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Bakteriofagy

bakterie + fagein (pdyeiv)

Viry infikujici bakterie

Siroce

rozSifené v biosféfe - 1031

castic

(mofska voda - az 9x108 viriond /ml)

Popsano cca 6000 fagu, 40 rodu, 13 Celedi

Mezinarodni komise pro taxonomii vira (ICTV), hitp:/ictvonline.org/virustaxonomy.asp
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Rao T.V.: Bacteriophages, http://www.slideshare.net/doctorrao/bacteriophage-11454471
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Vyuziti bakteriofagu
Modelovy organismus
Transfer genu (transdukce)
Fagotypizace
Fagova terapie




Historie

1896 — Ernst Hankin — pfitomnost agens s protibakteralnim
ucinkem (proti epidemii Vibrio cholerae) ve vodé
Gangy a Jamuny. (termolabilni agens prochazejici
porcelanovym filtrem)
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1920 ... — prvni klinické experimenty
d'Herelle F. (1917). Sur un microbe invisible antagoniste des bacilles dysentériques. Acad. Sci. Ser. D 165:373
d’Herelle F. (1925) Essai de traitement de la peste bubonique par le bactériophage. La Presse Med. 33: 1393-94

1922 - "bacteriophages" - d'Herelle (Pasteur Institute,Paris)

1923 - George Elijjq\3 institut fagove terapie v Thilisi

1936 - d'Hérelle pozvan Stalinem do Eliavova Institutu

= d'Hérelle MEiava
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V roce 1925, d'Herelle obdrzel ¢estny doktorat na univerzité v Leidenu,

stejné jako Leeuwenhoek medaile, ktery je poskytnut pouze jednou za deset let.
Ten byl obzvlasté dilezité pro néj,

jako jeho idol Louis Pasteur obdrzela stejny medaili v roce 1895.

V pristich letech, byl nominovan osmkrat za Nobelovou cenou,

ackoli on byl nikdy udélen jeden.
Filip ReZi¢ka; 10.08.2016

Ve dvacatych letech minulého stoleti vylécil v Indii riznymi bakteriofagy tisice lidi s cholerou nebo jinymi zanétlivymi a
prdjmovymi onemocnénimi. Roku 1930 se zacaly bakteriofagy pro Iécbu pripravovat i ve Spojenych statech a zdalo se, ze
jim nestoji nic v cesté. Avsak postupné zacaly pFibyvat prace se spornymi vysledky a po objevu antibiotik se na fagy témér
zapomnélo. Nyni se vi, ze tento pocatecni nelispéch zplsobila také nedostatecna znalost bakteriofagg.

Filip RZitka; 23.09.2016

rojasnéné oblasti na koloniich mikrokoka
Filip Rezi¢ka; 26.09.2016

roman Arrowsmith z roku 1925 od Sinclaira Lewisa
UZivatel systému Windows; 09.11.2018

1918 az 1921 uskutecnil vyzkum v Institutu Pasteur v Pafizi

Eliava v Pafizi

1923 - Gruzie a zalozil v Thilisi laboratof (pfejmenovany na Institut Eliavy v roce 1988)

V roce 1934 Stalin (na doporuceni Eliavy) pozval d'Herelle, do SSSR .- okouzleni komunismem

d'Herelle pracoval v Thilisi GUstavu a dokonce napsal a vénoval knihu "The Bacteriophage and the Phenomenon of
Recovery," Stalinovi.

Eliava se zamiloval do gruzinské zeny s imz hlava tajné policie (Beria!)

1937 Eliava byl popraven a odsouzen jako nepritel lidu.

d'Herelle se uchazel o jeho Zivot a nikdy se vratil k Thilisi
UZzivatel systému Windows; 09.11.2018



30 a 40 léta komercni vyuziti fagli ve Francii a USA (LU'Oréal (Francie): Bacté-intesti-phage,
Bacté-coli-phage, Bacté-rhino-phage, Bacté-pyo-phage, Bacté-staphylo-phage; Eli Lilly
(USA): Colo-lysate, Ento-lysate, Neiso-lysate, Staphylo-lysate)

1952 — Hirzfeldtv institut imunologie a experimentalni terapie , Wroclav (lé¢ba infekci
vyvolanych rody Staphylococcus, Klebsiella, Proteus, Escherichia, Shigella, Pseudomonas
nebo Salmonela)

BiofyzikalIni Ustav AV CR (dr. Pilich) — Stafal (Sevafarma —Imuna) — v CR registrovan SUKL v
ramci specifického |é¢ebného programu

Statni zdravotni ustav (F. Vanicek, L. MI€ochova, K. Raska) - preparaty proti uplavici,
pokusy o [éCbu bfisniho tyfu

Postupny odklon od fagové terapie (Zapad):

- Nevysvétleny mechanizmus pUsobeni fagl a jejich specifity, neznalost biologie fagl

- Chybné provadéné experimenty a prehnanad tvrzeni o ucinnosti (herpes, ekzém aj.)

- Nestandardni testovaci protokoly

- Pfehnané pozadavky a zvelicované spektrum lécitelnych chorob (lé¢ba virdz, exému aj.)
- Nestabilita fagovych preparatl (uchovavani za nevhodnych podminek)

- Vzestup ATB
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Rostouci rezistence k ATB
Omezeny pocet ATB, problémy s vyvojem novych preparat

Nezadouci ucinky ATB (biologické ucinky, toxicita)

Chronické infekce nereagujici na ATB terapii
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Intenzivni rozvoj novych metodickych pristupt v oblasti molekularni biologie,
strukturni biologie a biotechnologie

» Nové poznatky o interakci fagl s bakteriemi a makroorganismy — zaklad
racionalni fagové terapie



Strategie terapeutického vyuziti fagu

KIaS|cke vyuziti: koktejl intaktnich lytickych virulentnich fagu
oplachy a kremy kGize, oko, ucho, nos

- vyplachy - mocovy mechyr

- rany, popaleniny

- oralné (tbl., roztoky)

- rektalné

- aerosoly, intrapleuralni injekce

- intravendzné aplikace (v mensi mire)
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ResSeni problému fagové terpie

Vysoka specifita — fégové koktejly, polyvalentni fégy

llllll

(mutantni formy)
Bezpecnost
Negativni interakce lyzatl s imunitnim systémem - lyticky pUsobici
purifikované fagové Castice
Nebezpecdi lysogenie — sekvenovani fagovych genom

Pomnozovaci bakterialni kmen — sekvenovani a vybér vhodnych
pomnozovacich kmen

Verheust et al. Contained Use of Bacteriophages: Risk Assessment and Biosafety Recommendations. Applied Biosafety 2010; 15:32-44



Moznosti vyuziti fagu v zemédeélské vyrobé a potravinarstvi
Mozna aplikace pfimo na potraviny

e Specificita - aplikace faga na konkrétniho patogena

e NiZsi riziko rezistence nez je tomu u dezinfekénich prostredku

- Ochrana ovoce a zeleniny pred bakterialnimi infekcemi (Erwinia, Xanthomonas, Streptomycesaj)

- Ochrana ryb v akvakulturach (Lactococcus garviae, Pseudomonas putida)

- Dribezarské farmy — ochrana kurat (E. coli, Salmonella, Campylobacter (injekéné, ordlné nebo
formou aerosolu)

- Chovy telat — ochrana pred enteropatogennimi E. coli - desinfekce chlév(

Biokontrola potravin

L. monocytogenes, Salmonella sp., E. coli (O 157), Campylobcter, S. aureus, Y. entrocolitica, Shigella,
B. cereus, Cronobacter, aj.

- Aplikace fagl na kizi nebo maso porazenych zvirat

- Redukce bakterialni kontaminace Cerstvych potravin (listerie, salmonely)

- Pridavek fagt do krmiva pred porazkou (ochrana pred salmonelami a kampylobaktery)

‘ ListShield ‘ SamoFresh Q EFOSh,.ield

Intralytix, Inc. — vyzkumné zafizeniv Baltimoru,Maryland, USA
LMP-102™- L.monocytogenes; ECP-100™-E.coli 0157:H7; SPLX-1™ a PLSV-1™- proti salmonelam;
INT-401™proti Clostridium perfringens aj...




Uzké spektrum

Farmakologické
vlastnosti

Toxicita

Biologicky efekt

Cena

Hodnoceni
ucinku

Fagova terapie

Nemaiji vliv na mikrofléru

Neni zkfizend rezistence

Moznost pripravy fagového koktejlu
na miru — personalizovana medicina
Nedochazi k selekci rezistentnich
bakterii jinych druh

U&inné i na ATB rezistentni bakterie

Teoreticky staci 1 davka - mnozi se v
misté infekce
Fagy se Sifi i do okoli — profylaxe

Minimalni toxicita

Nemnozi se v eukaryotickych bun.
Imunomodulace

Rezistence k fagu snizuje virulenci
bakterie (zmény receptort)

Pomérné levna a snadna vyroba

Dobré praktické zkuSenosti

Nutno zndt agens a jeho citlivost
Sledovani vyvoje rezistence
Pouzivani polyvalentnich fagt nebo
fagovych koktejl

Pomaly nastup ucinku

Problém u intracelularnich infekci
Vznik rezistence k faglim

Indukce tvorby protilatek - | Ucinku
Nestabilita fagl (uchovavani)

MozZnost pfenosu gena (toxicita,
rezistence) a lyzogenie

Alergie a problémy s parenteralnim
uzitim

Nizka cena

Malo studii odpovidajici s védeckym
standardim

Chybi fada znalosti o biologii fagu,
napf. mechanismus plsobeni a vysoka
specifita fagl
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Fagové lytické enzymy (enzybiotika)
Loeffler et al. 2001. (group of Fischetti) Rapid killing of Streptococcus pneumoniae with a bacteriophage cell wall hydrolase. Science 294: 2170-2172.
Fischetti VA, 2005: Bacteriophage lytic enzymes: novel anti-infectives. Trends Microbiol. 13, 491
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Endolyziny - narusuji bunécnou sténu zevnitr — gL LIEEEEELEELL!

— uvolnéni faglh pfri lytickém cyklu —

Glycosidases

Carboxy/Endopeptidases
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Bic¢ikové hydrolazy — tvori vstupni
) otvor v bunécné sténé pri infekci
PipiNazone pasy 01 bakt. bunky — injekce fagové DNA

Vyhody pouzivani enzymu:

- pusobi i na kmeny rezistentni k fagum z duvodu restrikCni bariéry

- ani po podani opakovanych davek se nevytvari imunita vaci enzymu
Potravinarstvi: (Callewaert et al., 2011; Oliveira et al., 2012)

Experimentalni klinické pouziti: sepse (Schuch et al., 2002; Gilmer et al., 2013), pneumonie (Loeffler et al., 2001;

Witzenrath et al., 2009), endokarditis (Entenza et al., 2005), meningitis (Grandgirard et al., 2008), inf. nosohltanu (Kiser
et al., 1999), pyodermie (Junjappa et al., 2013), endoftalmitis (Singh et al., 2014), dekolonizace klize a vaginy (Cheng et



Preparaty s kombinovanym puisobeni fagl a antibiotik
Preparat ,PhagoBioDerm“ (Gruzie): biologicky rozlozZitelna polymerova matrix (obvaz)
obsahujici: 1. Imobilizované fagy: smés 5 fagl proti Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus sp., Proteus sp.
2. Antibiotikum: ciprofloxacin (ATB nesmi mit vliv na proteosyntézu a branit
mnozeni faga)
3. Benzocain (anestetikum)
4. Proteolyticky enzym (chymotrypsin nebo trypsin).
Lécba bércovych vied(, hnisajicich ran, prolezenin (70% Uspésnost)

Markoishvili K. et al., 2002: A novel sustained-release matrix based on biodegradable poly(ester amide)s and impregnated with

bacteriophages and an antibiotic shows promise in management of infected venous stasis ulcers and other poorly healing woundsint J
Dermatol. 41(7):453-8.

Fagy v ,trojském koni“
U nékterych infekci nejsou fagy schopny nasledovat patogeny do tkani
Vyuzito avirulentni M. smegmatis — doruceni faga TM4 do makrofagu v tkanich s

intracelularnimi M. avium a M. tuberculosis — redukce poctu bakterii

Broxmeyer et al. Killing of Mycobacterium avium and Mycobacterium tuberculosis by a mycobacteriophage delivered by a nonvirulent
mycobacterium: a model for phage therapy of intracellular bacterial pathogens. J Infect Dis. 2002 Oct 15;186(8):1155-60
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Fagy dorucuijici léCiva
Fagy specificky dorucuji ucinné latky k cilovym
bakteridlnim bunkam — navazani a nasledné kontrolované
uvolnéni antibiotik (chloramfenikol, neomycin) ¢i fotosenzitizéru.




Fagové proteiny branici bakterialni replikaci nebo transkripci
inhibice ¢innosti bakterialni DNA- nebo RNA-polymerazy

4

Inspirace pro vyvoj novych organickych sloucenin, jejichZ struktura imituje
funkéni mista fagovych protein( - antibiotika inspirovana fagy

Geneticky upravené lysogenni fagy pro vnaseni genu do bakterii
— killing genes (doc) a geny blokujici translaci

Westwater et al. 2003. Use of a genetically engineered phage to deliver antimicrobial agents to bacteria: an alternative therapy
for treatment of bacterial infections. Antimicrob. Agents Chemother. 47: 1301-1307.

Fagy s imunomodulacnim efektem

Inhibice aktivace a proliferace T-lymfocytl — sniZzeni bunécné infiltrace u
alogennich koznich stép(

Gorski et al. 2006. Bacteriophages and transplantation tolerance. Transplant. Proc. 38: 31-333.



Déekuji za pozornost




