi 0,25 - 0,35, doba kultivace
probihd v rozmezi 4 aZz 5 hodin, prvni vzorek na kontrolu denzity je
odebran po 3 hodindch kultivace a dals3i vzorky Jsou odebirany

v zavislosti na nartustu bakterii.

Krok ptipravy fagového 1lyzatu nebo smési fadgovych 1lyzatl =zahrnuje
pfidani fagového startéru startér o min. titru 1 x 10*°  PFU/ml
v mno¥stvi o objemu 50 - 60 ml k bakterialni suspenzi, pfifemZ startér
je asepticky ptridan v okamZiku, kdy je hodnota optické denzity vzorku
v intervalu 0,25 - 0,35, bakteriolyza probihd pfi pokojové teploté 20
- 30 hodin, b&hem bakteriolyzy dochazi k projasfiovani tekuté kultury a
optickd denzita 1lyzované bakteridlni suspenze musi poklesnout pod

hodnotu 0,1.

Po odebrani vzorku pro mikrobidlni =zatéZ o obsahu vzoru 100 ml se
fagovy 1lyzat nebo sm&s lyzatt filtruje pfes filtraéni vrstvu o
porosité 0,22 um, p¥ifemZ mikrobidlni zatéz pripravku odpovida max. 10

PFU/100 ml.

Filtrovany lyzat se rozpliiuje po 10 ml do lahvicek PNC 20 ml.

Lahvi&ky s lyzatem nebo se smési lyzath prekryté lyofilizacéni zatkou
jsou lyofilizovany ve vakuu z hlubokého namraZeni (-45 °C) =zahfivénim
na deskach do stanovené teploty (+30 °C), ptiéemZ krok lyofilizace
sestava z nasledujicich fazi a po ukonZeni lyofilizace jsou =zatky

zajistény pertli:
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I. Faze: namraZeni desek na -50 °c, zaloZeni materidlu, namrazZeni

materidlu do vyrovnani teploty desek a materialu na stejnou hodnotu

(doba trvani faze 1 hod.)

1I. Faze: Je udrZovana zmrazovaci teplota desek na -50 °C a zahfivana

vyvéva (doba trvani faze 30 min.)

III. Faze: hlavniho suSeni - evakuace su3iciho prostoru do nastaveného
vakua (30-80 Pa). Po dosaZeni hodnoty tlaku, zacina ohfivani desek
nastavené na teplotu +30 °C dle ¢asového rezZimu. Tato féaze

lyofiliza&niho procesu pfedstavuje p¥iblizné 90 % celkového ¢asu a

trva pribliZné 24 hodin.

1V. Faze: Finalni sudeni za maximalniho vakua (2 - 0,5 Pa) a maximalni
teploty +30 °C. Pokud je dosaZeno teploty produktu shodné s teplotou
topnych desek a hodnoty vakua se pfi testu ukon&eni sueni neméni, je

lyofilizace ukoncena zruSenim vakua.

PFi vyrobé& byla pouzita tryptonova ptda vytvorend =ze souboru latek
zahrnujiciho Trypton Oxoid, Yeast extract Oxoid, chlorid sodny a
purifikovanou vodu, a d&le byl pouZit tryptonovy agar sestavajici
z kombinace tryptonové pudy a Agar Oxoid M 1. Sterilizace ptipraveného

tryptonového agaru a tryptonové ptady probihala v parnim sterilizatoru

p¥i teplot& 121 °C pro dobu 30 minut.

PEiklad 2

Lé¢ivo ve formé& antistafylokového fagového lyzatu obsahujici ucinné
fagové <&astice polyvalentniho stafylokokového bakteriofadga, které je
pripravené zpusobem podle pfikladu 1. V jedné terapeutické davce Je

minimalné 10° &astic bakteriofaga.

Primyslova vyuzitelnost

Vynadlez Jje prumyslové vyuzitelny v oblasti humanni 1 veterinarni
mediciny u v3ech forem stafylokokovych infekci. Slouzi k destrukci

stafylokokovych bunék v misté probihajici infekce.
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Zptisob vyroby lécéiva ve formé antistafylokokového fagového
lyzatu, vyznadujici se tim, 2Ze zahrnuje néasledujici po sobé
jdouci kroky:

- oziveni bakteridlniho kmene;

- pasazovani bakteriélniho kmene;

- priprava bunéénych subkultur;

- priprava fagového startéru metodou dvouvrstevného agaru;

- priprava fagového startéru v tekuté pudé;

- priprava bakteriélni suspenze;

- priprava fagového lyzatu;

- filtrace fagového lyzatu nebo smési lyzatd;

- rozplnéni filtrovaného lyzatu nebo smési lyzata do lahvicek;

- lyofilizace lahvicek s lyzatem nebo se smé&si lyzatu.

nebo zahrnuje nasledujici po sobé& jdouci kroky:

- oziveni bakteridlniho kmene;

- pasaZovani bakterialniho kmene;

- priprava buné&énych subkultur;

- priprava bakteriadlni suspenze;

- ptriprava fagového startéru metodou dvouvrstevného agaru;

- ptiprava fagového startéru v tekuté ptdé;

- priprava fagového lyzatu;

- filtrace fagového lyzatu nebo smési lyzatd;

- rozplnéni filtrovaného lyzatu nebo smési lyzatu do lahvicek;

- lyofilizace lahviéek s lyzatem nebo se sm&si lyzatu.

Zptsob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
o¥iveni bakterialniho kmene zahrnuje vyockovani lyofilizovaného
bakteridlniho kmene po jeho rozpusténi na 1,5% tryptonovy agar a

jeho naslednou kultivaci po dobu 24 hodin pfi teploté& +37 °C £ 1

°C.

Zplsob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
pasd?ovani bakterialniho kmene zahrnuje preolkovani narostlého

bakterialniho kmenu na potfebny poCet ploten s 1,5 % tryptonovym
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agarem a jeho kultivace po dobu 24 hodin pfi teplot& + 37 °C + 1

°C.

Zplsob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
pr¥ipravy bun&énych subkultur zahrnuje pfeolkovani bakterialni
kultury z pevné pudy do Erlenmayerovy banky se 100 ml tryptonové
pudy, pfiéem# mnoZstvi zaolkovanych Erlenmayerovych banék zévisi

na potfebném mnoZstvi subkultur pro vyrobu a kultivace probiha 24

hodin p¥i teplot& + 37 °C + 1 °C.

Zplisob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
p¥ipravy fagového startéru metodou dvouvrstevného agaru zahrnuje
o¥iveni rozpudté&ného fagového kmene a Jjeho pomnozZeni, pricemz
Petriho misky s 1,5 % tryptonovym agarem, ktery slouZi jako
zédklad, se preliji 3 ml 0,36% tryptonového agaru, ktery obsahuije
bakteridlni suspenzi pfisluldné hostitelské bakterie
Staphylococcus aureus a suspenzi bakteriofaga, ziskaného
resuspendovanim lyofilizovaného fagoveho kmene Vv izotonickém
roztoku, nasleduje inkubace 24 h pf¥i teploté& +37 °C + 1 °C, poté
se povrch ka?dé plotny pfelije tryptonovym agarem, po 30 minutéach
se mé&kky povrch s 0,36% tryptonovym agarem smyje a centrifuguje
3krat 1 hodinu p¥i 5000 RPM, pticemZ bakteriofdg je obsaZen

v supernatantu.

Zpisob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
pfripravy féagového startéru v tekute padé zahrnuje inokulaci
tryptonové pldy subkulturou hostitelské bakterie Staphylococcus
aureus, kultivace probiha v termostatu p¥i teplot& +37 °C t 1 °C
tak dlouho, a? je dosaZena optickd denzita biomasy 0,3 - 0,4,
mé¥eno na spektrofotometru p¥i vlnové délce 500 nm, do
stafylokokové suspenze se prida 15 - 20 ml fagového 1lyzatu
pfipraveného dle pfedchoziho bodu, o min. titru 1 x 10'° PFU/ml,
probiha pomnoZeni bakterioféga pf¥i pokojove teploté& 18 - 20 hodin
za stalého t¥epani, nasleduje centrifugace 1 hodinu pf¥i 5000 RPM,

pricemZ bakteriofdg je obsaZen v supernatantu.

Zpsob vyroby léiva podle néroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
pripravy bakteridlni suspenze zahrnuje zao&kovani bakteridlni

suspenze z Erlenmayerovych banék do 3000 ml tryptonové pldy v 5 1



ts

-16 -

lahvi, ptridemZ kultivace p¥i + 37 °C = 1°C probiha tak dlouho,
ne? se dosdhne poZadované denzity v rozmezi 0,25 - 0,35, doba
kultivace probih& v rozmezi 4 aZ 5 hodin, prvni vzorek na
kontrolu denzity je odebran po 3 hodindch kultivace a dalsi

vzorky jsou odebirdny v zavislosti na narlstu bakterii.

Zpisob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
ptipravy fagového lyzatu nebo smési fagovych lyzatld =zahrnuje
pridani fagového startéru startér o min. titru 1 x 10%° PFU/ml v
mno#stvi o objemu 50 - 60 ml k bakteridlni suspenzi, pticemz
startér je asepticky pfridan v okamZiku, kdy Je hodnota optické
denzity vzorku v intervalu 0,25 - 0,35, bakteriolyza probihéd pfi
pokojové teplot& 20 - 30 hodin, béhem bakteriolyzy dochazi k
projasnovani tekuté kultury a opticka denzita lyzované

bakterialni suspenze musi poklesnout pod hodnotu 0,1.

zplisob vyroby 1léc¢iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze po
odebrani vzorku pro mikrobidlni zaté&Z o obsahu vzoru 100 ml se
fagovy lyzat nebo smé&s lyzatd filtruje pfes filtraéni vrstvu o
porosit& 0,22 pm, pfiemZz mikrobialni zatéZz pripravku odpovida

max. 10 PFU/100 ml.

Zplisob vyroby 1léc¢iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, zZe

filtrovany lyzat se rozpliiuje po 10 ml do lahviek PNC 20 ml.

Zzplisob vyroby lé&iva podle néroku 1, vyznaéujici se tim, :Ze
lahvi&ky s lyzatem nebo se smési lyzatt prekryté 1lyofilizaclni
zatkou jsou lyofilizovany ve vakuu z hlubokého namraZeni (-45 °C)
zahfivanim na deskach do stanovené teploty (+30 °C), pEilemZz krok
lyofilizace sestava z nasledujicich fazi a po ukonceni
lyofilizace jsou zatky zajistény pertli:

I. Faze: namraZeni desek na -50 °C, =zaloZeni materialu,
namraseni materialu do vyrovnani teploty desek a materialu na

stejnou hodnotu (doba trvani faze 1 hod.)

II. Faze: Je udrZovana zmrazovaci teplota desek na -50 °C a

zah¥ivana vyvéva (doba trvani faze 30 min.)
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III. Faze: hlavniho su$eni - evakuace su3iciho prostoru do
nastaveného vakua (30-80 Pa). Po dosaZeni hodnoty tlaku, zacina

ohfivani desek nastavené na teplotu +30 °C dle &asového reZimu.
Tato faze lyofiliza&niho procesu piedstavuje pfiblizné 90 %

celkového Casu a trva priblizné& 24 hodin.

IV. Faze: Finalni sueni za maximalniho vakua (2 - 0,5 Pa) a
maximalni teploty +30 °C. Pokud Je dosaZeno teploty produktu
shodné s teplotou topnych desek a hodnoty vakua se pfi testu

ukon&eni suSeni nem&ni, je lyofilizace ukoncena zruSenim vakua.

Zplisob vyroby 1é¢&iva podle nékterého =z narokd 1 az 7,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje pouZiti tryptonové pudy vytvoiené
ze souboru latek zahrnujiciho Trypton Oxoid, Yeast extract Oxoid,

chlorid sodny a purifikovanou vodu.

zplisob vyroby 1léc&iva podle nékterého z naroka 1 aZz 7 a 10,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje pouZiti tryptonového agaru

sestavajiciho z kombinace tryptonové pudy a Agar Oxoid M 1.

Zpiisob vyroby lé&iva podle naroku 1, vyznadujici se tim, ze
zahrnuje sterilizaci pfipraveného tryptonového agaru a/nebo
tryptonové pldy, kterd probiha v parnim sterilizatoru p¥i teploté

121 °C pro dobu 30 minut.

Lé&ivo ve formd antistafylokového fagového lyzatu pripravitelné
zpisobem podle naroku 1 az 14 obsahujici u&inné fagové castice
vice jak jednoho subtypu polyvalentniho stafylokokového

bakteriofaga.

Lé&ivo ve formé& antistafylokového fagového lyzatu prfipravitelné
zptisobem podle narokd 1 az 14 obsahujici ucinné fagové Castice z
vice jak jednoho subtypu polyvalentniho stafylokokového

bakteriofdga a fagovych mutant s rozdifenym rozmezim hostitele.

Zplisob vyroby lé&iva podle naroku 16, vyznadujici se tim, 2zZe
subtypy bakteriofdga s $irSim rozmezim hostitele jsou izolovany z
plak vyrostlych po vysevu vychoziho faga na necitlivé
bakterialni kmeny Staphylococcus aureus, kdy izolace novych

@&innych subtypl je provadéna vysevem lyzatd fagh o vysokém titru
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na narast rezistentnich kment, pak Jjednotlivé plaky, které na
t&chto kmenech vyrostou s velmi nizkou frekvenci (107 - 107°),
jsou nasledn& pouZity k zaloZeni lyzatd obsahujicich mutantni
fagy, selekce je provadéna v nékolika stupnich, bé&hem nichZ jsou
fagové mutanty ziskané na Jjednom rezistentnim kmeni nésledné

vysévany na dal3i rezistentni kmeny pro dosazeni Sirokého

lytického spektra.

Lédivo podle naroku 15 nebo 16 vyznaéujici se tim, Ze v jedné

terapeutické davce obsahuje minimalné 10° &astic bakteriofagtl.

Pouziti léc¢iva ve form& antistafylokového fagového lyzatu podle
narokd 15 nebo 16 vyrobeného zpisobem podle narokl 1 aZ 14 a nebo
17 pro mistni aplikaci k 1é&b& infekci vyvolanych stafylokokovymi

kmeny.

Pousiti lé&iva ve form& antistafylokového fagového lyzatu podle
narokt 15 nebo 16 vyrobeného zplusobem podle naroka 1 aZ 14 a nebo

17 jako souast preventivnich opatfeni v pfedoperacni pfipravé.

Pousiti lé&iva ve form& antistafylokového fagového lyzatu podle
narokd 15 nebo 16 vyrobeného zplsobem podle ndrokd 1 aZ 14 a nebo
17 k zabran&ni vzniku superponovanych pyogennich komplikaci po

operativnich intervencich.

Pouziti léc¢iva ve formé& antistafylokového fagového lyzatu podle
narok 15 nebo 16 vyrobeného zplUsobem podle naroka 1 az 14 a nebo
17 ke konzervaci a uchovavani potravin a nebo p¥i vyrobé krmiv

pro hospoda¥ska zvirata.

Pouziti lé&iva ve form& antistafylokového fagového lyzatu podle
naroku 15 nebo 16 vyrobeného zplusobem podle naroku 1 az 14 a nebo
17 vyuZiti p#i dekontaminaci povrcht zejména v nemocnilnim

prostfedi anebo p¥i dekontaminaci lékafskych nastroju a pomlicek.



Obr. 1
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Pfiprava fagového startéru
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Obr. 2

Fagovy lyzat Fagovy lyzat
Smés fagovych
lyzata
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