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1. KOPSAVILKUMS

Pieaugosas antimikrobialas rezistences dél, Klebsiella pneumoniae, kuras multirezistence
pieaug, butiski sarezgi infekciju arstéSanu. Darba mérkis ir izvertet nitrofuranu un bakteriofagu
kombingétas terapijas efektivitati pret K. pneumoniae. Ka nitrofurans tika izvélets Furasols jeb
furagins. Furasols ir medikaments, kas tiek razots Latvija un to var iegadaties aptieka bez
receptes. Tika veikta padzilinata literattiras apskate par nitrofuraniem, antimikrobas rezistences
problému, bakteriofagiem, ka arT bakteriofagu un nitrofuranu stabilitates aspektiem. Veiktajos
eksperimentos tika noteikta furagina minimala inhib&josa koncentracija (MIC) pret K.
pneumoniae ka ari, faga-antibiotikas mijiedarbiba izmantojot rezgveida atSkaidijuma testu.

Bakteriju augsana tika noteikta pec optiska blivuma vertibam.

Rezultati uzrada, ka bakteriofaga-furagina sinergija pastav, kombinacija kavé bakterijas
augSanu efektivak neka katrs Iidzeklis atseviski. Kombing&tai terapijai ar nitrofuranu un
bakteriofagu ir perspektiva cina pret multirezistentiem K. pneumoniae celmiem. Antagonisms
starp bakteriofagu un furaginu netika novérots. Bakteriofags furagina klatbiitné saglabaja

virulenci.

Atslegas vardi: Klebsiella pneumoniae; nitrofurans; bakteriofagi; kombinéta terapija;

antibiotiku rezistence; furagins.



SUMMARY

Due to the increasing antimicrobial resistance, Klebsiella pneumoniae, whose multidrug
resistance is on the rise, significantly complicates infection treatment. The aim of this study was
to evaluate the effectiveness of combined nitrofuran and bacteriophage therapy against K.
pneumoniae. Furasol, also known as furagin, was chosen as the nitrofuran. Furasol is a
medication produced in Latvia and available over-the-counter in pharmacies. An extensive
literature review on nitrofurans, antimicrobial resistance issues, bacteriophages, nitrofuran-
phages stability was conducted. Experiments determined the minimum inhibitory concentration
(MIC) of furagin against K. pneumoniae, and the interaction of phage-antibiotic using the

checkerboard assay. Bacterial growth was assessed through optical density measurements.

Results indicated the existence of synergism between bacteriophage and furagin; the
combination inhibited bacterial growth more effectively than either agent alone. Combined
nitrofuran and bacteriophage therapy shows promise against multidrug-resistant K. pneumoniae
strains. No antagonism was observed between the bacteriophage and furagin. The

bacteriophage retained its virulence in the presence of furagin.

Key words: Klebsiella pneumoniae; nitrofuran; bacteriophage; combination therapy;

antimicrobal resistance; furazidin.
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3. SAISINAJUMU SARAKSTS

uL — mikrolitri

blaKPC - beta laktamazes Klebsiella pneumoniae karbapenemaze

CFU/mL - Colony Forming Unit / Koloniju veidojosa vieniba mililitra (KVV/mL)
DNS - dezoksiribonukleinskabe

ESBL — extended spectrum beta-lactamase — paplaSinata spektra beta laktamazes
ESPKC - Eiropas Slimibu profilakses un kontroles centrs

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; FEiropas

antimikrobialas jutibas test€Sanas komiteja ir zinatniska komiteja
FIC — frakcionala inhib&josa koncentracija

FICI - frakcionalas inhibgjosas koncentracijas indekss

Fx - nezinamas koncentracijas faga skidums

g — grams

h — stunda

K.pneumoniae — Klebsiella pneumoniae

L — litri

McFarland — optiskas dulkainas etalons, standarts

mg — miligrams

MHB - Mueller-Hinton buljons

MIC — minimala inhib&josa koncentracija

min — minite

mL - mililitri

MOI - Multiplicity of Infection vid€jais fagu (virusu) skaits uz vienu bakteriju.
NaCl — natrija hlorids

nfsA — géns, kas kod€ primaro nitroreduktazi

nfsB — géns, kas kodé sekundaro nitroreduktazi



OD - Optical Density, optiskais blivums.

PFU — plaque forming units; plaku veidojosas vienibas
PVO - Pasaules Veselibas Organizacija

RNS - ribonukleinskabe

rpm — revolutions per minute; apgriezieni mintité
SPKC - Slimibu profilakses un kontroles centrs

TSA - Tryptic Soy Agar; triptikazes sojas agars

TSB - Tryptic Soy Broth; triptikazes sojas buljons

WHO — World Health Organisation



4. IEVADS

Klebsiella pneumoniae multirezsitentu celmu izplatiba ir nopietns drauds slimnicas un
sabiedriba. Meta analizg, kas publicéta 2024. gada uzrada, ka globali 28,7% no K.pneumoniae
izraisitajam pneimonijam ir karbapenému rezistentas bakterijas, kur, pieméram, Dienvidafrika
>66% bakterijas bijusas rezistentas. [60] Karbapenému rezistentu bakteriju izraisitas infekcijas
ir ciesi saistitas ar augstakiem mirstibas procentiem un limitétas arst€Sanas iesp&jam. [61] Ar
2024.gadu, Pasaules Veselibas Organizacija ir pasludinajusi K pneumoniae ka augstas

prioritates patogénu. [45]

Arstélana tikai ar antibiotikam pret rezistentam baktérijam biezi ir neveiksmiga, tadgl,
ieteicams biitu izmantot bakteriofagus. Bakteriofagi it virusi, kas specifiski inficé un lizé
bakterijas. Fagiem ir vairakas priekSrocibas — tie ir specifiski mérka §inam, neiznicinot normalu
mikrofloru, sp€j patstavigi replicéties infekcijas vieta un attistities, lai parvarétu bakterijas

aizsargsisteému. [12]

Bakteriofagu un antibiotikas kombingSana ir strat€gija, lai uzlabotu antibakterialo
efektivitati un mazinatu rezistences attistibu. Zhao 2024.gada pétijuma demonstréts, ka
antibiotiku-fagu kombinacijas sp€j ieverojami uzlabot bakteriju iznicinasanu dzivnieku
modelos.[62] Faga-antibiotikas sinergijai ir potencials iznicinat rezistentas baktérijas, kur, fags
iznicinatu antibiotikas rezistentu baktériju un antibiotika — faga rezistentu baktériju. Sie

atklajumi izcel kombingétas terapijas potencialo klinisko vertibu. [51]

Nitrofurantoins un tam lidzigie nitrofuranu derivati ir interes€joSa antibiotika kombing&tajai
terapijai. Nitrofurantoins ir 70 gadus veca antibiotika, kas parsteidzoSi ir sp€jusi saglabat
salidzinosi zemas antibakterialas rezistences izplatiSanos, neskatoties uz to, ka to biezi izmanto
urincelu infekciju arstéSana.[13] Tas ir izskaidrojams ar to, ka nitrofurantoinu bakteérija aktivi
reducé nitroreduktazes, kuras boja vairakas bakterijas strukttras. Pieméram, petijjums Anglija
uzrada, ka neatkarigi no ta, ka nitrofurani tiek aktivi izrakstiti urincelu infekcijas arstéSanai,
rezistences attistibu nenoveéro. [ 13] Atskiriba no citiem bakteriostatiskiem medikamentiem, kas
strauji partrauc bakterijas proteinu sint€zi, nitrofurani to dara pakapeniski izraisot metabolisko
stresu un veidojot apstaklus, kura fagi var replicéties.[48] 2025.gada fagu-antibiotikas
mijiedarbibas p&tijuma tika noverots, ka nitrofurantoins un fags kombinacija konstanti uzrada
sinergiju. Turklat, doksiciklins, kas darbojas ka proteinu sintézes inhibitors, kombinacija ar fagu

- noveéro antagonismu.[48]



Nemot vera K. pneumoniae globalos multirezistences draudus, ir nepiecieSams meklet

jaunus terapijas veidus. Magistra darba tika izmantots Furasols, kas ir Latvija razots

medikaments, kur§ pieejams aptiekas bez receptes. Furasola aktiva viela ir furazidins jeb

furagins, kas ir nitrofurana derivats. Furasols tika izmantots ka antibiotika visos veiktajos

eksperimentos. Dati par furazidinu antibakterialo efektu literatiira nav daudz aprakstiti, bet tas

neliecina par to, ka tade] furazidins biitu mazak efektivs.

Pétijuma meérkis

Pétit nitrofuranu un bakteriofagu mijiedarbibu pret Klebsiella pneumoniae, to stabilitati un

antibakterialo efektu.

Darba uzdevumi

1.

Noteikt minimalo inhibicijas koncentraciju (MIC) izveéletajiem Klebsiella
pneumoniae celmiem, analiz€t ieglitos rezultatus.

Veikt spot testu izveletajiem Klebsiella pneumoniae celmiem, lai atlasitu virulentus
fagus, meérkis atrast vismaz vienu kombinaciju.

Noteikt atlastta bakteriofaga titru, lai vartu veikt bakteriofaga un bakt€rijas
mijiedarbibas testus.

Veikt rezgveida atSkaidijuma testu (checkerboard assay), izvertgjot bakterijas un faga
kombinacijas efektivitati.

Veikt literatiiras apskatu par nitrofuranu un bakteriofagu stabilitates Tpatnibam un

potencialu izmantoSanu nakotné.

Darba hipotéze

Nitrofurana un bakteriofaga kombinacija uzradis labaku Klebsiella pneumoniae augSanas

inhibiciju neka antibiotika un fags atseviski.



5. LITERATURAS APSKATS

5.1. Klebsiella pneumoniae ka nozimigs patogens un antibakteriala rezistence

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ir Gram-negativa bakterija, kas ir oportinisks
patogéns. ST baktgrija sp&j izraisit pneimoniju, urincelu infekciju, inficét asinrites sistému, kas
var izraisit sepsi. Ta ir Tpasi bistama slimnicas, kur ta biezi kliist par hospitalu infekciju dazadu

manipulaciju veikSanas rezultata, it Ipasi, iminsupresétiem pacientiem. [1]

Rezistences probléma ir nozimiga visa pasaulé, jo td nozimigi ietekmé cilvéka
atveseloSanas atrumu, ka ar1 izmaksas. K. pneumoniae ir kluvusi rezistenta pret vairakam
antibiotikam visa pasaulg, it seviski, pret karbapenémiem, cefalosporiniem, fluorhinoloniem un
aminoglikozidiem. [10] Ar1 Eiropas Antimikrobialas Jutibas test€Sanas komiteja (EUCAST),

2023. gada izzinoja par augosu K.pneumoniae rezistences problému. [11]

P&c Pasaules Veselibas Organizacijas (PVO), (World Health Organisation, WHO) datiem
2017. gada, ir zinots, ka K pneumoniae rezistence pret vairakam antibiotikam, tostarp
kabapen&miem, picaug. Noverojot Sos datus, PVO ir prioritiz&jusi K.pneumoniae ka patogénu,

kam steidzami nepiecieSams izstradat jaunas arstéSanas metodes un stratégijas. [1]

Tapat ar1 2024. gada, globala situacija K. pneumoniae multirezistences probléma nav
mainijusies. Kabapenému rezistenci novéroja 28,69% K.pneumoniae infekcijas gadijumiem
globali. Vislielako gadijumu skaits novérojams Dienvidazija — 66,04%, kamér Ziemelamerika
novérojams zemakais gadijumu skaits — 14,29%. [2] ST bakterija ir viens no vadosajiem Gram-
negativu infekciju izraisitajiem pasaul€, kas bitiski veicina antibiotiku rezistences pieaugoso

krizi. [3]

Afrika, Sierra Leone 2019.-2022. gada K.pneumoniae tika izoleta 41,4% no visiem
bakteriju izolatiem. Starp Siem izolatiem, 94,1% producgja paplasinata spektra beta-laktamazes
(ESBL), 20,4% bija karbapenéma rezistentas un 90,8% bija multirezistentas. [4] Etiopija — no
2600 klmiskajiem paraugiem, kur 28,4% noveroja baktériju augSanu, 20% no tiem bija
K.pneumoniae. Pats ieverojamakais ir tas, ka Sie izolati bija 100% rezistentas pret
nalidiksinskabi (nalidixic acid — hinolonu grupa), cefotakstimu un cefazolinu. Savukart, §is
bakterijas uzradija jutibu pret nitrofuraniem (86,6%), imipené€mu (85,7%), merepenému (79%)
un amikacinu (78,3%). [5] Ir pieejami dati, ka jau 2013 gada Egipte 44,4% K.pneumoniae
izolati bija rezistenti pret ertapenému un 50% bija blaKPC (beta laktamazes Klebsiella
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pneumoniae karbapenemaze) gena nésatajas, kuras rezultata ieglst rezistenci pret

karbapené€miem. [6]

Globali, nitrofuranu K.pneumoniae rezistence ir zemaka neka citdm antibiotikam, ka arf,
2024. gada netika noverots nitrofuranu rezistences pieaugums. [2] Piem&ram, ASV 2012.-
2019.gada no ievaktajiem izolatiem 57,3% bija nejiitigi pret nitrofurantoinu. [7] Kina no 2011.-
2017.gada 23,1% uzradija rezistenci pret nitrofurantoinu.[8] Turcija ievaktie dati liecina 2018.-
2022.gada rezistence pret nitrofurantotnu netiek izcelta, bet tiek noradits, ka 53,3% rezistenti

pret cefaksimu, un 12,1% pret imipenému. [9]

5.2. Alternativas terapijas nozime

Multirezistentu patogénu izplatiba pasaulé liek izp@tit jaunas terapijas iespgjas.
Bakteriofagu terapija ir daudzsoloSa alternativa antibiotikam. Bakteriofagi kopa ar
tradicionalajam antibiotiku terapijam sp&j veidot sinergiju.

Fagi ir virusi, kas inficeé un iznicina bakt€rijas, arl multirezistentas. Bakteriofagi ir
specifiski — tie infice tas bakterijas, kuram ir paredzeti, neskarot organisma kop&jo mikrobiotu
un spgj attistities kopa ar bakterijam. Fagu terapijai ir loti liela nozime personaliz&taja medicina,
jo kopa ar tradicionalajam antibiotiku terapijas metodém, potenciali var samazinaties
nepiecieSama antibiotiku deva sinergisko efektu dél, ka ari, samazinat rezistences rasanos
organisma eso$ajas baktérijas. [12] Antibiotikam un fagiem terapija ir gan plusi, gan minusi,

tade] loti liela nozime ir kombinétai terapijai, skatit 5.2.1.tab. [12]

Tabula 5.2.1. Antibiotiku un bakteriofagu salidzinajums.[12]

Antibiotikas Virulents bakteriofags

Aktivitate un darbibas mehanisms

Bakteriostatisks vai baktericids Baktericids
Merke uz viena procesa izjaukSanu Trauc€ daudzus/visus bakterialos procesus
Darbojas uz dazadam bakterijam Specifisks konkréetai baktérijai

11



Tabulas 5.2.1.turpinajums.[12]

Izmaina mikrobiotu

Trauce tikai merkbakterijai

Neefektigas pret biofilmam

Iznicina biofilmas

Kliniskais pielietojums

Minimala bakt&rijas identifikacija

Fags japarbauda pret konkréto bakteriju

Iss laiks starp diagnostiku un arsté$anu

Ilgaks laiks lai diagnostic€tu un arstetu

JanodroS$ina inhibitora deva

Vairojas pats, ja ir mérkbakterija

Klmiskais pielietojums

Potenciala imtinas sist€émas atpaziSana

Potenciala imtinas sist€mas atpaziSana

Plasi atpazistama, apstiprinata metode

Iebildumi izmantoSanai kliniska praksé

Tiek cauri Sinu membranam

Nespgj penetrét eikariotu Stnas

Atklasana, raZoSana un izgatavoSana

Léns atklaSanas process

Atrs atklaSanas process

[zgatavoSanas metodes zinamas un droSas

Izgatavojot jaattira no liekiem protetniem

RazoSanas regulacijas ir zinamas

NepiecieSamas jaunas regulacijas raZzoSanai

Rezistence

Rezistence neizbégama

Rezistence neizbégama, bet fags var evolvet

kopa ar bakteriju

Rezistence rodas kopa ar kompensgjosiem

mehanismiem

Rezistenti mutanti klus jutigaki pret

antibiotikam
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5.3. Nitrofuranu potencials izmantoSanai pret K.pneumoniae

Nitrofurans tiek reducéts ar bakterijas nitroreduktazém, kuras razo géni NfsA un NfsB,
ka rezultata tiek bojatas bakterijas Stinu komponentes. Rezultata, unikalais darbibas mehanisms
lauj bojat vairakas $iinu komponentes baktérija, pieméram, dezoksiribonukleinskabes (DNS),
ribonukletnskabes (RNS) un proteinus. Parasti, ja noveéro rezistenci pret nitrofuraniem, novéro
mutacijas minétajos divos génos. Ja izmainu noveéro tikai viena no g€niem, tas minimala
inhibicijas koncentracija (MIC) palielinas tikai mazliet, kas liecina, ka, lai rastos rezistence,
jarodas izmainam vairakos génos. [13]

Anglija veikta petijuma par periodu no 2015.-2023.gadam novéro, ka pieaugot
nitrofurantoina lietoSanai, nepalielinas rezistence pret So antibiotiku, bet trimetoprima

lietoSanas samazinajums tikpat strauji nesamazina rezistences problému, sk.5.3.1.att. [13].
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5.3.1.att. Nitrofurantoina saistiba ar rezistences attistibu.[13] A.dala noradits izrakstito

medikamentu daudzums; B.dala noradits rezistences gadijumu daudzums procentos (%).

Nitrofurantoins visaugstako koncentraciju sasniedz urina, bet tam ir limitéta uzsuksanas
audos. S1iemesla dél, samazinas antibiotikas saskarsme ar lielaku baktériju skaitu, izvairoties
no rezistences rasanos citas bakterijas. Nitrofuranus censSas izmantot terapijai, nevis profilaksei,
lai ierobeZotu nevajadzigu saskarsmi ar citam bakterijam, ka rezultata, limitetu iesp&ju rasties

bakteriju rezistencei. [14]
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5.4. Klebsiella pneumoniae biologija un kliniska nozime

K.pneumoniae ir Gram-negativa, nekustiga bakterija, kurai raksturiga forma ir — niijinas
un uz agara tipiski veido glotainas kolonijas. Ta pieder Enterobacteriaceae dzimtai, kura atrodas
arl citas Kkliniski nozimigas gintis, ka Salmonella un Escherichia.[15] Virulences

nodros$inasanai, K.pneumoniae ir vairaki patogenitates mehanismi:

1. Kapsula: bakterijas kapsula sastav no polisaharidiem, kas pasarga bakteriju no imiinas
sist€mas Siinu izraisitas fagocitozes. [16]

2. Biofilmu veidoSana: veidojot biofilmas, baktérijas efektigi koloniz€ mediciniskas iekartas,
ka ar1, cilveka audus. Biofilmas pasarga bakteriju no antibiotiku ietekmes un iminas
sistémas atbildes reakcijas, kas padara arstéSanu izaicinosu. [17]

3. Siderofori: palidz bakterijai efektigi piesaistit dzelzs molekulas (Fe**), kas ir neaizstajams

mikroelements, lai baktérija spetu augt un veidot kolonijas, skatit tab. 5.4.1. [18]

Tabula 5.4.1. Sideroforu veidi

Siderofors Ipasibas

Spécigi saista dzelzs molekulas, bet imiinas sisteémas
Enterobaktins aizsargproteins  Lipokalin-2 noveérS dzelzs pieejamibu

bakterijai

__ Apiet imiinsisteémas aizsardzibu, palielina virulenci. Sos sauc
Jersiniabaktins . ‘ ‘ '
par hipervirulentiem celmiem.

Modificets enterobaktins, kas palidz izvairities no lipokalin-2
Salmochelins . _ _ _ '
atpaziSanas. Sos sauc par hipervirulentiem celmiem.

4. Fimbrijas / adhezini: lai piesaistitos saimniekorganisma §tinam, K.pneumoniae ir pirma
tipa (Typel) un tresa tipa (Type3) fimbrijas. Pirma tipa fimbrijas palidz bakterijai
piesaistities pie urincelu epitélijStinam, visbieZak izraisot urincelu infekcijas. Tresa tipa
fimbrijas sp&j ne tikai piesaistities §iinam, bet sekmé& biofilmu veidoSanos uz abiotiskam

visrmam, piem&ram, medicinas iekartam.[19]
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5.5. Tipiskas infekciju slimibas, kuras izraisa K.pneumoniae

K.pneumoniae ir spgjiga izraisit dazadas infekcijas, visbiezak §1s inkefcijas ieglist pacienti

slimnicas vai iminsupreséti pacienti:

1.

Urincelu infekcijas: urincelu infekciju, kuru izraisijusi K.pneumoniae, biezi kategorize ka
hospitalu infekciju, kura iegiita ilgstosu urincelu katetru izmantoSanas rezultata. Bakterijam
katetra virsma ir ideala vieta, kur piestiprinaties un veidot biofilmas. [20]

Elpcelu infekcijas: slimnica iegiita pneimonija vai ar ventilatoru saistita pneimonija, kuru
izraisTjusi K. pneumoniae intensivas apriipes nodalas. Sadi iegiita pneimonija bieZi saistita
ar paaugstinatu mirstibu multirezistences problémas dg€l. [21] Pieméram, K.pneumoniae ir
galvenais iemesls, kas izraisa pneimoniju pacientiem, kam tiek veikta plausu ventilacija.
Rezultata, baktérija aktivi veidos biofilmas un, ja bakterija ir multirezistenta, to bis
apgriitino$i arstet un paaugstinas mirstibas raditaji. [21]

Bricu infekcijas: K. pneumoniae ir viena no galvenajam bracu infekciju izraiso$ajam
bakterijam. Bakterijas izraisitas infekcijas aktivi veido biofilmas. [22] Ja bakterija ir
multirezistenta, arst€Sana klust apgriitinoSa un var rezultéties 1€naka brucu dzisana vai
sepsé. Sie faktori ir Tpasi bistami pacientiem p&c operacijam vai traumas gadfjuma. [23]
Sepse: bakterijas izraisita sepse ir kritisks pacienta stavoklis, kur§ biezi saistits ar
paaugstinatu mirstibu, it seviski, ja baktérija ir multirezistenta. Tumbarello p&tijuma novero,
ka 14 dienu laika novéro 34,1% mirstibu pacientiem, kuriem infekciju izraisijusi
karbapenému rezistenta K.pneumoniae. Dati vakti Italijas slimnicas 4 gadus (2010.-
2013.g).[24] Korejas, Seoul datos par periodu 2011.-2021.gads, novero lidzigus datus —
karbapenému rezistenta K.pneumoniae 30 dienu laika izraisa mirstibu 38,0% pacientiem ar
sepsi.[25]

Citas infekcijas: hipervirulenta K pneumoniae var izraisit arm meningitu, acu infekcijas,
aknu abscesus. Sados gadijumos ir svarigi steidzigi uzsakt arsteSanu, lai samazinatu

komplikaciju risku. [18]
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5.6. Antibakterialas rezistences situacija Latvija K.pneumoniae konteksta

Antibakterialas rezistences situacija Latvija, kas saistita ar Klebsiella pneumoniae
atspogulo globalas tendences. Dati, kurus sniedzis Slimibu profilakses un kontroles centrs
(SPKC) sadarbiba ar Eiropas Slimibu profilakses un kontroles centrs (ESPKC) par 2021.gadu
uzrada, ka K.pneumoniae rezistence pret tresas generacijas cefalosporiniem un karbapenémiem
v€ljoprojam rada bazas Latvijas slimnicas. [26;27] Latvija, 2021.gada 8,2 % no Klebsiella
pneumoniae izolatiem bija rezistenti pret karbapenémiem, kas uzrada pieaugumu, salidzinot ar
2020.gada 7,5%. Eiropa kopuma novéro, ka K.pneumoniae rezistence pret karbapenémiem
pieaug: no 2016.-2017. gadam rezistenci novéro 8,7% izolatiem un 2022.-2023.gada statistika
rada, ka jau 11,7% K.pneumoniae izolati uzrada karbapengmu rezistenci. [26] Sis tendences

liecina par nepiecieSamibu veidot jaunas arst€Sanas metodes.

Dati par nitrofuranu rezistenci netiek apkopoti, jo 81 nav izplatita probléma, bet ir individuali
pettjumi, kuros apskata gadijumus, kuros rezistence ir noveérota. Viena no pé&tjjumiem tiek
minéts, ka K.pneumoniae rezistence pret nitrofuraniem ir saistita ar efluksa siikna regulgjosa
géna ogqxR mutaciju. Sis mutacijas rezultata notiek parmériga géna ekspresija ka rezultata
nitrofurantoina koncentracija bakterija samazinas un pazeminas efektivitate. [28] Tiek noveroti
dazadi nitroreduktazu aktivitates Itmeni K. pneumoniae izolatos. Jo augstaka nitroreduktazu
aktivitate, jo jutigaka bakterija ir pret antibiotiku. Tomer, tadi kliniski nozimigi celmi ka ST258
un STI11 uzrada zemu nitroreduktazu limeni, kas var rezultéties nitrofuranu rezistencé. [29]
Varam secinat, ka zinat baktérijas celmu ir nozimigi, jo rezultatd var precizak izvertét un
pielagot pacienta arst€Sanas iesp€jas. Pieméram, zinot, ka ST258 celms ir globali izplatits un
biezi saistits ar karbapenému rezistenci, varam sagaidit, ka bakterija biis rezistenta ar1 pret

nitrofuraniem zemas nitroreduktazes aktivitates dél. [30]

5.7. Nitrofurani ka antibakterialie Iidzekli

Nitrofurani ir sintétisko antibakterialo lidzeklu grupa, kuriem raksturigs S-nitrofurana
gredzens (sk. att. 7.7.1.), kas ir saistits ar dazadam sanu k&deém. Viens no zinamakajiem
nitrofuraniem ir nitrofurantoins. [31] Kimiskas struktiiras konfiguracijai ir izSkiroSa nozime
antibakteriala Iidzekla efektivitate. Tomer, tiek atziméts, ka svarigi ir saglabat savienojumu

lipofiliskas 1pasibas. [32]
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5.7.1.att. Nitrofurana savienojums.

Nitrofuranu darbibas mehanisms ir komplekss, jo tas iedarbojas uz dazadam bakterijas
komponentém. Sie savienojumi ir akfivi, spgj iedarboties uz baktérijas DNS, ribosomu
proteiniem un citiem mehanismiem, tadejadi apturot baktériju augSanu.[32] Rezultata —
nitrofuraniem ir plasas iedarbibas spektrs un tad€] biezi netiek nenoverota nitrofuranu bakteriala
rezistence. Tome&r, mutacijas géna nfsA un nfsB ir iesp&jamais iemesls nitrofuranu rezistencei

E.coli bakterijas.[33]
Nitrofuranu darbibas mehanisms :

1. Nitrofurantoins akumulgjas bakterijas citosola, kur tas mijiedarbojas ar nitroreduktazeém
(NfsA un NfsB). Starpprodukti, kas rodas procesa rezultata, inhibé baktérijas augSanu
ietekméjot DNS un proteinu sint€zi vai ari, iesaistas citos metabolisma procesos.

2. Bakterija klust rezistenta ieglistot mutacijas nfsA, nfsB un ribE génos, kas tam liedz
mijiedarboties ar nitrofurantoinu.

3. OgxAB efluksa pumpja klatesamiba paaugstina rezistenci stikngjot nitrofurantoinu ara

no bakterijas. [37]

5.7.1. Galvenie nitrofuranu parstavji

Nitrofurantoins ir viens no visbiezak lietotajiem medikamentiem, lai arstétu urincelu
infekcijas. Nonakot bakterija, ta reaktivie starpprodukti boja vairakas bakterijas struktiiras. [38]
Nitrofurals jeb furacilins parasti tiek lietots ar€ji ka antiseptikis briices. Tas ir nitrofurana

atvasinajums, kas reducgjoties veido aktivas formas, kas boja bakteriju komponentes.[39]
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Furazidins jeb furagins tiek izmantots briicés un mutes dobuma skaloSanai. Tapat ka
iepriek$ minétie nitrofurani, ar1 furazidinu bakterijas enzimi parveido to reaktivas formas, kuras
boja baktgrijas ieksgjas struktiiras. [40] Furazolidonu izmanto, lai arstétu bakterialas infekcijas,
ka ar1 protozoju infekcijas. AtSkiriba no citiem minétajiem nitrofuraniem, tas funkcioné ka
monoamina oksidazes inhibitors un producé starpproduktus, kas mijiedarbojas ar bakterijas

DNS. [41]

5.8. Bakteriofagi un to pielietoSana antibakteriala terapija

Ir zinami divi fagu veidi — Iitiskie un temperétie fagi. Litiskie jeb virulentie fagi strauji lizé
bakterijas, kamér temperétie fagi iekooper&jas baktérijas genoma uzreiz to nelizgjot. Terapija
prieksroka tiek dota Iitiskajiem fagiem. [42] Fagi inficE baktérijas adsorb&joties pie
specifiskiem receptoriem (kapsulariem polisaharidiem) uz bakterijas virsmas. P&c faga genoma
injec@Sanas, saimnieksiina — bakterija tiek parnemta, lai “razotu” jaunus fagus, kas rezultgjas

bakterijas lize. [43]

K.pneumoniae konteksta, loti liela nozime ir fagu depolimerazém, kas palidz degradét
bakterijas kapsulu. Rezultata, palielinas bakterijas uznémiba pret antibiotikam. Lai cinttos pret
fagu, bakterija var samazinat rezistences sp&ju pret antibiotiku — tiek noveérota sinergiska
darbiba starp antibiotiku un fagu. Visefektivak ir izmantot fagu kokteilus, jo tas sniedz

visplaSako depolimerazu veidojosu fagu spektru. [43]

Kliniskaja pétijuma ar pelém ir m&ginats izmantot faga-antibiotikas kombinaciju, lai
arstetu multirezistentu K.pneumoniae pneimoniju. P&tijums tika veikts uz pelém, kur novéroja
sinergisku antibiotikas-faga efektu. Kamér fags degradé bakrétijas kapsulu, uzlabojas
antibiotiku caurlaidiba. Antibiotikas sp&j nomak lidzigus K. pneumoniae celmus, pieméram,
kuri ir mazak jutigi pret fagu vai fagu rezistenti. Kombingta terapija palidz izvairities no fagu

rezistences, un, ja tomer ta attistas, bakterija klts uznémigaka pret antibiotikam. [44]

5.8.1. Nitrofuranu un fagu terapijas iespéjas

Antibiotikas un faga kombinacijai ir potencials atjaunot antibiotisko efektu pat rezistentam
baktérijam. [46] Sim antibiotikas-faga sinergijas efektam ir potencials iznicinat baktérijas pirms

rezistances rasSanas [47].
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Faga-antibiotikas sinergija rodas tad, kad faga un antibiotikas efekts ir spécigaks neka katra
individualais efekts. Tas, kads ir antibiotikas darbibas mehanisms, ietekme to vai fagam biis
sinergiska vai antagoniska aktivitate [48]. Nitrofurana blakusprodukti, kas tiek reducéti
baktérija, izraisa DNS bojajumus, proteinu disfunkciju un visparéju metabolisku stresu
samazinot transkripcijas aktivitati [48]. Svarigi ir tas, ka nitrofurantoins neietekmé $iinas sienas
protetnu sint€zi letalos daudzumos, bet drizak aktiviz€ baktérijas DNS bojajuma stresa
reakciju, kuras rezultata samazinas bakterijas augSana. Kontrasta ar tetraciklinu, tie partrauc
ribosomu darbibu un partrauc fagu sp&ju replicéties. Attiecigi, Mulla et.al. p&tijuma ir
aprakstits, ka doksicikltnam bija antagonisms ar fagu, bet nitrofurantotnam — konstanti novéroja

fagu sinergiju [48]. Var secinat, ka nitrofurani veido labus apstaklus fagu darbibai.

Nitrofuranu izraisitais DNS bojajums aktiviz€ stresa atbildes reakciju, kas var aktivizet
temper€tus fagus uzsakt litisko ciklu. Piemé&ram, antibiotikas ka fluorhinoloni un sulfonamiidi
jau ir paradijusi sp&ju veidot sinergiju ar temperétiem fagiem un likt tiem replicéties. [49] Tiek
uzskatits, ka nitrofurantotnam, ka DNS-bojatajam, vartu biit [idzigs efekts pret temper&tiem
fagiem. Izmantojot kombin&tu terapiju, bakterijai ir griitak adapteties. Pieméram, fags, kas
ietekmgja baktgrijas efluksa siikni, lika bakt€rijai to apzaudét, kas padarija bakteriju jutigu pret
antibiotikam.[50] Principa, fags, kas piesaistas OqxAB efluksa pumpim (kurs ir atbildigs par
nitrofuranu rezistenci), ar laiku bakterija kliitu rezistenta pret fagu atbrivojoties no efluksa
pumpjiem, bet rezultata, ta klutu atkal jutiga pret antibiotikam.[46] Nitrofuranu un fagu
kombinacijai potencials efektivi iznicinat bakterijas, noverst rezistences rasanos, samazinat

nepieciesamo antibiotikas devu.[51]

Nitrofurani ir zinami ka fagu-draudziga antibiotika, kas izraisa minimalu antagonismu
eksperimentalas sistemas.[48] Nitrofurani, kas ir 70 gadus veca antibiotika, var klit par lielisku
piemeru, kur vecakas tehnologijas apvienojas ar jaunakam, radot sinergisku efektu darbiba pret

bakterijam.
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5.9. Nitrofuranu un fagu stabilitates jautajums

Fagu-antibiotiku kombinéta terapija kliist arvien izmantotaka, lai cinitos pret bakterialam
slimibam. Nitrofuranus plasi izmanto Eiropa urincelu infekcijas slimibu gadijuma. [52] Tomeér,
lai veiksmigi izmantotu fagu-antibiotikas terapiju, ir nepiecieSams saprast vai antibiotika un

fags suspensija sp€j bit stabils un nezaudét savu efektivitati.

Nitrofuraniem ir zinami ierobezojumi, kas saistiti ar pH, temperatiitu un jutibu pret
gaismu. Furazidins, kas ir S-nitrofurana derivats, ir kimiski un strukturali analogs
nitrofuranoinam, ka rezultata, abam vielam ir Iidzigas stabilitates Tipatnibas. [53]
Nitrofurantoins darbojas ka vaja skabe ar pKa = 7,2 un tam ir vid&ja skidiba udeni.Viela ir
stabila nedaudz skabaka vidg, bet arT neitrala vide biis pienemama. Sarmaina, skaba, augstas
temperatiras vide, viela degrad@sies. [54] Ir noverots, ka sauss nitrofurantoins saskaré ar
sarmiem vai spécigiem saules stariem, degrad€jas. Viela paliek tumsaka, kas darbojas ka
indikators par tas degradaciju. Tatad, nitrofurantoins jaglaba tumsa, aizverta trauka — istabas
temperatiira, <25°C. Skidumos, nitrofurantoins saglaba stabilitati ~4,5-6,5 pH $kidumos un
zaudg€ savu potenci arpus 1 diapazona. SasaldéSana ir kontrindicéta, jo atkausgjot kristaliska

strukttra zaud@ savas Ipasibas un notiek degradacija. [54]

Furazidinam, ka nitrofuranu derivatam, ari ir Iidzigas ipaSibas ka nitrofurantotnam.
Furazidins Skidrumos uzrada 1paSi augstu stabilitati skabos Skidumos (pH 1-2), kameér
degradacija notiek sarmainos 3kidumos.[55] Sada pH $kidumu raZo$ana nav piemérota
izmanto3anai oraliem lidzekliem, jo zemais pH kairinatu mutes glotadu. STiemesla d&l, furagins
parasti ir tabletes, kas nodroSina stabilitati. Paslaik notiek pétijumi, lai stabilizétu furazidinu
Skidra suspensija neitrala pH nezaudgjot stabilitati un deriguma terminu. [55] Nitrofuranu

pulveris ir jauzglaba zem 25°C, lai samazinatu degradacijas risku. [54]

Kopuma, furagins un nitrofurantoins ir stabili vesa, tumsa konteinera ar nedaudz skabu
pH. Degradacija notiek karstuma, UV starojuma vai sarmaina pH ietekmg. Sie punkti ir jaievéro
formulgjot faga-nitrofurana suspensijas. Japiemin, ka nitrofurana degradacija tiek katalizeta, ja
tas nonak saskar€ ar metaliem, iznemot nertis§joso t€raudu un aluminiju, kas nozimé, ka rupigi
jaizvelas medikamenta piegades iekartas, instrumenti. [54]

ledusskap1 piemérotos buferskidumos vai arf, tos var liofilizét kopa ar stabilizatoriem. Ekstréma
pH (loti sarmaina vai skaba) vai augstas temperatiiras ietekmé, fagi var inaktivéties. Optimals
fagu pH=5-6. [56] Salidzinosi ar nitrofuraniem, fagus var saldét -80°C glicerola vai Skidra
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slapekli, var ar1 veikt liofilizaciju. Tomer, vairakkart&ji sasaldét un atsaldét fagus nav ieteicams.
[58] Visbiezak izmantotd metode gan finansiali, gan pieejamibas kontekta, ir glabasana 4°C,
tipiski buferSskidumos. Biezak izmantotie buferSkidumi - 100 mM NaCl, 8 mM MgSQO4, 50 mM
Tris-HCI, pH 7.5. Liofilizacija var izraisit fagu titra samazinasanos, bet ir opcija fagus sasaldét
kopa ar baktérijam kamér vél nav sakusies bakterijas liz€Sana. [57] Ranver et.al. pétfjuma tika
pétiti kolifagi T4 un T7 (zarnu ntjinu fagi), kuri bija dzivotspgjigi pat pec 10-20 gadiem 4 °C.

Fagu stabilitate zad 37-42°C, kur lielaka dala fagu zaudg savu virulenci nedélas laika. [58]

Fagu suspensijas pH ir nozimigs, kamér ap pH = 7, fagi mazliet sak zaudét aktivitati,
tikmér skaba vid€, kur pH < 4 fagu inaktivacija ir neatgriezeniska. Fagi labak iztur sarmainu
vidi, bet pie pH = 10, notiek fagu inaktivacija. Ir izn€mumi, pieméram fags M13 spgj izdzivot

pH=2 vidz. [58]

Art Skiduma kompozicijai, kura atrodas fags, ir nozimigs parametrs. Buferskidumos
esoSie divalentie katjoni lauj saglabat faga kapsidu. Fagu formulacija g€los, kapsulas un
aerosolos rada izaicinajumus, jo fags nonaks kontakta ar dazadam osmotikam vielam un
dazadiem skidinatajiem. Tadel, fagu formulésana izmanto polim&rus, cukurus vai lipidu nano-

parnes&jus, kas uzlabotu faga stabilitati stresa apstaklos. [56]

Svarigi ir saprast, ka fagu stabilitate mainas atkariba no fagu tipa. Piemeram, fagi ar astéem
(no Caudovirales kartas) uzrada labaku stabilitati neka fagi ar filamentiem vai specifisku lipidu
saturo$i fagi. Morfologijai ir nozime, pieméra miovirusi (fagi ar kontraktilam astém) uzrada
labaku stabilitati neka podovirusi vai sipovirusi. Izriet secindjums, ka fagu stabilitates testi buitu

nepiecieSami katrai fagu grupai. [59]

Neskatoties uz dazadu fagu veidiem, var pielietot vispar zinamus fagiem draudzigos
apstaklus, pieméram, uzglabat 4 °C un ~pH=7 buferskiduma, kas nodroSinas nemainigu fagu
titru. LietoSanai praks€, fagus var nogadat nepiecieSamaja rajona izmantojot fiziologisko
Skidumu. Ja fagu nepiecieSams nogadat caur muti, tad var izmantot dazadas iekapsuléSanas

metodes, lai pasargatu fagus no agresivas kunga skabes vides.[58]

No nitrofuranu kimiska skatu punkta, izmantotais Furasols, kura aktiva viela ir furagins
pie pH=7 varétu sakt pakapeniski degradéties. Tadel, furagina+faga kombinacijas suspensijas
pH varétu but 5-6, kas ir faga tolerances robezas, bet pietiekosi skaba, lai nenotiktu strauja
furagina degradacija. [54]

Mulla et.al. 2023.gada p&tijuma tika apskatits, ka mijiedarbojas fags ar nitrofurantoinu un
rezultati bija parliecino$i — visi testétie fagi vai nu saglabaja, vai paaugstinaja savu baktericido
darbibu kombinacija ar nitrofurantoinu un neviens no izmantotajiem fagiem neuzradija
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antagonismu. [48] Sis rezultats nav tik parsteidzoss zinot, ka nitrofurani iedarbojas uz vairakam

bakteriju komponentém un tas nenotiek tik strauji, ka rezultata, fagam ir laiks replicéties.

Stabilitates apkopojumu skatit tab. 5.9.1.

Tabula 5.9.1. Nitrofuranu un bakteriofagu stabilitates faktoru salidzinajums.

Faktors

Nitrofurani (piem. furagins, nitrofurantoins)

Bakteriofagi

Optimalais pH

4,5-6,5 (furazidinam stabils ari pH 1-2); degradacija arpus %1 diapazona

5—-6 optimali; virs pH 7 sak zaudét aktivitati, pH <4 — inaktivejas

Stabilitate neitrala
vide pH ~7

Samazinata — notiek pakapeniska degradacija (ipagi furaginam)

Tolerg, bet sakas aktivitates zudums

Stabilitate sarmaina
vidé pH >7,5

Strauja degradacija

Lielakoties stabils lldz pH 10, pec tam notiek inaktivacija

Stabilitate skaba vidé
pH <4

Furazidins stabils (bet nepiemérots iekskigai lietosanai)

Neatgriezeniska inaktivacija lielakajai dalai fagu

Optimala
temperatira

<25 °C (istabas temperatdra)

4 °C uzglabasanai; virulences zudums virs 37 °C

Karstuma ietekme

Degradéjas, klast tum&aks, zaudé aktivitati

Nedélas laika zOd aktivitate 3742 °C temperatdra

Saldésana

Kontrindiceta (struktaras bojajumi atkausejot)

lespejama (-80 °C glicerola vai sk. slapekli); jaizvairas no atkartotas
sasaldésanas

Gaismas ietekme
(uv)

Jutigs — Tpasi sausa veida UV starojums katalizé degradaciju

Ari fagi jutigi pret UV — var tikt inaktiveti

Metalu ietekme

Degradacija kontaktd ar metaliem, iznemot nertséjosu téraudu un
aluminiju

Neminéta tiesa ietekme, bet stabilitate atkariga no vides

Glabasanas forma

Tabletes (nodrosina stabilitati); pulveris <25 °C, tumsa

Buferskidumos 4 °C; iespejama liofilizacija

Formulesanas
izaicinajumi

pH, temperaturas kontrole; nepiemérots pie sarmaina pH

Stabilitate atkariga no faga morfologijas, buferskidumiem

Saderiba kombinacija

NepiecieSams pH ~5-6, lai nodrosinatu stabilitati un faga toleranci

~pH 5-6 ir pienemams ari fagiem — iesp&jama kombinacija
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6. MATERIALS UN METODES

6.1. Bakteriju atlase

Lai iegtitu nepiecieSamos testu rezultatus tika veikta Klebsiella pneumoniae atlase no Rigas
Stradina universitates Biologijas un mikrobiologijas katedras biobankas, kuru paraugi ir
sakotngji iegiiti no cilvéka materiala vai vides parauga. Bakteriju tirkulttiras tiek izdalitas uz

sterilam triptikazes sojas agara plateém (TSA).

1. Ar sterilu cilpu nem izs€jamo paraugu.

2. Materials tiek izséts pec Golda metodes (tris segmentos), kur péc katra segmenta tiek
mainita cilpa.

3. Plati inkubg 35°C £ 1°C, 16-20 stundas. Nakamaja diena - p&dgja jeb tresaja segmenta

novero atsevisku bakterijas koloniju veidosanos.

6.2. Antibakterialas jutibas noteikSana ar Vitek 2 Systems iekartu

Merkis: noteikt izveleto Klebsiella pneumoniae jutibu pret nitrofuraniem.
Materiali un reagenti:

1. Svaigi audzeta bakteriju kultira.

2. Sterils 0,45-0,50 % NaCl skidums (pH no 4,5-7,0).

3. Caurspidiga polistirola mégene (12mm x 75mm), mikrobiologijas cilpas, 1puL.(Sarstedt
AG & Co. KG, Vacija)

4. VITEK 2 instruments, kasetes. (bioMérieux SA, Francija)

5. Densiometrs DEN-1 McFarland suspensijas sagatavoSanai. (Biosan, Latvija)
Darba gaita:

1. Polistirola mégené iepilda 3mL NaCl skiduma.

2. No svaigas baktériju kulttiras polistirola mégen¢ sagatavo inokulumu, kas atbilst 0,50 —
0,63 McFarland. Ja dulkainiba ir pa lielu, pievieno NaCl, ja par mazu, tad pievieno vél
bakterijas.

3. Suspensiju nedrikst pagatavot atrak par 30 mintitém pirms plates inokulacijas.

4. lIzvelas nepiecieSamo VITEK 2 kaseti, pieméram, GN — gramnegativo bakteriju jutibas
noteikSanai.
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5.
6.

Sagatavoto m&geni ar baktériju suspensiju ievieto paredz&taja vieta blakus kasetei.
VITEK 2 instruments automatiski parnes suspensiju no mégenes uz karti, aizpildot visas

vajadzigas pozicijas. Sist€ma automatiski veic jutibas interpretaciju.

6.3. MIC noteikSana Klebsiella pneumoniae Furasola pec EUCAST standartiem

Merkis: noteikt Klebsiella pneumoniae minimalo inhib&joso koncentraciju (MIC) Furasola

izmantojot buljona mikrodilticijas metodi pec EUCAST standartiem.

Materiali un reagenti:

1.
2.

Svaigi audzeta bakteriju kultiira.

Furasol (SkistoSais furagins): katra pulvera pacina satur 100 mg Skistosa furagina, kas
atbilst 87,4 g tira furagina. (Olainfarm, Latvija); Mueller-Hinton buljons (MHB)
nefastidioziem mikrooragnismiem. (Biomaxima, Poland)

96-bedrisu mikroplates (Thermo Scintific, Amerikas Savienotas Valstis), sterilas stikla
mégenes 15mL, 50 puL, 300 uL un 5000 pL pipetes (Sartorius AG, Vacija; Eppendorf
SE, Vacija) un sterili uzgali, mikrobiologijas cilpas 1uL (Sarstedt AG & Co. KG,
Vacija).

Analitiskie svari, iidens vanna ar reguléjamu temperatiiru, Vortex maisitajs (Biosan,
Latvija). Inkubators/termostats (Infors HT Ecotron, Sveice); VarioskanLUX ( Thermo
Scintific, Amerikas Savienotas Valstis) optiska blivuma (OD — optical denisty)
meérfjumiem.

Sterila darba vide — dezinfekcijas Skidums, spirta lampina.

6.3.1. 512 mg/L furagina atSkaidijuma sagatavoSana

Merkis: 1zveidot 1024 mg/L furagina Skidumu no Furasol pulvera MIC noteikSanai.

NepiecieSamais furagina Skiduma daudzums: 200 pL vienai bedritei, lai veiktu

dubultatSkaidijumus.

Lai sagatavotu furagina Skidumu ar vélamo koncentraciju C (mg/L) un tilpumu V (mL),

izmanto $adu formulu:
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kur:

a
s :
<

W — nepiecieSsama pulvera masa (mg)

C — gala koncentracija (mg/L)

V —tilpums (L)

P — aktivas vielas daudzums pulver (mg)

Darba gaita:

1.

Mueller-Hinton buljonu (MHB) uzsilda tidens vanna 45-55 °C, lai nodrosinatu Furasola
1zSkiSanu.

Nosver nepieciesamo daudzumu Furasol pulvera.

Iz8kidina pus€ no nepiecieSama kopgja tilpuma MHB buljona, pieméram, ja gala
tilpums vajadzigs 50 mL, tad izSkidina 25 mL un tad, kad viela izskidusi, uzpilda lidz

50 mL, lai nodroSinatu labaku vielas izSkiSanu.

______

6.3.2. Bakteriju inokulata sagatavo§ana

Darba gaita:

1.

legiist Klebsiella pneumoniae bakteriju kolonijas: izvélas 2-3 labi izol€tas kolonijas no
svaigas kultiiras (audzéts 18-24h uz TSA).
Sagatavo 0,5 McFarland standarta suspensiju (~1.5 x 10* CFU/mL) — nemtas 2-3
kolonijas pievieno 3-5 mL MHB, samaisa 15mL mé&geng.
Ja nepiecieSami McFarland pielagojumi, var pievienot vairak Skidinataja vai, ja
dulkainiba ir parak maza, pievieno vairak kolonijas.
Veic 1:100 at8kaidijumu, lai iegfitu 1.5 x 10° CFU/mL

a. 50 uL 0,5 McFarland suspensijas pievieno 4,95 mL MHB.

b. Riipigi samaisa ar pipeti vai vorteksu.
100 pL inokulatu pipeté katra aka, art pozitivas kontroles aka.

Gala CFU/mL katra aka buis 5 x 10° CFU/mL, kas atbilst EUCAST prasibam.
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6.3.3. Mikroplates sagatavoSana un MIC noteikSana

Mikroplates sagatavoSanas darba gaita:

> b

9]

Vispirms 2.-12. kolonna pievieno MHB 100 pL. 12. rinda pievieno 200 pL.

Pirmaja kolonna iepilda 200pL 1024 mg/L sagatavoto furagina Skidumu

No 1. kolonnas nem 100 pL un pipet€ otraja kolonna, samaisot ar to pasu pipeti.
Turpina atskaidiSanu lidz vélamajai koncentracijai — 2 mg/L jeb 10.kolonnai izmantojot
tos pasus uzgalus.

No pédgjas akas 100 pL izlej, lai saglabatu bedrité€s vienadu daudzumu jeb 100 pL.
Katra bedrité pievieno 100 pL iepriek§ sagatavoto bakteriju suspensijas - 5 x 10°
CFU/mL, koncentracijas atskaidas velreiz.

Pozitiva kontrole (11.kolonna): bedrite pievieno 100puL bakteriju suspensijas un 100 uL
MHB (1.sol1 jau pievienots), bet nepievieno antibiotiku.

Negativa kontrole (12. kontrole): 12. rinda pievieno 200 pL, ko izdara jau 1.solt.
Nepievieno antibiotiku un bakterijas. Plati inkubg 35°C + 1°C, 16-20 stundas.

Tabula 6.1.2.1. Mikroplates sagatavoSanas plans.

Antibiotikas koncentracija | Antibiotikas koncentracija
Kolonna pirms inokulata pec inokulata
pievienosanas (mg/L) pievienosanas (mg/L)

1. 1024 mg/L 512 mg/L

2. 512 mg/L 256 mg/L

3. 256 mg/L 128 mg/L

4. 128 mg/L 64 mg/L

5. 64 mg/L 32 mg/L

6. 32 mg/L 16 mg/L

7. 16 mg/L 8 mg/L

8. 8 mg/L 4 mg/L

9. 4 mg/L 2 mg/L
10. 2 mg/L 1 mg/L
11. Pozittva kontrole Pozitiva kontrole
12. Negativa kontrole Negativa kontrole
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6.3.4. MIC rezultatu interpretacija

1. MIC ir zemaka koncentracija, kura nenovéro redzamu bakteriju augSanu.
2. Negativa kontrolei japaliek sterilai, bez augSanas.

3. Pozitivaja kontrol€ novéro normalu baktériju augsanu.

6.4. Spotu tests (Spot test) bakteriofaga aktivitates noteikSanai

Bakteriofagi tika nemti no Rigas Stradina universitates Biologijas un mirkobiologijas

katedras biobankas, kur tie ir izdaliti no vides paraugiem vai cilvéka bakteriju parauga.
Meérkis: noteikt bakteriofaga Itisko aktivitati pret bakterijas celmu.
Materiali un reagenti:

1. Svaigi audzeta bakteriju kultira.

2. TSA plates (Oxoid, United Kingdom), Sterils NaCl 0,9% sSkidums.

3. Izveleto fagu skidumi - Rigas Stradina universitates Biologijas un mikrobiologijas
katedras biobanka, Latvija.

4. Sterilas stikla mégenes 15mL, 50 uL, 300 L un 5000 pL pipetes (Sartorius AG, Vacija;
Eppendorf SE, Vacija) un sterili uzgali, mikrobiologijas cilpas 1uL, sterili ependorfi
1,5mL, sterilas 15mL mégenes (Sarstedt AG & Co. KG, Vacija).

5. Vortex maisitajs (Biosan, Latvija). Inkubators/termostats (Infors HT Ecotron, Sveice)

6. Sterila darba vide — dezinfekcijas Skidums, spirta lampina.
Darba gaita:

1. Baktériju sagatavoSana:

a. legiist Klebsiella pneumoniae bakteriju kolonijas: izv€las 2-3 labi izolétas
kolonijas no svaigas kultiiras (audzets 18-24h uz TSA).

b. Sagatavo 0,5 McFarland standarta suspensiju (~1.5 x 108 CFU/mL) — nemtas
2-3 kolonijas pievieno 3-5 mL TSB, samaisa 15mL m&gené.

c. JanepiecieSami McFarland pielagojumi, var pievienot vairak $kidinataja vai, ja
dulkainiba ir parak maza, pievieno vairak kolonijas.

d. Kad inokulats ir sagatavots, to inkub& 4h 35 °C ar kratiSanu (150 rpm). Lai

iegiitu logaritmiskas fazes kultiiru.

27



P&c 4h inkubacijas, nem 100 pL no bakteriju Skiduma un pievieno 5-7 mL silta TSA
(apme&ram 45 °C), viegli apmaisa un atri, bet uzmanigi izlej uz petri plates ar TSA.
Izklaj vienmerigi vecot rinkveida kustibas un lauj sacietét ~ 15-20 min. istabas
temperatura.
Fagu aplikacija — spotu tests:
Izvelas fagus, kurus grib parbaudit.
b. Viena plate var uzklat vairakus fagu pilienus, sadalot plati un nesavienojot
pilienus.
c. Uznes 10 uL fagu suspensijas uz plates. Katram fagam liek 2 pilienus.
d. Lauj pilieniem noziit ~ 10-15 min.
Inkubacija:

a. Inkubé plates apgriezta stavokli — ar vacinu uz leju, 16—-18h 35-37 °C.

6.4.1. Spotu testa rezultatu interpretacija

Skaidras lizes zonas norada uz faga sp&ju lizeét konkréto baktériju celmu.
Dalgji lizetas (blavas) zonas var liecinat par dal&ju jutibu vai vaju faga aktivitati.

Nav lizes — fags nav aktivs, lai lizétu konkréto bakteriju celmu.

6.5. Bakteriofaga titra noteik§ana

Merkis: noteikt bakteriofaga titru, lai uzzinatu cik daudz fags ir vajadzigs, lai lizeétu noteiktu

bakteriju daudzumu.

Materiali un reagenti:

1.

Bakteriofaga paraugs — Rigas Stradina universitates Biologijas un mikrobiologijas
katedras biobanka, Latvija.

Svaigi audzeta bakteriju kultiira.

Barotnes — TSA (Oxoid, United Kingdom) cieta barotne petri platém, to tur ~45 °C
temperattira (idens peldé vai termostata), lai tas butu skidrs, TSB (Oxoid, United
Kingdom) — logaritmiskas fazes kultiras iegtiSanai, 0,9% NaCl skidums, TSA plates
(Oxoid, United Kingdom).

Sterilas stikla m&genes 15mL, 50 uL, 300 uL un 5000 uL pipetes (Sartorius AG, Vacija;
Eppendorf SE, Vacija) un sterili uzgali, mikrobiologijas cilpas 1puL, sterili ependorfi
1,5mL, sterilas 15mL mégenes (Sarstedt AG & Co. KG, Vacija).
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5. Vortex maisitajs (Biosan, Latvija). Inkubators/termostats (Infors HT Ecotron, Sveice).

6. Sterila darba vide — dezinfekcijas skidums, spirta lampina.

Darba gaita:

1. Baktériju sagatavoSana:

a.

legiist Klebsiella pneumoniae bakteriju kolonijas: izv€las 2-3 labi izol&tas
kolonijas no svaigas kultiiras (audzéts 18-24h uz TSA).

Sagatavo 0,5 McFarland standarta suspensiju (~1.5 x 10®* CFU/mL) — nemtas
2-3 kolonijas pievieno 3-5 mL TSB, samaisa 15mL m&geng.

Ja nepiecieSami McFarland pielagojumi, var pievienot vairak skidinataja vai, ja
dulkainiba ir parak maza, pievieno vairak kolonijas.

Kad inokulats ir sagatavots, to inkub@ 4h 35 °C ar kratiSanu (150 rpm). Lai

iegiitu logaritmiskas fazes kulttru.

2. Paraleli, TSA agars tiek uzglabats skidra stavokli tdens vanna.

3. Fagu atSkaidijumu sagatavoSana

a.
b.
c.

d.

Kamér bakterijas inkubgjas, sagatavo fagu atSkaidijumus.

Marké ependorfus: 107!, 102, 103,104,10°,10°,107,1078,10°

Katra ependorfa pievieno 900 pL 0,9% NacCl.

Nem 100 pL Fx (nezinamas koncentracijas faga Skidums) un iepilda 1.
ependorfa (10™') — vorteksé —100 pl no 1.ependorfa (10") pievieno
2.ependorfam (102) — vorteksé — ta turpina lidz 9.ependorfam ( 10™).

4. Bakterijas/faga suspensijas sagatavoSana

a.

Izmanto 15mL sterilas mégenes. Saja mégené tiks izveidots bakteriofaga un
bakterijas maisijums. Katram atSkaidijumam veic 3 paral€lus testus. Marke
méegenes — atSkaidijuma pakape, faga un bakterijas nosaukums.

Marke petri plates - atSkaidijuma pakape, faga un bakterijas nosaukums,
datums.

Nem 15mL mégeni, pievieno 100 ul bakteriofaga no attiecigas diliicijas (107!-
10).

Pievieno 100 pL bakteriju no TSB skiduma — inokulata.

Maigi samaisa, lai fags vienmerigi sajauktos ar bakterijam.

Pievieno 4-5mL silta, Skidra TSA, kas turéts ~45 °C tidens vanna.

Atri, bet maigi apmaisa mégenes saturu ripinot plaukstas, bet ta, lai neveidotos
burbuli.

Uzreiz péc sajaukSanas izlej visu mégenes saturu uz petri plates.
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1. Vienmerigi rinkojot petri plati uz galda nodrosina vienmérigu izklajumu.

j. NepiecieSama operativa darbiba, jo TSA agars atri sacietes.

k. Nolietas plates atstaj 10-15 mindtes istabas temperatiira, lai virskarta pilniba
sacietetu un noziitu.

1. Petri plates apgrieZ ar vacinu uz leju un ievieto inkubatora 16-18h 35-37 °C

temperatura.

6.5.1. Bakteriofaga titra noteikSanas rezultatu interpretacija

Plasu inspekcija péc inkubacijas:

1.

Iznem plates no inkubatora, vizuali parbauda vai ir veidojusies plaki.

2. Katra plaksng, kur noveéro caurspidigas lizes zonas, tur fags ir lizgjis baktérijas.
3.
4

. Neatskaiditakas suspensijas, ja ir aktivitate, novero fagu liz€sanu.

Atskaiditakas suspensijas plaku skaitam biitu jabut mazakam, vai to vispar nav.

Plaku skaitiSana

1.

2
3.
4

1zklaj plates hronologiska seciba no 1071-107.
Izvelas plates uz kuram skaidri var saskaitit plakus un tie neparklajas.

Izvelas tas plates, kur redzami 20-200 plakus veidojosas vienibas jeb 20-200 PFU.

Ja plaki ir daudz (>200), $adu plati nenem titra aprékinam — nepiecieSams lielaks

atSkaidijums. Ja plaki ir maz (<20) vai nav vispar, izmanto to plati, kura it ar mazako

saskaitamo plaku skaitu, bet ne parak mazu skaitu.

Titra aprékinasana

1.

kur:

Lai aprékinatu bakteriofaga titru, izmanto $adu formulu:

Fx — bakteriofaga titrs (PFU/mL)

N — saskaititais plaku skaits

D - at8kaidfjuma pakape decimalaja forma (piem. 10°)

V —uz plates uzliktais parauga tilpums (mL)

30



6.6. Bakteriofaga un antibiotikas mijiedarbibas noteikSana

Merkis: noveérot bakteriofaga un antibiotikas mijiedarbibu pret bakteriju izmantojot

Checkboard assay metodi — rezgveida atSkaidijuma tests. [36]

Materiali un reagenti:

1.
2.

Svaigi audzeta bakteriju kultiira

Furasol (Skistosais furagins): katra pulvera pacina satur 100 mg Skistosa furagina, kas
atbilst 87,4 g tira furagina. (Olainfarm, Latvija)

Fagu $kidums - Rigas Stradina universitates Biologijas un mikrobiologijas katedras
biobanka, Latvija.

Mueller-Hinton buljons (MHB) nefastidioziem mikrooragnismiem (Biomaxima,
Poland), 0,9% NaCl skidums.

96-bedrisu mikroplates (Thermo Scintific, Amerikas Savienotas Valstis), sterilas stikla
mégenes 15mL, 50 uL, 300 puL un 5000 pL pipetes (Sartorius AG, Vacija; Eppendorf
SE, Vacija) un sterili uzgali, mikrobiologijas cilpas 1uL (Sarstedt AG & Co. KG,
Vacija).

Analitiskie svari, idens vanna ar regul&jamu temperatiiru, Vortex maisitajs (Biosan,
Latvija). Inkubators/termostats (Infors HT Ecotron, Sveice); VarioskanLUX ( Thermo
Scintific, Amerikas Savienotas Valstis) optiska blivuma (OD — optical denisty)
meérjjumiem.

Sterila darba vide — dezinfekcijas Skidums, spirta lampina.

gaita:

. Pagatavo bakteriju inokulatu, skatit sadalu 6.1.2. Izpilda visus solus.

Sagatavo antibiotikas Skidumu ar nepiecieSamo koncentraciju.
Sagatavo faga Skidumu atbilstosi baktériju koncentracijai un izvéleétajam MOI (vidgjais
fagu skaits uz vienu baktériju), kur MOI < 1 - fagi mazak neka bakterijas; MOI = 1 —

vidgji viens fags uz 1 bakteériju; MOI > 1 - fagi vairak neka bakterijas.
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6.6.1. Mikroplates sagatavoSana prieks checkerboard assay — reZgveida atSkaidijuma

testa

Mikroplates sagatavoSanas darba gaita:

w»ok »wN

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

Vispirms 2.-12. kolonna pievieno MHB 100 pL.

Pirmaja kolonna iepilda 100uL nepiecieSamo antibiotikas sagatavoto Skidumu.

No 1. kolonnas nem 50 pL un pipete otraja kolonna, samaisot ar to pasu pipeti.
Turpina atskaidiSanu lidz 10. kolonnai izmantojot tos pasus uzgalus.

No pédejas akas 50 pL izlej, lai saglabatu bedrités vienadu daudzumu jeb 50 uL,
antibiotika tiek atSkaidita uz pusi.

Sagatavo fagu Skidumu ar nepiecieSamo koncentraciju. Koncentraciju izv€las péc fagu
titra noteikSanas.

Sagatavo nepiecieSamo faga koncentraciju atsevisSki ependorfa un veido sekojoSus
dubultatskaidijumus rindam A - G (septini dubultatskaidijumi). Kopa 7 ependorfi.
Sagatavotos faga skidumu pievieno A - G rinda, kur A ir vislielaka koncentracija, un G
— vismazaka koncentracija. Pievienojamais daudzums - 50 pL. Katram atSkaidijumam
maina pipetes uzgalus. Antibiotika atkal atSkaidas uz pusi un, par cik bedrite ir 50 pL
faga, ar1 fags atSkaidas uz pusi.

Pec tam, 1. — 11. kolonna, iznemot H11 un 12.kolonnu, pievieno 100 pL ieprieks
sagatavoto bakteriju suspensijas — antibiotika un fags atSkaidas vél 2x (kopa 4x).

Platé kolonna A11 — G11 veidojas tikai faga dubultatSkaidijumi, kur bakterija ir 100 pL
un fags - 100 pL.

Plateé H1-H10 rinda veidojas MIC furasolam bez faga. Attiecigi - 100 pL antibiotika un
100 pL bakterija. Jaiegaumé, ka 100 pL antibiotikai nepiecieSama 2x mazaka
koncentracija neka bedrites, kuras pievieno 50 pL.

Bedrite H11 paliek tuksa.

Pozitiva kontrole: bedrit€s A12 un B12 — pievieno tikai baktériju bez antibiotikas, faga.
Bakterija + antibiotika: C12 un D12 — pievieno tikai bakteriju un antibiotiku, bez faga.
Bakterija + fags: E12 un F12 — pievieno tikai baktériju un fagu, bez antibiotikas.
Negativa kontrole: bedrit€s G12 un H12 - tikai barotne bez baktérijam, antibiotikas,
faga.

Inkubé 35°C + 1°C, 16-20 stundas.
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6.6.2. Rezultatu interpretacija prieks checkerboard assay

1. Kontroles: uzrada bakteriju augSanas koeficientus. Augsts OD (optiskais blivums) —
aug, zems OD, neaug. Negativa kontrol€ augSanai nav jabiit, pozitiva kontrolé novéro
normalu bakteriju augsanu.

2. BedriSu kombinacijas: pieverS uzmanibu bedrit€ém ar zemako OD vértibu, kas tiecas
negativas kontroles OD virziena.

3. FIC un FICI apreékini:

a. gan bakterijai, gan fagam aprékina FIC (frakcionalo inhib&joso koncentraciju),
saltdzinot kombinacijas devu ar fagstbakterija vai antibiotika+bakterija devu
atseviski.

b. FICI (FIC indekss - frakcionalas inhib&josas koncentracijas indekss) — aprékina

péc sekojosas formulas:

FICI = FICantibiotika + FICtags

kur:
antibiotikas koncentracija kombinacija
FICantiviotika = —— -
antibiotikas MIC bez faga
faga deva kombinacija
FICﬁgs =

faga efektiva deva bez antibiotikas

4. Secinajumi:

a. Ja bedrité ar noteiktam kombinacijam rada augstu OD, tad kombinacija nav
pietickami efektiva, japalielina antibiotikas vai MOI koncentracija.

b. Ja FICI ir < 0.5, tas liecina par sinergiju — kombinacija ir nepiecieSams daudz
mazaks devu daudzums, lai inhib&tu augsanu, neka kad katrs agents tiek lietots
atseviski.

c. Ja FICI ir robeZas: 0.5 < FICI <1, additivs efekts — kombinacija sniedz efektu
bez Tpasas sinergijas un tas ir tuvu faga un antibiotikas efektivitatei atseviski.

d. Ja FICI ir robezas: 1 < FICI < 4, neitrala mijiedarbiba, kombinacija nerada
biitisku devu samazinajumu salidzinot fagu un antibiotiku atseviski.

e. JaFICIir> 4: tas liecina par antagonismu, trauc€ta fagu vai antibiotikas darbiba

kombinacija.

33



7. REZULTATI

7.1. Bakteriju atlase

Tika nejausi atlasiti septini Klebsiella pneumoniae celmi — M3(N2);243017230oth; F3-1-1;
9232B; M13; M16; M18. Meérkis - noteikt So paraugu jutibu pret nitrofuraniem, ka ari,

parliecinaties, ka bakterijas ir dzivotspgjigas.

7.1.1.att. Izséts K.pneumonie celms.

7.2. Antibakterialas jutibas noteikSana ar VITEK 2 Systems iekartu

Izveletajiem K pneumoniae celmiem tika veikts antimikrobas jutibas tests, rezultati
apkopoti 7.2.1.tab. Sie rezultati sniegs ieskatu vai furagina MIC Iimenis bis lidzigs citiem

nitrofuraniem.

Tabula 7.2.1. Vitek nitrofurantoina MIC rezultati.

1. M3(N2) 128 R (rezistents)

2. 243017230th >=512 R (rezistents)
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Tabulas 7.2.1. turpinajums.

F3-1-1 64 S (jutigs)

9232B 256 R (rezistents)
M13 128 R (rezistents)
MI16 128 R (rezistents)
MI18 64 S (jutigs)

Vitek 2 pilnais rezultatu parskats bakteriju kulttirai M16 un 243017320th apskatams pielikuma
Pielikums 1 un Pielikums 2.

7.3. Spotu tests (Spot test) bakteriofaga aktivitates noteikSanai

Lai sapratu, kuri fagi spes mijiedarboties ar izveletajam bakteriju kultiiram, tika veikts spot
(spotu) tests. Spotu testam péc nejausibas principa tika izveleti 4 bakteriofagi — F7B3; F4B3;
GPH164 un GPHI19. Izmeklgjuma meérkis ir iegiit vismaz vienu bakterijas-faga jutigu
kombinaciju. Plates tika sadalitas 4 dalas, lai uz vienas plates varétu apskatit 4 dazadus fagus,

skattt pieméru att. 7.3.1.

7.3.1.att. Spotu testam sagatavotas plates.
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No visam platém, divas platés tika noverotas faga lizes zonas jeb spoti, skatit att. 7.3.2.
Jutigie K. pneumoniae celmi — M16 un 243017230th, turpmakajos testos tiks izmantotas Sie

baktériju celmi.

A. 2430.17230th B. M16

7.3.2.att. Bakteriofagi veido lizes zonas jeb spotus.

P&c 7.3.2.att. novero, ka bakteriju kultiira 24301723o0th ir jutiga pret GPH164 un GPH19
fagu un bakteriju kultira M16 ir jutiga pret GPH164 fagu. Kultiirai M16 noveéro blavas lizes

zonas, kas var liecinat par dal&ju jutibu vai vaju faga aktivitati.

Pargjas bakteriju kultiiras lizes sonas jeb spotus nenoveéro, sk. att. 7.3.3.

7.3.3.att. Plates, kurﬁs nenovéro bakteriofaga — bakterijas mijiedarbibu.
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Paraugi

243017230th_1

243017230th_2

243017230th_3

7.4. MIC noteikSana Klebsiella pneumoniae Furasola péc EUCAST standartiem

Lai noteiktu MIC furaginam, vispirms tika sagatavots svaigs furagina skidums. Furasola
pulvera svérSanai tika izmantoti analitiskie svari. Vélamo furagina koncentraciju, iegiistam
sverot vielu uz analitiskajiem svariem, kuros uzrada 3 ciparus aiz komata. Aprékini tik veikti
péc formulas sekojosi:

_C-V 1024 X005 51,2

w P 0,874 0,874

~ 58,6 mg jeb 0,0586 g

kur:
C=1024 mg/L;
V=50mL=0.05L;
P =0.874 (100 mg pulvera satur 87.4 mg tira furagina).
Rezultata, lai iegtitu lielaku precizitati, Skidumu pagatavojam 100 mL un uz analitiskajiem
svariem sveram 0,117(2) g vielas.

Péc EUCAST standartiem (Version 5), nosakam MIC sekojoSos paraugos: 24301723oth
un M16. [35] Vizuali novert€jot plati, var redzet, ka bakterijas celms 24301723oth ir rezistents
pret furaginu koncentracija 512mg/L un celms M16 MIC ir 256 mg/L. Precizaka rezultata

noteikSanai, tika méritas OD (optiska blivuma) vertibas, sk. att.7.4.2.

MIC plate — OD vértibas

M16_1

M16 2

M16_3

Blanks_1 0.0456 0.0449 0.0450 5 0.0436 0.0440

Blanks_2 0.0442 5 0.0440 0.0431 0.0413

& & & & & & & & > &
o T B o & L& & S &

Antibiotikas koncentracija / Kontroles

7.4.1.att. K.pneumoniae un furagina MIC veértibas.
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Optiska blivuma izmainas atkariba no furagina koncetracijas

1.2 1 -®- 243017230th
M16
—— Pozitiva kontrole
—— MNegativa kontrole
1.0 A
————— -
v -0
5 0.8 e Toi S . »
o il # \'x
ot R # -
vi ™ . ,/ \\
E S~ . o
e
Ig - _ .’
S 0.6
W
T
=
s
=
o
o
0.4
0.2 1
T T T T T T T T T T
1 2 4 8 16 32 64 128 256 512

Furagina koncentracija (mag/L)

7.4.2.att. Optiska blivuma izmainas atkariba no furagina koncentracijas.

P&c optiska blivuma (OD) mérijumiem, izriet §adi secinajumi:
1. Ja OD vertiba ir tuvu negativas kontroles Itmenim, var secinat, ka augSana tiek inhibéta.
Pozitiva kontrole — bez antibiotikas: OD = 0,90 — 1.0.

Negativa kontrole — bez baktérijas: OD = 0.056 - 0.057.
Izolatam 243017230th OD vertibas visos punktos ir augstas (no 0,64-0,88) salidzinot

> »w b

ar negativo un pozitivo kontroli, kas liecina, ka §im izolatam antibiotikas koncentracija
512mg/L nav pietiekoSa inhibicijai. MIC nav sasniegta, MIC =>512 mg/L.

5. Izolatam M16 OD pie 512mg/l un 256 mg/L ir ievérojami zemi (0,1551 un 0,2027), bet
pie 128 mg/L strauji palielinas Iidz OD = 0,67. Var uzskatit, ka MIC = 256mg/L.

6. Salidzinot VITEK rezultatus ar manualajiem OD mérjjumiem apstiprina to, ka abas
testu sisteémas izolats 24301723oth ir rezistents jeb MIC=>512mg/L un izolats M16
MIC =256mg/L. Tatad, gan nitrofurantoinam, gan furaginam ir vienadas MIC veértibas.

7. Tabulu ar visiem OD mérijjumiem var skatit pielikuma Pielikums Nr.3.

Lai aprékinatu FICI — frakcionalas inhib&josas koncentracijas indeksu, bija nepiecieSams
noteikt kultiras 243017230th MIC vertibu, palielinot furagina koncentraciju. Lai gan cilvéka
seruma Sada antibiotikas koncentracija nav sasniedzama, §1 robeZa nepiecieSama FICI

aprékiniem, sk. att.7.4.3.
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Paraugi

243017230th_1

243017230th_2

243017230th_3

M16_1

M16_2

M16_3

Blanks_1

Blanks_2

MIC plate — OD vertibas
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11916
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Antibiotikas koncentracija / Kontroles
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7.4.3.att. K.pneumoniae un furagina MIC vértibas.

Péc optiska blivuma (OD) mérfjumiem novéro, ka baktériju kultiras M16 MIC

neizmainas, bet kulttrai 243017230th pie koncentracijas 2048mg/L tiek sasniegts ievérojama

bakteriju augSanas inhibicija. Optiska blivuma OD merijumi pieejami Pielikums Nr.3.

Optiskais blivums (OD)

Optiska blivuma izmainas atkariba no furagina koncentracijas

[ -8~ 243017230th
-— ..
~— —=- M16
1.2 "\\ —— Pozitiva kontrole
\'\\ —— Negativa kontrole
"\.‘
oy
1.0 e
\
.
\
L gL e = — \
- --...__.‘.-“ \\ i
0.8 A Se e wee Pty
T~ S
\ )
\ \
0.6 - \ \
\ \
\ \
\ AY
\ AY
\
0.4 1 LY .
\ \
\ »
\
\
0.2 Be———— o
ik
~~g
T T T T T T T T T T
4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

Furagina koncentracija (mg/L)

7.4.4.att. Optiska blivuma izmainas atkariba no furagina koncentracijas
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7.5. Bakteriofaga titra noteikSana

Tiek noteikts bakteriofagiem GPH19 un GPH164 titrs uz bakterijas 243017230th, lai
saprastu kada ir fagu suspensijas koncentracija. P& plaSu inkubacijas novérojam bakterijas
243017230oth un faga GPH19 aktivitati, sk. att. 7.5.1. Atteéla var skaidri redzét, ka, jo
koncentrétaka faga suspensija, jo vairak lizes zonas var redzet. Parauga 107! praktiski visas

baktgrijas ir lizétas, kam@r parauga 10™ spotus nenovéro.

7.5.1.att. Bakteriofaga atskaidijuma vizualie rezultati. 1.rinda no kreisas puses - 107,102,

107,10; otra rinda no kreisas puses - 10,10%,107,10°%; tresa rinda no kreisas puses: ,10”.

Aprekinam, izvélas tas plates, kur redzami 20-200 plakus veidojosas vienibas jeb 20-200
PFU. Atikaidtjuma 107 vidgjais plaku skaits parsniedz 200, tatad, plaku skaits ir parak liels
aprekiniem. Atskaidijums 107 vidgjais plaku skaits ir 30, kas ietilpst ieteicamaja plaku
diapazona un atSkaidijuma 10® — vid&ja vértiba ir 6, kas ir mazak neka ieteicama robeza, skatit

7.5.1.tab. Titra aprekins tiks veikts izmantojot 10~ pakapi.
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Tabula 7.5.1. Plaku skaits dazadas atSkaidijuma pakapgs, bakteriofags GPH19.

GPH19 faga titra aprékinu veic pec sekojosas formulas:

=N _ 3%  a0x109PFU/mL
*=D. v 107x01 /m

kur:

Fx — bakteriofaga titrs (PFU/mL);

N — saskaitttais plaku skaits;

D - atSkaidijuma pakape decimalaja forma (piem. 107);
V —uz plates uzliktais parauga tilpums - 100 pL (mL).

Tiek noteikts bakteriofaga GPH164 titrs bakterijai 24301732oth. Vizuali novero, ka lizes
zonas diametra ir mazakas. Skaitot lizes zonas jeb plakus — tie tika atzZim&ti ar markieri, lai

vieglak butu saskaitit, sk.att. 7.5.2.
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Att. 7.5.2. Bakteriofaga GPH164 un Klebsiella pneumoniae 243017320th titra lizes zonu

(plaku) skaitiSanas process. Kolonnas noraditas atskaidijuma pakapes: 10,107,108,

Tiek saskaitits plaku skaits un aprékinats bakteriofaga GPH164 titrs.

Tabula 7.5.2. Plaku skaits dazadas atSkaidijuma pakapgs, bakteriofags GPH164.
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GPH164 faga titra aprékinu veic péc sekojosas formulas:

N 32

- - =32 x 10° PFU/mL
*=D.vV T 107 x01 /m

kur:

Fx — bakteriofaga titrs (PFU/mL);

N — saskaitttais plaku skaits;

D — atSkaidifjuma pakape decimalaja forma (piem. 107);
V — uz plates uzliktais parauga tilpums - 100 pL (mL).

Titrs tika veikts arT baktériju kulttirai M16 ar bakteriofagu GPH164, bet, par cik spotu
testa tika noverota blava lizes zona, titra plat€s lizes zonas netika novérotas. Turpmakie testi

tiek veikti izmantojot bakteriju kultiiru 243017320th un bakteriofagus GPH19 un GPH 164.

7.6. Bakteriofaga un antibiotikas mijiedarbibas noteikSana

Zinot bakterijas 243017230th MIC vertibu attieciba pret furaginu, un sekojosi, arl
bakteriofagu GPH19 un GPH164 titru, tiks apskatits ka notiek bakteriofaga mijiedarbiba ar
furaginu un vai $1 kombinacija palidz inhibét bakterijas augSanu. Tiks izmantota checkerboard
assay - rezgveida atSkaidijuma tests, kur platé tiks parbauditas dazadas vielu kombinacijas.

[36]

Tika pagatavots 4096 mg/L darba Skidums, kas nodroSina 1024 mg/L koncentrétakaja
bedrité dubultatS8kaidijuma veikSanai. Lai iegiitu attiecigo koncentraciju, uz analitiskajiem
svariem iesvéra 0,469 g Furasola un skidinaja 100 mL MHB. Bakteriju suspensiju sagatavo péc
tada pasa principa, ka MIC testam, kas atbilst EUCAST standartam. Faga sagatavoSana mérkis
ir nodroSinat MOI = 1, kur sakotn&ja faga koncentracija bedrité biitu tada pati, ka bakteriju

koncentracija.

Frakcionalas inhibicijas koncentracijas indeksu (FICI) aprékina tur, kur optiskais blivums
0OD<0,10. Pargjam OD vertibam FICI netiek aprékinats, jo uzskatams, ka nav notikusi pilniga

bakterijas augSanas inhibicija, skatit 7.6.1. tab., 7.6.2.tab., 7.6.3.tab., 7.6.4.tab.
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Tabula 7.6.1. Rezgveida atSkaidijuma testa OD mérijumi un FICI klasifikacija,
bakteriofags GPH19, Klebsiella pneumoniae 243017320th, furagins.

Rezgveida atékaidijumu tests, bakteriofags GPH19, baktérija - 243017230th
OD vertibas ar FICI klasifikaciju
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(A)5x10*+ 0.0893 | 0.0695 [ 0.0671 | 0.0685 | 0.0917 [ 0.0760 | 0.0983 | 0.0889 | 0.0725 | 0.0866 | 0.0810 | 0.9808

(B) 2.5%x10° 4 0.0671 | 0.0722 [ 0.0775 | 0.0713 | 0.0784 | 0.1067 | 0.0831 | 0.0829 [ 0.0836 | 0.0775 | 0.0971 | 0.9705

(C) 1.25x10° 1 [0.p3 Hﬁ)%fﬁ% 0.1047 | 0.1387 | 0.1980 | 0.1936 | 0.1884 | 0.1684 | 0.2659 | 0.0439

(D) 6.25%10* 1 0.04 0.1529 | 0.1644 | 0.2779 | 0.2588 | 0.2996 | 0.2981 | 0.2949 | 0.2927 | 0.0442

(E) 3.125x10* 4 0.P3 0.1150 | 0.2222 | 0.2383 | 0.2618 | 0.2168 | 0.2344 | 0.2069 | 0.3489 | 0.2016

(F) 1.5625x10* - |0.P6 0.1102 | 0.2133 | 0.2893 | 0.2792 | 0.3303 | 0.3644 | 0.4483 | 0.4552 | 0.1992

Faga koncentracija (PFU/mL) / Rinda H = Furasols

(G) 7.8125x10>4 0.1100 | 0.1149 | 0.1223 | 0.1164 | 0.2869 | 0.2831 | 0.2999 | 0.4397 | 0.4612 | 0.5536 | 0.5677 | 0.0443

(H) Antibiotika 1 0.7083 | 0.9132 | 0.9447 | 0.9022 | 0.9458 | 0.9969 | 0.9462 | 0.9840 | 1.0013 | 1.1958 | 0.0380 | 0.0419

1024 512 256 128 64 2 16 8 4 2 Fags Kontr.
Antibiotikas koncentracija (1024 — 2 mg/L)
Svitrojumu skaidrojums:
1. Diagonalas svitras (/) = FICl < 0.5 (Sinergija)
2. Vertikalas svitras (|) = 0.5 = FICl = 1.0 (Additivs / Indiference)

Optiska blivuma (OD) mérijumi bakteriju kultiirai Klebsiella pneumoniae 243017320th

ar bakteriofagu GPH19, kombinacija ar furaginu, rezultati:

1. Negativa kontrole (G12,H12): OD vértibas loti zemas (0,0443 un 0,0419), kas norada,
ka bakterijas buljona neaug.

2. Pozitiva kontrole (A12,B12): OD veértibas 0,97 - 0,98, kas norada uz pilnigu bakteriju
augSanu.

3. Bakterija + antibiotika kontrole (E12,F12): Sajas bedrités bija izveleta paaugstinata
antibiotikas koncentracija — 2048 mg/L, lai btu iesp&ams aprekinat FIC un FICI.

4. Bakterija+ bakteriofags kontrole (C12, D12): OD vértibas zemas (0,0439 un 0,0442),
kas norada, ka baktérijas kombinacija ar bakteriofagu nav augusas.

5. Tapat ka MIC testa, ar1 Seit H rinda novéro bakterijas rezistenci pret furaginu pie 1024

mg/L.
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FIC (frakcionala inhibicijas koncentracija) un FICI (frakcionalas inhibicijas

koncentracijas indekss) aprékinasana:

Frakcionalas inhibicijas koncentracijas indeksu aprékina tur, kur optiskais bltvums

0OD<0,10.

Piemeram: OD (F, 256 mg/L) = 0,0995 < 0,10 —

256

— FlCantibioti idins) = —— = 0,125;
antibiotika (furazidins) 2048 ) )
1,5625%10%
— FI = = 2
Crags GPH19 25X 10° 0,0625

— FICI = FICantibiotika(furagins) + FICfﬁgs GPH19 = 0,125 + 0,0625 = 0,1875 — 0,188

P&c iegiita FICI rezultata, kas ir < 0,5 var secinat, ka furasola un faga kombinacija

darbojas efektigak neka fags un antibiotika atseviski.

Tabula 7.6.2. FICI aprékini: bakteriofags GPH19, K. pneumoniae 24301732oth, furagins.

Furagina koncentracija mg/L
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2
mg/L mg/L mg/L mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L
(A) 5x10° 2.500 2250 | 2.125 | 2.062 | 2.031 | 2.016 | 2.008 | 2.004 | 2.002 | 2.001
(B) 2,5x10% | 1.500 1.250 1.125 1.062 | 1.031 - 1.008 | 1.004 | 1.002 | 1.001
g © 1.000 0.750 | 0.625 | 0.562 - - - - - -
25 3, 1,25x10° ' ) ) )
(2}
o (D) ) i ) i i i )
gg 6,25x10" 0.750 0.500 | 0.375
2 g (E)
g § 3,12;)(104 0.625 0.375 | 0.250 - - - - - - -
S (5 6(2))(104 0.562 | 0.312 | 0.188 - - - - - - -
G) i i i i i
7,812x10°

Péc FICI rezultatu tab. 7.6.2. novéro, ka FICI <0.5:

1. D, 256mg/L;
2. E,512mg/L un 256 mg/L,;
3. F, 512mg/L un 256mg/L.

Additivu efektu (FICI 0.5 < FICI < 1.0) novéro sekojosas koncentraciju kombinacijas:

1. C,512mg/L, 256 mg/L un 128mg/L;
2. D, 1024mg/L, 512mg/L;
3. E, 1024mg/L un F, 1024mg/L.
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Tabula 7.6.3. Rezgveida atSkaidijuma testa OD mérijumi un FICI klasifikacija,

bakteriofags GPH164, Klebsiella pneumoniae 243017320th, furagins.

ReZgveida atskaidijumu tests, bakteriofags GPH164, baktérija — 243017230th
0D vertibas ar FICI klasifikaciju
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(A) 5x10*4 0.0599 | 0.0590 [ 0.0624 | 0.0692 | 0.0594 [ 0.1011 | 0.0800 | 0.0665 | 0.0712 | 0.0620 | 0.0574 | 0.8014

(B) 2.5x10>4 0.0621 | 0.0631 [ 0.0662 | 0.0648 | 0.0655 | 0.0657 | 0.0683 | 0.0808 | 0.0859 | 0.0717 | 0.0616 | 0.8814

(C) 1.25x10° 1 0.p643B 0.2031 | 0.2778 | 0.3231 | 0.2965 | 0.3066 | 0.3438 | 0.0555

(D) 6.25%10* 1 [0.p739 0.2813 | 0.2558 | 0.2409 | 0.2448 | 0.3024 | 0.3530 | 0.0411

(E) 3.125x10% 1 0.p725 %02651 0.2658 | 0.3279 | 0.2715 | 0.3319 | 0.3379 | 0.1941

—

(F) 1.5625x10+ 7 0.p471 | 0.1030 | 0.1088 | 0.1065 | 0.1667 | 0.2291 | 0.2298 | 0.3320 | 0.3830 | 0.4529 | 0.4799 | 0.2082

Faga koncentracija (PFU/mL) / Rinda H = Furasols

(G) 7.8125x10° 4 0.1530 | 0.1504 | 0.1035 | 0.1106 | 0.1210 | 0.2602 | 0.2562 | 0.3874 | 0.4398 | 0.4463 | 0.5578 | 0.0421

(H) Antibiotika 1 0.7389 | 0.8814 | 0.9435 | 0.9388 | 0.9395 | 0.9341 | 0.9884 | 0.9344 | 1.0125 | 1.1750 | 0.0380 | 0.0401

T T T T T T T T T
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 Fags Kontr.
Antibiotikas koncentracija (1024 — 2 mg/L)

Svitrojumu skaidrojums:
1. Diagonalas svitras (/) = FICI < 0.5 (Sinergija)
2. Vertikalas svitras (|) » 0.5 = FICl = 1.0 (Additivs / Indiference)

Optiska blivuma (OD) meérijumi bakteriju kultiirai Klebsiella pneumoniae 243017320th

ar bakteriofagu GPH164, kombinacija ar furaginu, rezultati:

1. Negativa kontrole (G12,H12): OD vertibas loti zemas (0,0421 un 0,0401), kas norada,
ka bakterijas buljona neaug.

2. Pozitiva kontrole (A12,B12): OD vértibas 0,80 - 0,88, kas norada uz pilnigu bakteriju
augSanu.

3. Baktérija + antibiotika kontrole (E12,F12): Sajas bedrités bija izv€leta paaugstinata
antibiotikas koncentracija — 2048 mg/L, lai butu iesp&ams aprékinat FIC un FICI.

4. Baktgrija+ bakteriofags kontrole (C12, D12): OD vértibas zemas (0,0555 un 0,0411),

kas norada, ka baktérijas kombinacija ar bakteriofagu nav augusas.
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Tabula 7.6.4. FICI aprékini: bakteriofags GPH164, K. pneumoniae 243017320th, furagins.

Furagina koncentracija mg/L

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2
mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/LL | mg/L | mg/LL | mg/L
(A) 5x10° 2.500 | 2.250 | 2.125 | 2.062 | 2.031 - - - - -
-« (B) 2.5x10° | 1.500 | 1.250 | 1.125 | 1.062 | 1.031 | 1.016 | 1.008 | 1.004 | 1.002 | 1.001
)
— ©
?:3 % 1.2(5];)105 1.000 | 0.750 | 0.625 | 0.562 | 0.531 - - - -
-]
§> E 6.25%10° 0.750 | 0.500 | 0.375 | 0.313 | 0.281 - - - -
%§ é (E) 0.625 | 0.375 | 0.250 | 0.188 | 0.156 - - - -
E S| 3.125x10° ) ) ) ) )
- ()
2 | 1.5625x10¢ | 0% ] ] ] ]
G) i i i i i
7.8125x10°

Péc FICI rezultatu tab. 7.6.4. novéro, ka FICI < 0.5 novéro:

1. D, 256 mg/L, 128 mg/L, 64 mg/L;
2. E, 512 mg/L, 256 mg/mL, 128 mg/L un 64 mg/L.

Additivu efektu (FICI 0.5 < FICI < 1.0) novéro sekojosas koncentraciju kombinacijas:

1. C,512mg/L, 256 mg/L, 128 mg/L, 64 mg/L;

2. D, 1024 mg/L, 512 mg/L,;

3. E, 1024 mg/L un F, 1024 mg/L.
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8. DISKUSIJA

Petijuma tika veikta Klebsiella pneumoniae, bakteriofaga un furagina, jeb Furasola, kas ir
Latvija pieejams bezrecepSu medikaments, padzilinata izpéte, lai pétitu kombinacijas
efektivitati. Zinatniskajas publikacijas galvenokart tiek apskatiti recepsu antibakterialie
lidzekli, tadel, interese rosina pétit bezrecepSu medikamentu efektivitati. Par cik, Pasaules
valsts organizacija ir prioritizé€jusi K.pneumoniae ka patogénu, kam steidzami nepiecieSams
izstradat jaunas arstéSanas metodes un stratégijas, ir vérts aplukot nitrofuranu derivatu darbibas

iespgjas. [45]

Magistra darba tiek noteikta furagina minimala inhib&josa koncentracija (MIC) pret
K.pneumoniae. K.pneumoniae celmam 243017230oth MIC vértiba bija >512 mg/L, kas norada
uz augstu rezistenci, bet celmam M16 ta bija 256 mg/L, kas ar1 norada uz rezistenci. legiitie
MIC rezultati uzrada, ka furagins, kas ir nitrofuranu derivats, ir tikpat efektivs ka
nitrofurantoins, salidzinot ar Vitek 2 iegiitajiem rezultatiem. ST informacija ir nozimiga, jo ar
literatiiras apskata noradito, nitrofuranu grupas antibakterialiem lidzekliem ir zems rezistences
attistibas risks, kas ir saistits ar antibiotikas specifisko darbibas mehanismu. [12, 13, 37] Tomér,
atlasttajiem celmiem ir veidojusies rezistence un ir svarigi pétit alternativas stratégijas bakteriju
augSanas inhib&Sanai. Augstas MIC vértibas korele ar globalam tendencém, kur nitrofuranu

rezistence pieaug, Ipasi rezistentos K.pneumoniae celmos.

Furasols ir antibakterials lidzeklis, kuru nelieto iekskigi, bet var lietot brii€u skaloSanai vai
rikles skalo3anai. Argjas lietoSanas preparata perspektiva ir zemaka toksicitate, ka ari, to
potenciali varétu lietot ar1 medicinas iericem — katetriem vai drenam, samazinot infekcijas risku.

[22]123].

Spot testa tiek identificeti divi bakteriofagi GPH19 un GPH164, kas spgj lizét divus (M 16
un 243017320th) no izvéletajiem 7 bakteriju celmiem. Novero atbilstibu ar literatiiras datiem,
ka bakteriofagiem ir augsta specifitate un tie sp&j lizet konkrétas bakteriju Siinas, netraucgjot
normalai mikroflorai.[12] Tiek vizuali noveérots, ka 243017320oth ar abiem fagiem uzradija
skaidras lizes zonas, kamér M16 uzrada jutibu pret GPH164, bet lizes zonas bija blavakas.
Turpmak tiek noteikts bakteriofagu titrs, kur novero, ka konkrétas bakteriofagu koncentracijas
sp€j inficet bakteriju kultiiras. Tomer, bakteriju kulturai M16 bakteriofaga veidotas lizes zonas
nenovero, kas var biit saistits ar to, ka tas bija parak blavas, lai tas vizuali pamanitu.
Bakteriofagu titru rezultati - GPH19 - 3,0x10° PFU/mL; GPH164 - 3,2x10° PFU/mL norada uz

to, ka fagu preparati bija pietiekami koncentréti, lai tie spetu nodrosinat baktériju lizéSanu.
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Rezgveida atSkaidijuma testu rezultatos tika noverota izteikta sinergija, kur bakteriofags
GPH19 visefektivakais bija koncentracija 1,562x10* pie furagina koncentracijas 256mg/L un
bakteriofags GPH164 visefektivakais ir koncentracija 3,125x10* pie furagina koncentracijas
64mg/L. Bakteriofaga un furagina mijiedarbibas testos, novéro kombinétas terapijas potencialu,
kas atbilst Mulla et al. min€tajiem datiem, kas norada, ka nitrofuraniem un bakteriofagiem ir
sinergisks efekts.[48] Sads efekts ir loti nozimigs, jo tas palidz samazinat rezistences
veidoSanos un palielina arste€Sanas efektivitati pret multirezistentiem K. pneumoniae celmiem.
Rezgveida atSkaidijuma testa rezultati pierada, ka furaginam, bakteriofagam un izmantotajam
baktériju celmam ir sinergisks efekts, kas saskan ar hipotézi, ka bakteriofaga-antibiotikas

kombinacija sp&j nodrosinat efektivu antibakterialo efektu pret rezistentiem celmiem. [48, 62]

Analizgjot nitrofuranu un fagu stabilitates Tpatnibas, tika apkopots, ka gan nitrofurani,
gan fagi ir jutigi pret temperattiru, gaismu un pH izmainam. Furaginu vislabak saglaba stabilitati
no pH 4,5-6,5 un zem 25°C, ja nepiecieSama ilgstoSa uzglabasana. Fagi saglaba stabilitati pie
pH 5-6 un 4°C. Kombinacijai piem&rots pH bitu no 5-6 — tads, kur abi agenti ir pietickami
stabili. L1dz ar to kombinacija teorétiski ir savienojama, bet nepiecieSami precizaki stabilitates

testi katram veidotajam Skidumam.

Rezultatu ticamiba tika nodroSinata ar preciziem un standartizétiem metodologiskiem
panémieniem, ieveérojot EUCAST standartus MIC noteikSanai, ka arT parbaudot bakteriofagu
aktivitati un koncentraciju péc atzitam metodém. Sada pieeja nodrogina rezultatu atkartojamibu

un uzticamibu.
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9. SECINAJUMI

1. Abiem izvéletajiem Klebsiella pneumoniae celmiem tika konstat€tas augstas MIC
vertibas furagina (24301723oth — >512 mg/L; M16 — 256 mg/L), kas norada uz
ievérojamu rezistenci un pamato nepiecieSamibu péc alternativiem arsté€Sanas veidiem.

2. Tika piemekleti divi bakteriofagi GPH164 un GPH19, kuri ir virulenti pret vismaz vienu
no izveéletajiem K. pneumoniae celmiem, kas nodrosina iesp€ju izpildit nepiecieSamos
eksperimentus.

3. Bakteriofagiem tika veikta titra noteikSana, identific§jot optimalu diltciju (1077), kas
nodroSina pietickamu plaku skaitu, lai veiktu rezgveida atskaidijuma testu.

4. Rezgveida atSkaidijuma testa tika novérota sinergija starp bakteriofagu un furaginu
vairakas koncentracijas, bez antagonisma pazimém, kas liecina par potenciali efektivu
kombingto terapiju.

5. Literaturas analizg secinats, ka nitrofurani un bakteriofagi saglaba aktivitati specifiskos
pH un temperatiiras apstaklos, kombinacija ir pietickami stabila un potenciali

izmantojama praktiski.

Pateicibas.

Izsaku pateicibu Dacei Rezevskai, Renaram Brokam, Renatei Apsei un Laimai Mukanei par

sniegto praktisko palidzibu un atbalstu pétijuma norises gaita.

Ipasu pateicibu izsaku sava magistra darba vaditajam Aigaram Reinim par profesionalo vadibu,

kompetentajiem ieteikumiem un nemainigu atbalstu visa darba izstrades procesa.
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11. PIELIKUMI

Bakteériju kultira M16

Antibiotika MIC (mg/L) | Interpretacija
Ampicillin >32 R - rezistents
Amoxicillin/Clavulanic Acid >32 R
Urine 232 R
Other >32 R
Piperacillin/Tazobactam 32 R
Cefalexin 264 R
Cefuroxime 264 R
Cefuroxime Axetil 264 R
Cefoxitin
Cefotaxime
Meningitis 264 R
Other 264 R
Ceftazidime 232 R
Cefepime >32 R
Ertapenem <0.12 S - jutigs
Meropenem
Meningitis <0.25 S
Other <0.25 S
Amikacin 22 R
Gentamicin 216 R
Ciprofloxacin
Meningitis 24 R
Other 216 R
Norfloxacin 216 R
Nitrofurantoin
Urine 128 R
Other 128 R
Trimethoprim/Sulfamethoxazole | 2320 R

Pielikums Nr 1.
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Bakteériju kultira 243017320th

Antimicrobial MIC (mg/L) Interpretation
Ampicillin 232 R
Amoxicillin/Clavulanic Acid >32 *R
Urine 232 R
Other 232 R
Piperacillin/Tazobactam >128 R
Cefalexin 264 R
Cefuroxime 264 R
Cefuroxime Axetil 264 R
Cefoxitin
Cefotaxime
Meningitis >64 R
Other 264 R
Ceftazidime 264 R
Cefepime >32 R
Ertapenem >8 R
Meropenem 216 R
Meningitis 216 R
Other 264 R
Amikacin 264 R
Gentamicin 4| R
Ciprofloxacin R
Meningitis 24 R
Other >4 R
Norfloxacin >16 R
Nitrofurantoin >512 R
Urine 2512 R
Other >512 R
Trimethoprim/Sulfamethoxazole | =320 R

Pielikums Nr 2.
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Pielikums Nr.3. OD vértibas MIC vertibu noteik$anai furasola.

2048malL | 1024mgiL | 512mOL rﬁgﬁ_ r:éﬁ_ 64mg/l | 32mg/L | 16 mg/L | 8mg/L | 4mg/L | POZK | NEGK
243017230th 03489 | 06978 | 07824 | 07360 | 07493 | 07489 | 08505 | 08509 | 0,8033| 08732 | 0,8927
243017230th 0,6844 | 0,8132| 0,6819| 0,7813| 07669| 07747 | 08637 | 08903 | 08288 | 0,8852
243017230th 02978 | 0,6881| 0,8263| 07457 | 08140 07908 | 08868 | 08892 | 08790 | 09401 | 0,9929
M16 0,7436 | 0,9646 | 1,0669 1,2844
M16 0,6838 | 1,0099 | 1,1252 | 1,1466 | 1,1695 | 1,1916 | 1,2476
M16 0,7534 | 0,9867 | 1,0621| 1,1320| 11604 | 1,1509 | 1,1887
Blanks
Blanks

512mg/lL | 296 128 | 64 mgiL | 32mg/L | 16mg/L | 8mglL | 4mg/L | 2mgiL | 1mglL | POZK | NEGK

mg/L mg/L

243017230th 0,6850 | 0,7439 | 06830 | 0,7234| 07775| 0,8441| 00353 | 09929| 09882 | 09920 | 0,9898
243017230th 0,5933 | 0,8228 | 05631 | 06067 | 07361 07706 | 07160 | 0,7838 | 0,8861 | 0,8597 | 09161
243017230th 0,7508 | 07847 | 06679 | 06461 | 07093| 07517 | 07017 | 07541| 0,7765| 0,7301 | 07964
M16 0,2166 | 02022 | 05888 | 09618 | 0,8308 0,8877 | 09745 09121 | 1,0115| 09228
M16 0,2180 | 0,7002 | 1,0153 | 0,8205 0,9516 | 0,9907 | 1,0457 | 1,0606 | 1,0340
M16 0,7207 0,8126 0,0081 | 1,0452 | 1,0470 | 1,0423| 1,0409
Blanks
Blanks
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