CZ 309429 B6

PATENTO VY SPIS (11) Cislo dokumentu:

309 429

(13) Druh dokumentu: B6

(21) Cislo prihlagky: 2020-181 (51) Int. CL.:
) Eié; prilisene. ﬂ";gggg‘l’ C120 1/70 (2006.01)
REPUBLIKA paneno: i CI2R 1/445 (2006.01)
(Véstnik €. 41/2021) CI2R 1/92 (2006.01)
(47) Udéleno: 23.11.2022 '
(24) Oznameni o udéleni ve véstniku: 04.01.2023

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(Véstnik ¢. 1/2023)

(56)

Relevantni dokumenty:

DVORACKOVA, Milada, et al. Antimicrobial effect of commercial phage preparation Stafal® on biofilm and planktonic forms of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Folia microbiologica, 2019, 64.1: 121-126, E-ISSN: 1874-9356; OTRADOVCOVA, Lenka. Izolace a charakterizace mutant
polyvalentniho stafylokokového bakteriofaga ucinnych proti methicilin-rezistentnim kmenum Staphylococcus aureus [online]. Bmo, 2012 Diplomova
prace. Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta; DVORACKOVA, M., et al. Therapeutic potential of bacteriophages for staphylococcal
infections and selected methods for in vitro susceptibility testing of staphylococa Epidemiologie, Mikrobiologie, Imunologie: Casopis Spolecnosti pro
Epidemiologii a Mikrobiologii Ceske Lekarske Spolecnosti JE Purkyne, 2020, 69.1: 10-18, ISSN: 1210-7913, 01 Jan 2020, BENESIK, Martin, et al.
Comparison of two phages for potencial commercial use—genomes, host spectrum and declaration of nontoxicity. 2017, In 100th Centennial
Celebration of Bacteriophage Research, Institut Pasteur, France. 2017, Konferen¢ni abstrakt, In 100th Centennial Celebration of Bacteriophage
Research, Institut Pasteur, France. 2017, ID - 1384797, <retrieved 2021-06-17>; BENESIK, Martin, et al. Genomic characterization of newly isolated
wide-host-range phages of Aeromonas salmonicida. 2019, Article in Proceedings, In Jaroslaw Dziadek. 8th International Weigl Conference: HUMAN
WELFARE AND INFECTIOUS DISEASES IN A NEW MICROBIOME RESEARCH ERA. 1st ed. Lodz: Grupa Medica s.c., 2019. ISBN 978-83-
925769-6-9, <retrieved 2021-06-17>.

WO 9957304; KR 100592693B; WO 9406931.

(73)

(72)

(74)

Majitel patentu:

MB PHARMA s.r.0., Praha 2, Vinohrady, CZ
Puvodce:

Mgr. Martin Benesik, Ph.D., Strani, CZ

RNDr. Marek Mosa, Ph.D., Mecefiz, CZ
Zastupce:

Rott, Ruzi¢ka & Guttmann a spol., Vyskocilova
1566, 140 00 Praha 4, Michle

(54)

(57)

Nazev vynalezu:

Lyofilizovana testovaci sada ke stanoveni
antimikrobialni biologické ucinnosti
fagovych pripravki na bakterii
Staphylococcus aureus

Anotace:

Lyofilizovana testovaci sada na stanoveni biologické
antimikrobidlni u€innosti fagového lyzatu na bazi
mikrotitraéni desticky, kde jednotlivé jamky jedné fady
obsahuji alespoi 50 pl lyzatu jednoho nasledujiciho faga,
ulozeného ve sbirce mikroorganismu v Mnichové pod
¢islem DSM 33472, DSM 33473, DSM 33474, DSM
33475, DSM 33476 nebo DSM 33477, nebo jejich
kombinaci, a to v desitkovém fedéni v koncentracich
1x10%az 1x102 PFU/ml. Zpiisob stanoveni biologické
antimikrobidlni i¢innosti fagového lyzatu pomoci této
lyofilizované testovaci sady.
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Lyofilizovana testovaci sada ke stanoveni antimikrobialni biologické ucinnosti fagovych
pripravki na bakterii Staphylococcus aureus

Oblast techniky

Technické feseni se tyka testovaci sady obsahujici lyofilizovany fagovy lyzat pusobici na bakterie

Staphylococcus aureus. Sada je vhodna pro velmi citlivé testovani antimikrobialni biologické
ucinnosti fagového lyzatu na patogenni bakterie S. aureus pfimo u uzivatele.

Dosavadni stav techniky

Bakterie rodu Staphylococcus jsou Castym puvodcem onemocnéni lidi 1 zvifat. V poslednich letech
jsou velkym problémem v humanni medicing 1 veterinarim prostiedi. Podle svétové zdravotnické
organizace (WHO) v souvislosti s bakteriemi rezistentnimi k antibiotikiim zemfe ro¢né v zemich
EU 33 000 lidi. Podle soucasnych odhadi WHO, bude v roce 2050 pocet umrti kvili infekcim
zpusobenych bakteriemi rezistentnimi k antibiotikim vy$§i nez pocet umrti zplisobenych
rakovinnym onemocnénim. V ramci feSeni antibiotické krize je nutné pfijit snovymi
antimikrobialnimi latkami, ale také se zcela jinym pristupem k 1é¢bé a diagnostice bakterialnich
puvodcu onemocnéni (Duval et al., 2019).

Krom¢ jinych moznych antimikrobialnich latek jsou jednou z moznosti bakteriofagy a jejich
pouziti proti bakteriim. Takzvana fagova terapie neni ni¢im novym a v soucasnosti se dostava stale
vice do stfedu zaymu lékarua a védeckych tymu, pravé v souvislosti s rezistenci bakterii
k antibiotikim (Lin et al., 2017). Princip fagové terapie byl popsan jiz velmi davno, ale az
s rozvojem modernich mikrobiologickych a molekulamé biologickych metod, popisujici jak fagy,
tak patogenni bakteric mize byt bezpecné a rychle zavedena do praxe. OvSem pfistup k 1é¢be
bakterialnich infekci pomoci fagu se diametralné lisi od antibiotik. Zatimco antibiotika byvaji Casto
Sirokospektralni a pasobi napri¢ bakteridlnimi rody a druhy, fagy jsou Casto velmi specifické a
pusobi na konkrétni baktenialni rod, druh, pfipadné pouze specifické baktenalni kmeny. Zatimco
antibiotika lze aplikovat bez detailni znalosti baktenialniho ptivodce onemocnéni, u 1éCby fagy je
nutna diagnostika bakterii. Detailni diagnostika se u antibiotické lécby praktikuje, az kdyz
nezaberou silnd antibiotika a je tfeba zjistit, zda je k nékterému antibiotiku bakterie senzitivni. U
fagli a mixu fagu je dualezita takova diagnostika hned pred zacatkem 1€¢by fagem. Jelikoz se 1isi
mechanismus pusobeni fagu a antibiotik, je nutné modifikovat rychlé diagnostické metody podle
potieb fagové terapie.

Existuje nékolik 1€kopisnych metod pro testovani u¢innosti antimikrobialnich latek, které jsou jiz
rutinou v mikrobiologickych laboratofich. Jedna se o difuzni metodu, kdy se antibiotikum z disku
uvoliiuje do okoli a eliminuje rast bakterie v pfitomnosti antibiotika. U&innost se pak sleduje dle
velikosti inhibiéni kolem disku. V pfipad¢ rezistence bakterie k antibiotiku rezistentni zoéna
nevznika. Tato metoda vSak neni dobfe aplikovatelna na bakteriofagy, jelikoz jsou mnohem vétsi
nez antibiotika, proto nedifunduji do prostredi tak rychle.

Dalsi metodou je minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), kdy se stanovuje koncentrace
antibiotika, ktera inhibuje viditelny bakterialni riist (Andrews, 2002). Posuzuje se pouhou vizualni
kontrolou a neni potfebny spektrofotometr. Zde se ur€uje minimalni koncentrace antibiotika, které
inhibuje rust bakterie. Koncentrace (CFU) bakterie musi byt pro test jasné definovana. Na obdobné
bazi se urCuje minimalni baktericidni koncentrace (MBC), coz je koncentrace, ktera zabrani ristu
bakterii v médiu. Pro tyto metody jsou definované postupy Statnim zdravotnim ustavem, kter¢
vyuzivaji diagnostickd pracovi§t€ v nemocnicich a jinych institucich. Pro stanoveni
antimikrobialni biologické ucinnosti fagovych lyzati vSak zadné oficialn¢ schvalené metody
neexistuji a vysledky testovani v jednotlivych laboratorich se tak mohou znaéné lisit. Metodou,
ktera se snad blizi ur€eni MIC u antibiotik, je tzv. Appelmaniv test pouzivany od roku 1921
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(Merabishvili et al., 2014), ktery se ovSem lisi od stanoveni MIC, tedy vysledky obou testi nelze
k sobé vztahnout. Navic testovani biologické ucinnosti fagu je vétSinou zalezitosti nékolika
specializovanych pracovist, ktera s fagy pracuji. Od izolace patogenni bakterie, transportu do
specializovaného zafizeni a cela zpétna vazba zpét k pacientovi tak zabere velmi dlouhy Casovy
usek, nez kdyby byla biologicka aktivita testovana pfimo v zafizeni, kde se nachazi pacient.

Existuje n¢kolik metod, jak stanovit uéinnost bakteriofagi na konkrétni danou bakterii. Jde o
plakovou plotnovou metodu, kdy se jednotliva fedéni faga vykapavaji na rostouci bakterialni
kulturu ve dvouvrstvém agaru a tim se stanovuje koncentrace bakteriofagu, tzv. plaque forming
unit (PFU) (Anderson et al., 2011). Fagy se mohou na kulturu v pfislusném redéni vykapat, nebo
Jsou pridany pfimo do agaru k bakterialni kultufe. Na zaklad¢ poctu plak a prislusného fedéni se
tak pocita koncentrace Zivotaschopnych fagu, obsazenych v 1 ml lyzatu. Nékdy se mohou pocty
lisit na zaklad€ pouzité¢ho ristového média, titracni bakterie atd. Tato metoda poskytne vysledek,
ktery urci pocet Zivotaschopnych fagi, ale podava jen ¢astenou informaci o mire antimikrobialni
biologické ucinnosti faga na bakterni. Pouze ze srovnani nakapani faga na vice kmenu lze usoudit,
jak je fag ucinny. Tato metoda je vSak narocna na material, zahrnuje vice kroku, v kterych lze
udélat chybu, a je nutné ji na kazdém pracovisti optimalizovat. Ke stanoveni poctu bakterii se daji
pouzit i jiné metody jako qPCR atd., ovSem ty nepodavaji informaci o tom, kolik fagi je schopnych
pomnoZit se na hostitelské bakterii (Anderson et al., 2011).

Firmy, laboratore a sbirky mikroorganismu ¢asto vlastni velmi specifické fagy a jejich proskoleny
personal zna metodiky k ureni citlivosti bakterii. V takovém pfipad¢ pacient ¢i1 zdravotnické
zafizeni musi odebrat patogenni, Casto rezistentni bakterii a zaslat ji na testovani. JelikoZ nemusi
fungovat specifické fagy ulozené u jednoho zdroje, bakterii je vhodné rozeslat na testovani na vice
mist. To neumozZiuje rychlou a efektivni diagnostiku citlivosti bakterie k fagim. Vzhledem k velké
dynamice vzniku rezistence bakterii k antibiotikim je nutna rychla metodika na uréeni citlivosti
bakterii k jinym antimikrobialnim latkam, kterymi mohou byt také bakteriofagy. Takova metodika
prozatim v diagnostickych laboratofich chybi a nikde nejsou dostupné fagy k testovani s metodou,
ktera by se dala rutinné vyuzit pravé v diagnostickych laboratofich, nebo pfimo tam, kde byly
patogenni bakterie izolovany. To muze byt feSeno dobrym proskolenim personalu nebo vhodnou
testovaci sadou, ktera pajde pouzit kdekoliv.

Bakteriofagy, stejné jako jiny biologicky material, nejsou v tekuté formé ¢asto dlouhodobé stabilni.
Z tohoto diivodu je nutné hledat jiné vananty prodlouzeni expirace, tzn pouzitelnosti fagovych
preparatu nebo jako v tomto pripadé testovaci sady, ktera obsahuje fagy. Jednou z moznosti, jak
zvysit stabilitu fagi je lyofilizace, ktera obecné u proteinu a biologického materialu zabraiuje
degradaci a tim prodluzuje stabilitu.

Podstata vynalezu

Vyse zminéné nedostatky eliminuje test na uréeni biologické ucinnosti fagu pusobicich proti
bakterii S. aureus. Lyofilizované fagy jsou obsazené v mikrotitraéni destiCce v ruznych
koncentracich. Do jamek s lyofilizatem je pfidano ristové médium, pufr nebo voda o objemu 50
az 100 ul a do téchto koncentracnich fad jsou pridany bakterie o presné dané koncentraci,
podobnym postupem, jenz je popsan pro aplikaci pfi stanoveni MIC, které jsou pro diagnosticke
laboratorfe rutinni.

Popis provedeni vynalezu

Lze pfipravit 96jamkovou mikrotitracni desticku, kde v kazdé ¢islem oznacené fad¢ bude od A do
H fedéni faga od 10° (jamka A) do 10? (jamka H). Tyto koncentrace se mohou liit, maximalné
mohou byt vSak nizsi o jeden rad. Tento pokles muze byt zpiusoben ztratou titru pfi lyofilizaci.
Kazda sarze sady vSak bude testovana na pokles titru a presna hodnota titru bude deklarovana pro
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kazdou Sarzi. Testovaci sada bude obsahovat také zkumavku s lyofilizovanou bakterii, ktera bude
senzitivni k fagu/fagim obsazenym v testovaci sadé. Tato bakterie bude pripravena a testovana
stejnym zpusobem jako klinicky testovany izolat a bude slouzit jako pozitivni kontrola. Desticky
s lyofilizovanymi fagovymi lyzaty je mozné skladovat v teploté od 0 °C do 25 °C. Pfi nevhodném
skladovani muze byt ovlivnéna aktivita, z duvodu degradace faga.

Smési faga a bakterie jsou pak kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 15 az 20 hodin a poté jsou
vyhodnoceny vysledky pravé podobné jako u MIC. Pokud je bakterie k fagu senzitivni, nedochazi
k zakaleni vzorku u fedéni az -4. Pokud je bakterie k fagu rezistentni, zustanou vSechny nebo
vétsSina jamek zakalenych. U nefedéného vzorku Casto nedochazi k zakalu, to je piisobeno tim, ze
fag ve velké koncentraci (v fadu 10°) inhibuje rust, i kdyZ neni schopen se na bakterii pomnozit.
Az kdyz je ¢iry vzorek pii koncentraci v fadu 107 (fedéni na -2), 1ze s urcitosti prohlasit, Ze bakterie
je k fagu senzitivni. Vysledky této metody pak mohou byt porovnany s ptsobenim antibiotik,
jelikoz byly stanoveny podobnou metodikou a mohou byt k sob¢ vzajemné vztazeny.

Zakladem pro pfipravu testovaci sady je fagovy lyzat pusobici proti bakteriim S. aureus a to
konkrétné fagy MB 401, MB 402, MB 403, MB SA2, MB SA3, MB SAS5 (tabulka 1) o koncentraci
(titru) 1x10% az 1x10'°. Lyzat je rozfedén nasledovné v desitkovém fedéni a rozdélen v daném
mnozstvi do jedné fady mikrotitracni desticky.

Tabulka 1: Bakteriofagy pouzité v testovaci sad¢ na stanoveni biologické ucinnosti fagovych
lyzatu. ,,% G+C* uvadi obsah guaninu a cytosinu.

Priprava zasobnich lyzati:

1. Do sterilni 50 ml zkumavky Cislo 1 odméfime 50 ml fagového lyzatu o minimalni koncentraci
1x10? az 1x10".

2. Do dalSich 7 zkumavek (Cislo 2 az 8) stenilné odmérime 45 ml tekutého sterilniho SA média
(Trypton 5g/l, Yeast extract 2 g/, NaCl 5g/1).

3. Ze Zkumavky ¢islo 1 steriln€ prfeneseme do zkumavky ¢islo 2 pfesny objem 5 ml lyzatu a
zkumavku ¢islo 2 dikladné promichame (obrazek 1).

4. Ze zkumavky cislo 2 pfeneseme sterilné do zkumavky Cislo 3 pfesny objem 5 ml lyzatu a
zkumavku ¢islo 3 dikladné promichame. Postupujeme stejnym zptsobem az po zkumavku ¢islo 8.

lyzatu.
Priprava desticky ze zasobnich lyzati
Jedna fada jamek mikrotitra¢ni desticky obsahuje vzdy jeden kmen faga v fedénich liSicich se o

jeden fad v fadech od 10%az 10* jdouci za sebou vedle sebe sestupné od nejvyssiho po nejnizsi
fedéni (od jamky A v desticce po jamku H).
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1. Z 50 ml zkumavky obsahujici fagy o koncentraci 1x10? pfeneseme 100 ml lyzatu do jamky A
na destiéce. DalSich 100 pl lyzatu niz$iho fedéni desitkové fady (1x10®) pfeneseme do nasledujici
jamky v fad¢ €. 1.

2. Obdobné postupujeme az zaplnime vSechny jamky v rfad¢ (sloupci) €. 1 v mikrotitra¢ni desticce.
(obrazek 2).

3. Podobné muzeme pfipravit v ramci mikrotitracni desticky ostatni fady (2 az 12), kde muze byt
obsazeno az 12 riznych fagu, nebo testovano 12 vzorku bakterii (obrazek 2).

4. Mikrotitracni desticka se umisti do lyofilizatoru a po prob¢hnuté lyofilizaci se stanovi titr
v jednotlivych jamkach u nahodné vybranych desticek z jedné Sarze.

Dva druhy bakterie (citliva 1137 a méné citliva-rezistentni SA A 4609 FNO) S. aureus bylo
zaockovano do 10 ml média a bylo kultivovano pri 37 °C po dobu 18 az 24 hodin. Z takto narostl¢
kultury pfipravime inokulum pro testovani biologické ucinnosti fagi. Nocni kultura se naredi na
hodnotu zakalu 1 McFarland a 2 ml tohoto fedéni se doplni do 20 ml médiem/fyziologickym
roztokem. Tato suspenze se nalije na sterilni Petriho misku. Do suspenze se namoci sterilni $picky
na multikanalové pipeté a po smoceni se prenesou a omoci v mikrozkumavkach stripu nebo
rozpusténém lyofilizatu v mikrotitraéni desti¢ce. Ta se necha kultivovat pfi 37 °C po dobu 12 az
18 hodin idealn¢ za mirného tfepani. Na zakladé zakalu v jednotlivych jamkach desticky se poté
vyhodnocuje vysledek (tabulka 2). Z vysledku je vidét patmy rozdil v citlivosti bakterie 1137 a
méng citlivého/rezistentniho kmene SA A 4609 FNO.

Testovani citlivé bakterie

Tabulka 2: testovani senzitivni a rezistentni bakterie na fedéni fagu MB 401, MB 402, MB 403 a
MB SA2. Cisla oznacuji fedéni, K- je kontrola rustu bakterie a KS je kontrola sterility prace a

lyzatu ve stripech. ¢ oznacena lyze, m velmi mimy zakal a zakal.

Ulozky fagi jsou uloZeny ve sbirce organismi v Mnichové (DSMZ) dle Budapest'ské smlouvy pod
Cisly: S. aureus bacteriophage MB401 = DSM 33472, S. aureus bacteriophage MB402 = DSM
33473, S. aureus bacteriophage MB403 = DSM 33474, S. aureus bacteriophage MBSA2 = DSM
33475, 8. aureus bacteriophage MBSA3 = DSM 33476, S. aureus bacteriophage MBSAS = DSM
33477.

Objasnéni vvkresu

Obrazek 1: Priklad fedéni fagovych lyzati v jamkach jedné fady mikrotitra¢ni desticky.
Obrazek 2: Priklad mikrotitracni desticky obsahujici 6 kmenii fagii (tabulka 1) v miznych fedénich.

Obrazek 3: Priklady vysledku testu biologické ucinnosti fagovych lyzata. V pfipadé nejasnosti
(muze byt rezistentni i senzitivni) je dobré dotestovat nakapanim.
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Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Do jamek mikrotitraéni desticky pipetujeme 100 ul vhodného kultivaéniho média a nechame fagy
rozpustit. Izolovanou kulturu bakterie S. aureus zaockujeme do 10 ml média a nechame rust pfi
37°C po dobu 18 az 24 hodin. Z takto narostlé¢ kultury pfipravime inokulum pro testovani
biologické ucinnosti faghi. Noc¢ni kultura se naredi na hodnotu zakalu 1 McFarland a 2 ml tohoto
fedéni se doplni do 20 ml médiem/fyziologickym roztokem. Tato suspenze se¢ nalije na sterilni
Petriho misku. Do suspenze se namoci sterilni Spicky na multikanalové pipeté a po smoceni se
pfenesou a omodi v jamkach mikrotitracni desticky s rozpusténym lyofilizatem. Desti¢ka se necha
kultivovat pfi 37 °C po dobu 12 az 18 hodin za mimého tfepani, aby dochazelo ke vzdusnéni
kultury. Na zaklad¢ zakalu v jednotlivych zkumavkach se poté vyhodnocuje vysledek (obrazek 3).
Pro presnost vysledki je dobré provadét testovani biologické ucinnosti ve 3 paralelnich
experimentech.

Priklad 2

Izolovanou kulturu bakterie S. aureus zaockujeme do 10 ml média a nechame rist pfi 37 °C po
dobu 18 az 24 hodin. Do jamek mikrotitraéni desticky pipetujeme 100 pl vhodného kultivac¢niho
média a nechame fagy rozpustit. Z narostlé baktenialni kultury pfipravime inokulum pro testovani
biologické ucinnosti fagil timto zpisobem. Do 5 ml média (nebo fyziologického roztoku) pfidame
5 pl nocni kultury. Objem 100 ul této suspenze se pak prenese do jamek mikrotitracni desticky
obsahujicich rozpusténé lyofilizované fagy. Desticka se necha kultivovat pii 37 °C po dobu 12 az
18 hodin. Na zaklad¢é zakalu v jednotlivych jamkach se poté vyhodnocuje vysledek (obrazek 3).
Pro presnost vysledki je dobré provadét testovani biologické ucinnosti ve 3 paralelnich
experimentech.

Priklad 3

Izolovanou kulturu bakterie S. aureus zaockujeme do 10 ml média a nechame rust pri 37 °C do
zakalu 0,5 McFarland. Z takto narostl¢ kultury pfipravime inokulum pro testovani biologické
ucinnosti  fagu timto zpusobem. Objem 2ml tohoto fedéni se doplni do 20 ml
médiem/fyziologickym roztokem. Tato suspenze se nalije na sterilni Petriho misku. Do suspenze
se¢ namoci sterilni Spicky na multikanalové pipeté a po smoceni se pfenesou a omoci v jamkach
mikrotitracni desticky. Dfive nez pfipravime kulturu bakterie je nutné rozpustit lyofilizat
v jamkach mikrotitracni desticky ve 100 pl vhodného média. Desticka se necha kultivovat pfi
37 °C po dobu 12 az 18 hodin. Na zaklad¢ zakalu v jednotlivych zkumavkach se poté vyhodnocuje
vysledek (obrazek 3). Pro presnost vysledku je dobré provadét testovani biologické ucinnosti ve
3 paralelnich experimentech.

Prumyslova vyuzitelnost

Desticka s riznymi druhy fagu (tabulka 1) bude uchovavana v lednici a v pripadé, Ze u pacienta
nezabere lécba antibiotiky, otestuje se bakterialni kmen na citlivost k bakteriofagiim primo
v zafizeni, které bakterii 1zolovalo a identifikovalo.

Literatura
Anderson, B., Rashid, M. H., Carter, C., Pasternack, G., Rajanna, C., Revazishvili, T., Dean, T.,

Senecal, A., & Sulakvelidze, A. (2011). Enumeration of bacteriophage particles.
Bacteriophage. https://doi.org/10.4161/bact.1.2.15456.



https://doi.Org/10.4161/bact.l.2.15456

10

15

CZ 309429 B6

Andrews, J. M. (2002). Determination of minimum inhibitory concentrations. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy. https://doi.org/10.1093/jac/dkf083.

Duval, R. E, Grare, M., & Demoré, B. (2019). Fight against antimicrobial resistance: We always
need new antibacterials but for right bacteria. In Molecules.
https://doi.org/10.3390/molecules24173152.

Lin, D. M., Koskella, B., & Lin, H. C. (2017). Phage therapy: An alternative to antibiotics in the
age of multi-drug resistance. World Journal of Gastrointestinal Pharmacology and
Therapeutics. https://doi.org/10.4292/wjgpt.v8.13.162.

Merabishvili, M., Vandenheuvel, D., Kropinski, A. M., Mast, J., De Vos, D., Verbeken, G., Noben,
J. P., Lavigne, R., Vaneechoutte, M., & Pimay, J. P. (2014). Characterization of newly isolated
lytic  bacteriophages active against Acinetobacter baumannii. PLoS  ONE.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0104853.



https://doi.org/10.1093/jac/dkf083
https://doi.org/10.3390/molecules24173152
https://doi.org/10.4292/wjgpt.v8.i3.162

20

25

CZ 309429 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Lyofilizovana testovaci sada na stanoveni biologické antimikrobialni ucinnosti fagového lyzatu,
vyznacujici se tim, Ze jednotlivé jamky jedné fady mikrotitracni destiCky obsahuji alespon 50 ul
lyzatu jednoho nasledujiciho faga, ulozeného ve sbirce mikroorganismi v Mnichové pod Cislem
DSM 33472, DSM 33473, DSM 33474, DSM 33475, DSM 33476 nebo DSM 33477, nebo jejich
kombinaci, a to v desitkovém fedéni v koncentracich 1x10°az 1x10> PFU/ml.

2. Testovaci sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze v jednotlivych jamkach mikrotitracni
desticky dale obsahuje CaCl, o koncentraci 0,1 az 1 mmol/l.

3. Testovaci sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze obsahuje fagovy lyzat v jednotkovém
fedéni v ramci jednoho fadu: 1x10% az 9x10°, 1x10®az 9x10%, 1x10"az 9x107, 1x10°az 9x10°,
1x10° az 9x10°, 1x10* az 9x10* PFU/ml.

4. Testovaci sada podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze je stabilni pfi teploté€ 0 az 25 °C.

5. Testovaci sada podle naroku 1 nebo 2, vyznalujici se tim, z¢ dale obsahuje bakteri
Staphylococcus aureus.

6. Zpusob stanoveni biologické antimikrobialni uc¢innosti fagového lyzatu, vyznacujici se tim, ze
s¢ testovana bakterie inkubuje v jednotkovém fedéni s lyofilizovanou testovaci sadou, kde
jednotlivé jamky jedné fady mikrotitraéni desticky obsahuji alespori 50 ul lyzatu jednoho
nasledujiciho faga, uloZzeného ve sbirce mikroorganismi v Mnichové pod Cislem DSM 33472, DSM
33473, DSM 33474, DSM 33475, DSM 33476 nebo DSM 33477, nebo jejich kombinaci, a to
v desitkovém fedéni v koncentracich 1x10° az 1x10? PFU/ml, a na zakladg zakalu v pouzitém fedéni
je pouhym okem vyhodnotitelna citlivost testované bakterie.

2 vykresy



CZ 309429 B6

Redéni zdsobnich lyzatu
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